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Zusammenfassung

In Deutschland erleiden jahrlich iiber 300.000 Menschen einen Myokardinfarkt (MI), der mit
Fibrose und Narbenbildung einhergeht. Hieraus resultieren Folgeerkrankungen, wie
Herzinsuffizienz und Herzrhythmusstorungen. Infarkt-bedingt kommt es zu einer Aktivierung
von epikardialen Zellen, die eine sogenannte epitheliale-mesenchymale Transition durchlaufen
und dabei ein embryonales Programm rekapitulieren. Diese epicardium-derived-cells (EPDCs)
bilden eine subepikardiale Zellschicht aus, wandern in das infarzierte Myokard ein und konnen
als multipotente Progenitorzellen in Fibroblasten, glatte Muskelzellen, Endothelzellen und in
geringen Umfang auch in Kardiomyozyten differenzieren. Gleichzeitig stellen EPDCs eine
wichtige Quelle parakriner Faktoren, z.B. inflammatorischer Zytokine, dar, die die
Gewebsumbildung und -heilung nach Infarkt regulieren. Wie die biologische Aktivitit von
EPDCs im Einzelnen kontrolliert wird und welche Rolle purinerge Signalmolekiile dabei
spielen, ist bislang nicht erforscht. Nach MI kommt es Ischimie-bedingt zu einer vermehrten
Freisetzung von ATP und Adenosin, die tliber spezifische Rezeptoren die Entziindungsreaktion
und damit die Heilung des Herzens nach Infarkt beeinflussen konnen.

Ziel dieser Arbeit war es zu untersuchen, welchen Einfluss extrazelluldres ATP- und Adenosin
auf die Proliferation, Migration und Expression von Zytokinen in kultivierten EPDCs haben.
Zu diesem Zweck wurden EPDCs der Ratte 5 Tage nach MI (60 min Ischdmie/Reperfusion)
durch selektiven enzymatischen Verdau der Herzoberflaiche gewonnen. Die Effekte von ATP-
Rezeptor-Agonisten sowie von Adenosin-Rezeptor-Agonisten auf die Proliferation von EPDCs
wurden mit Hilfe eines BrdU-Proliferations-Assays untersucht. Die Migration der EPDCs
wurde mit einem Transwellmigrationsassay analysiert. Des Weiteren wurde die Expression der
Zytokine IL-6, IL-11, sowie IL-12A in EPDCs mittels quantitativer Echtzeit-PCR untersucht.

Nach der Aktivierung von ATP- und Adenosin-Rezeptoren mittels Agonisten waren weder die
Proliferationsrate noch die Migrationsrate von EPDCs signifikant verdndert. Auch zeigte sich
keine chemotaktische Wirkung von ATP- und Adenosin-Rezeptor-Agonisten auf EPDCs. Im
Gegensatz dazu war ein deutlicher Einfluss von ATP- und Adenosin-Rezeptor-Agonisten auf
die Zytokin-Expression von EPDCs feststellbar. Eine Aktivierung von ATP-Rezeptoren mit
dem ATP-Analog BzATP fiihrte zu einer signifikanten Steigerung der IL-6-Expression. Auch
ein Trend zu einer erh6hten IL-11-Expression war nach Aktivierung von ATP-Rezeptoren zu
beobachten. Hingegen verminderte die Aktivierung von ATP-Rezeptoren die Expression von
IL-12A. Hieran schien der ATP-Rezeptor P2Y2 beteiligt zu sein, denn auch seine selektive
Aktivierung mittels 2-Thio-UTP fiihrte zu einer Reduktion der IL-12A-Expression, wenn auch
in einem etwas geringerem Ausmaf. Die Aktivierung des Adenosin-Rezeptors A2B fiihrte zu
einer signifikanten Steigerung der Expression von IL-6 und IL-11, wéhrend die Aktivierung
des Adenosin-Rezeptors A2A die Expression beider Zytokine unbeeinflusst lie. Eine
Aktivierung des Rezeptors A2B bewirkte dariiber hinaus eine signifikante Hemmung der
Expression von IL-12A, wihrend auch hier eine Aktivierung des Rezeptors A2A keinen
signifikanten Effekt zeigte.

Zusammenfassend deuten die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit darauf hin, dass die
Aktivierung von ATP- und Adenosin-Rezeptoren keinen Einfluss auf die Proliferation und die
Migration von EPDCs hat. Vielmehr scheint die Aktivierung von ATP- und Adenosin-
Rezeptoren die Expression parakriner Faktoren durch EPDCs zu modulieren, die an der
Regulation der Inflammationsreaktion und des kardialen Heilungsprozesses beteiligt sind.



Summary

In Germany, every year more than 300,000 people have a myocardial infarction, which is
associated with cardiac fibrosis and scarring. This leads to functional loss and secondary
diseases such as heart failure and cardiac arrhythmias. Myocardial infarction activates
epicardial cells to undergo a so-called epithelial-mesenchymal transition, thereby recapitulating
an embryonic program. These epicardium-derived cells (EPDCs) are multipotent progenitor
cells that form a subepicardial cell layer, migrate into the infarcted myocardium and can
differentiate into fibroblasts, smooth muscle cells, endothelial cells, and to a small extent, into
cardiomyocytes. Moreover, EPDCs are an important source of paracrine factors such as
inflammatory cytokines that regulate tissue remodelling and healing after infarction. The
regulation of the biological activity of EPDCs and the role of purinergic signaling herein has
not been investigated yet. After myocardial infarction an ischemia-induced release of ATP and
adenosine occurs, which via specific receptors may affect the inflammatory response and thus
the healing of the infarcted heart.

The aim of this work was to investigate the effect of extracellular ATP and adenosine on
proliferation, migration, and cytokine expression in cultured EPDCs. For this, EPDCs were
isolated from rat hearts 5 days after infarction (60 min ischemia/reperfusion) by selective
enzymatic digestion. The effects of ATP and adenosine receptor agonists on the proliferation
of EPDCs was investigated using a BrdU proliferation assay. The migration of EPDCs was
analyzed using a transwell migration assay. The expression of cytokines IL-6, IL-11, and IL-
12A in EPDCs was investigated by quantitative Real-Time PCR.

Activation of ATP and adenosine receptors had no significant effect on proliferation and
migration of cultured EPDCs. Neither did ATP and adenosine receptor agonists show
chemotactic effects on EPDCs. In contrast, a profound effect of ATP and adenosine receptor
agonists on cytokine expression was observed. Activation of ATP receptors with the ATP
analog BzATP resulted in a significant increase in IL-6. Also, a trend for an increase of IL-11
expression was observed, while the expression of IL12A was significantly decreased after ATP
receptor activation. Here the ATP receptor P2Y2 seemed to be involved, since a selective P2Y?2
activation with 2-Thio-UTP also reduced the IL-12A expression, although to lesser extent. The
activation of the adenosine receptor A2B significantly increased the expression of IL-6 and IL-
11, whereas the activation of the adenosine receptor A2A did not alter their expression.
Furthermore, A2B receptor activation resulted in a significant inhibition of IL-12A expression,
while A2A receptor activation again showed no significant effect.

In summary, the results of the present work indicate, that activation of ATP and adenosine
receptors does not affect proliferation and migration of EPDCs. However, activation of ATP
and adenosine receptors seems to modulate the expression of paracrine factors by EPDCs,
which are involved in the fine-tuning of the inflammatory response and the cardiac healing
process.
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1  Einleitung
1.1 Der Myokardinfarkt

Laut WHO sind kardiovaskuldre Erkrankungen die héufigste Todesursache weltweit und mit
Abstand die hdufigste Todesursache in einkommensstarken Landern (World Health
Organization 2017, 2019). Sie stellen daher einen immensen gesundheitlichen und
wirtschaftlichen Belastungsfaktor dar (Benjamin et al. 2018). Die koronare Herzkrankheit
(KHK) ist in den USA mit 43,8% die hiufigste Todesursache innerhalb der kardiovaskulédren
Erkrankungen, obwohl die Privalenz der KHK in den letzten zehn Jahren zuriickgegangen ist
(Benjamin et al. 2018). Die KHK ist die haufigste Ursache des Myokardinfarkts (MI) und
entsteht durch atherosklerotische Verdnderungen der Koronargeféaf3e (Smits und Riley 2014).
Durch Ruptur einer arteriosklerotischen Plaque kann es zur Anlagerung von Thromben bis hin
zum vollstindigen GefdBverschluss, einem MI, kommen (Kelm und Strauer 2005). Die
unterbrochene Durchblutung fiihrt in dem betroffenen Areal zu einer Minderversorgung mit
Sauerstoff und dadurch zum Tod von Kardiomyozyten und Nekrose des betroffenen
Herzmuskelgewebes (Klinke et al. 2010; Curley et al. 2018). Etwa 20 Minuten nach Verschluss
einer Koronararterie kommt es zur Desintegration von Kardiomyozyten und zur
Destabilisierung der Zellmembran mit Freisetzung von Zellbestandteilen und Markern wie

Troponin (Klinke et al. 2010; Curley et al. 2018).

Der Myokardinfarkt kann aufgrund der guten medizinischen Versorgung und den technischen
Fortschritten bei der Behandlung oft rechtzeitig und erfolgreich mittels perkutaner
transluminaler Coronar-Angioplastie oder Thrombolysetherapie behandelt werden (Buchta et
al. 2008). Dadurch ist zwar die Mortalitdtsrate beim Myokardinfarkt gesunken (Go et al. 2013),
dennoch liegt die Wahrscheinlichkeit, innerhalb von 5 Jahren nach dem ersten Myokardinfarkt
zu versterben, bei 47 % fiir Frauen und bei 36% fiir Ménner (Benjamin et al. 2018). Denn der
massive Verlust von Kardiomyozyten nach einem Myokardinfarkt fiihrt aufgrund der
limitierten Regenerationsfahigkeit der Herzmuskelzellen zu permanenten Schéiden.
Umbauprozesse des Herzmuskels mit Fibrose und Narbenbildung (Bergmann et al. 2009)
konnen zu schweren Folgeerkrankungen, wie Herzrhythmusstorungen und Herzinsuffizienz
(HI), fithren (Pfeffer und Braunwald 1990). Besonders die HI geht mit einer eingeschrinkten
Lebenserwartung und einer hohen Mortalitdt einher (Ponikowski et al. 2016), da es trotz vieler
Fortschritte nur limitierte Therapiemoglichkeiten ohne Heilungschancen gibt (Jameel und

Zhang 2009). Das Risiko, nach einem Myokardinfarkt eine schwere Folgeerkrankung wie eine



HI zu entwickeln und daran zu versterben, steigt mit zunehmendem Alter an (Benjamin et al.

2018).

1.1.1 Kardiale Wundheilung

Die kardiale Wundheilung kann in vier Phasen unterteilt werden. Sie beginnt mit der
ischdmischen Phase (Phase 1), in der es zum Tod von Kardiomyozyten kommt. Es folgen die
akute inflammatorische Phase (Phase 2) und die proliferative Phase (Phase 3) mit Bildung von
Granulationsgewebe. Die letzte Phase (Phase 4) ist die Umbau- bzw. Reifungsphase mit
Bildung einer stabilen Narbe (Cleutjens 1999; Kong et al. 2014).
Die Minderversorgung des Myokards mit Sauerstoff fiihrt zeitnah zu einem massiven Zelltod
durch Apoptose und Nekrose (Phase 1) (Cleutjens 1999; Teringova und Tousek 2017). Die
Hypoxie bedingt einen Wechsel vom aeroben Stoffwechsel zum anaeroben Stoffwechsel in
Kardiomyozyten (Curley et al. 2018). Der anaerobe Stoffwechsel ldsst sich jedoch nur eine
gewisse Zeit aufrechterhalten, da die anaerobe Glykolyse durch anfallende
Stoffwechselprodukte (vor allem Laktat) bereits nach wenigen Minuten gehemmt wird
(Rovetto et al. 1975). Es kommt zur Destabilisierung der Zellmembran, Desintegration der
Zellen und schlieBlich zum Zelltod mit Freisetzung zelluldrer Bestandteile sowie einem Anstieg
kardialer Marker im Serum (Curley et al. 2018; Cleutjens 1999). Dadurch wird eine akute
Inflammationsreaktion mit Odembildung hervorgerufen (Phase 2) (Fishbein et al. 1978b):
Immunzellen wandern in das Gewebe ein und phagozytieren apoptotische und nekrotische
Zellen. Hierdurch kann es zu einem Ausdiinnen der infarzierten Wand (Fishbein et al. 1978a)
und Dilatation des Ventrikels, einer sog. Infarkt-Expansion, kommen (Hutchins und Bulkley
1978). Im Infarktareal besteht durch die ausgediinnte Ventrikelwand die Gefahr einer
Aneurysma-Bildung (Braunwald 2013). Eine weitere Dehnung und Ruptur des Ventrikels wird
durch die Bildung des Granulationsgewebes zwei bis drei Tage nach Infarkt verhindert (Phase
3) (Vracko et al. 1989; Cleutjens 1999). Es kommt zur Migration und Proliferation von
Bindegewebszellen (Fibroblasten, Myofibroblasten), und es wird neue extrazellulire Matrix
(ECM) unter anderem aus Kollagen III, Fibronektin und Tenascin-C (TNC) gebildet (Cleutjens
1999; Fishbein et al. 1978b). Im Verlauf der Reifungsphase (Phase 4) wird das
Granulationsgewebes aufgrund der limitierten Regenerationsfdhigkeit von Kardiomyozyten
nicht durch funktionelles Herzmuskelgewebe ersetzt (Prabhu und Frangogiannis 2016).
Stattdessen entsteht eine permanente Narbe (Cleutjens 1999). Diese vermindert die Dehnbarkeit
des Ventrikels, was Deformierungen (Parmley et al. 1973) und einer Ruptur der Ventrikelwand
entgegenwirkt (Smits und Riley 2014). Gleichzeitig kommt es jedoch zu lokalen
2



Wandbewegungsstorungen, verminderter Kontraktilitit (Tennant und Wiggers 1935) und einer
reduzierten Relaxationsfahigkeit (Braunwald 2013). Insgesamt flihrt dies zu einer

Verschlechterung der Pumpfunktion mit Ausbildung einer HI (Braunwald 2013).

Die komplexen kurz- und langfristigen Verdnderungen des Myokards nach MI im infarzierten
und nicht-infarzierten Bereich werden als ,,adverses Remodelling* bezeichnet. Es kommt zu
Veranderungen der Gréf3e, Form und Funktion des Ventrikels, die mit einer erh6hten Mortalitét,
einem erhohten Auftreten von Arrhythmien und HI einhergehen (Pfeffer und Braunwald 1990;
Curley et al. 2018). Besonders die InfarktgroBle, aber auch die Dauer und Lokalisation des
Infarktes beeinflussen das ungiinstige Remodelling (Pfeffer et al. 1991; Gaudron et al. 1993).

Der Prozess des Remodellings beginnt direkt nach Auftreten des Mls (Rossini et al. 2010) und
unterliegt mechanischen, neurohormonellen, biochemischen und genetischen Faktoren (Sutton
und Sharpe 2000). Besonders die Inflammation, die Sekretion extrazelluldrer Matrix und die
Fibroblastenproliferation haben einen Einfluss auf das Remodelling. So fiihrt beispielsweise
eine Verlingerung der notwendigen Inflammationsreaktion nach MI zu einem vermehrten
adversen Remodelling (Prabhu und Frangogiannis 2016). Ebenso begilinstig die Bildung von
extrazelluldrer Matrix und die Proliferation von Fibroblasten einerseits die Entstehung einer
Fibrose, andererseits sind diese Vorgédnge nach MI fiir die Wundheilung essenziell (Shinde und
Frangogiannis 2014; Vecchio et al. 2017). Diese ungiinstigen zelluldren und extrazelluldren
Umbauprozesse bleiben dabei nicht auf das geschddigte Areal beschriankt, sondern betreffen

auch das intakte Herzmuskelgewebe (Gaudron et al. 1993; Sutton und Sharpe 2000).

Die Minimierung der InfarktgroBe und der Infarktdauer durch eine rechtzeitige
Reperfusionstherapie, eine Verbesserung der Wundheilung sowie eine Reduzierung der
Wandspannung koénnen das Remodelling und damit die Uberlebenschance und

Langzeitprognose nach MI positiv beeinflussen (Pfeffer und Braunwald 1990).

1.1.2 Regenerationsfihigkeit des Herzens

Anders als lange Zeit angenommen wurde, ist das Herz kein postmitotisches Organ (Bergmann
et al. 2009; Lazar et al. 2017). Es ist in der Lage, neue Kardiomyozyten zu bilden, wobei die
Rate der neugebildeten Kardiomyozyten von ca. 1% /Jahr im Alter von 20 Jahren auf ca.
0,3% / Jahr im Alter von 75 Jahren sinkt (Bergmann et al. 2009). Obwohl die Bildung neuer
Kardiomyozyten nach MI zunimmt (Senyo et al. 2013), ist die Regenerationsfdahigkeit des
Herzens limitiert und reicht nicht aus, um den Verlust von bis zu einer Billion Kardiomyozyten

nach einem MI zu ersetzen (Bergmann et al. 2009; Masters und Riley 2014).



Aufgrund der schweren Folgeerkrankungen nach MI und der hohen Mortalitétsrate ist die
Verbesserung der kardialen Regenerationsfahigkeit wichtiger Bestandteil der aktuellen
Forschung. Frithere Therapieansdtze versuchten, Knochenmarksstammzellen fiir eine
verbesserte kardiale Regeneration, durch Bildung neuer Kardiomyozyten, zu nutzten (Cahill et
al. 2017). Transplantierte hdmatopoetische Stammzellen zeigen jedoch keine Differenzierung
in funktionelle Kardiomyozyten (Murry et al. 2004). Eine mogliche Verbesserung der kardialen
Funktion nach Transplantation hdmatopoetischer Zellen ldsst sich daher vermutlich auf die

Sekretion parakriner Faktoren der Zellen zuriickfiihren (Smart et al. 2013; Cahill et al. 2017).

Die Entdeckung, dass sich Kardiomyozyten wihrend des physiologischen Alterungsprozesses
erneuern (Bergmann et al. 2009) fiihrt zu der Fragestellung, wie sich Kardiomyozyten erneuern.
Dies ist jedoch bislang nicht eindeutig gekladrt. Zum einen besteht die Moglichkeit, dass neue
Kardiomyozyten aus bereits existierenden Kardiomyozyten durch De-Differenzierung und
Zellteilung entstehen; zum anderen ist es moglich, dass sich neue Kardiomyozyten aus
ansdssigen Stammzellen oder Progenitorzellen bilden (Lazar et al. 2017; Cahill et al. 2017). Im
Gegensatz zu einigen anderen Autoren stellen Senyo et al. (2013) weder unter physiologischen
noch unter pathologischen Bedingungen einen relevanten Beitrag kardialer Progenitorzellen
zur Bildung neuer Kardiomyozyten fest (Ellison et al. 2013; Beltrami et al. 2003; Hsieh et al.
2007). Senyo etal. (2013) kommen zu dem Schluss, dass neue Kardiomyozyten vor allem durch
De-Differenzierung und Teilung bereits existierender Kardiomyozyten entstehen. Die
Ergebnisse von Senyo et al. (2013) passen zu den Erkenntnissen beim Zebrafisch (Jopling et al.
2010; Kikuchi et al. 2010). Im Gegensatz zu Sdugetieren weisen Zebrafische, eine robuste
Herzregeneration auf (Porrello et al. 2011; Poss et al. 2002). Dabei erfolgt die Regeneration des
Ventrikels iiberwiegend durch De-Differenzierungen und Proliferation von GATA4-positiven

Kardiomyozyten (Jopling et al. 2010; Kikuchi et al. 2010).

Vergleichbar zur Regenerationsfdhigkeit des Herzens beim Zebrafisch zeigt sich bei
Sdugetieren ein kurzes Zeitfenster mit einer dhnlichen Regenerationskapazitit (Porrello et al.
2011). Porrello et al. (2011) zeigen, dass Méuse in der ersten Woche postnatal nach partieller
Resektion des Herzens eine nahezu komplette Regeneration aufweisen. Die dabei neu
gebildeten Kardiomyozyten im regenerierten Gewebe entstehen vor allem durch die
Proliferation bereits vorhandener Kardiomyozyten (Porrello et al. 2011). Einzelberichte legen
nahe, dass es beim Menschen im Neugeborenenalter ebenfalls eine kurze Spanne mit
ausgeprigter Regenerationsfahigkeit gibt (Haubner et al. 2016). Es liegen hierzu jedoch keine
fundierten Studien vor, weshalb die Existenz eines regenerativen Fensters bei groferen

Séugetieren und Menschen kritisch gesehen wird (Eschenhagen et al. 2017).



Neben der Neubildung von Kardiomyozyten wird bei der Herzregeneration des Zebrafisches
eine Neovaskularisierung beobachtet. Hieran ist maBgeblich eine Subpopulation des Epikards
beteiligt (Lepilina et al. 2006). Nach Resektion exprimiert das Epikard des Zebrafisches
embryonale Marker und dehnt sich aus, um das Myokard erneut zu bedecken. Eine
Subpopulation der Epikardzellen durchlduft eine epithelial-mesenchymale Transition (EMT),
die fiir die Bildung neuer Gefille essenziell ist (Lepilina et al. 2006). Zusédtzlich unterstiitzen
epikardiale Zellen die Migration von Kardiomyozyten (Itou et al. 2012) und regulieren die
dynamische Zusammensetzung der extrazelluliren Matrix, welche die Regeneration beim

Zebratisches unterstiitzt (Kikuchi 2014).

Fiir die kardiale Regeneration beim Menschen riickt das Epikard zunehmend in den Fokus (van
Wijk et al. 2012). Das Epikard erfiillt bei Sdugern und Vogeln in der embryonalen Entwicklung
wichtige Funktionen: Es unterstiitzt die regelrechte Myokardentwicklung, es triagt zur Bildung
glatter Muskelzellen, Fibroblasten, Kardiomyozyten und zur Bildung der Koronargefa3e bei
(Mikawa und Gourdie 1996; Dettman et al. 1998; Cai et al. 2008; Zhou et al. 2008). Nach MI
zeigt sich sowohl beim Zebrafisch als auch bei Sdugetieren eine Hochregulation embryonaler
Gene auf Epikardzellen (Lepilina et al. 2006; van Wijk et al. 2012; Zhou et al. 2011). Die
Aktivierung des Epikards nach MI stellt bei Sdugern eine mogliche Quelle multipotenter
Progenitorzellen dar, die einen Ansatz zur Verbesserung der kardialen Regeneration darstellen

(Gittenberger-De Groot et al. 2010).

1.2 Das Epikard und epikardiale Zellen

Das Epikard ist das viszerale Blatt des Pericardium serosum und bildet mit dem parietalen Blatt
des Pericardium serosum die Herzbeutelhohle. In dem Spaltraum zwischen den beiden Blattern
befindet sich perikardiale Flissigkeit, die ein besseres Gleiten des Herzens im Herzbeutel
ermdglicht (Aumiiller und Wurzinger 2010). Das Epikard stellt die duBlere Schicht der
dreiteiligen Herzwand dar. Es bedeckt das mehrschichtige Myokard, dass innen von einer
weiteren Schicht, dem Endokard ausgekleidet wird. Epikard und Endokard bestehen jeweils aus
einer Schicht epithelialer Zellen, die als Mesothel (Epikard) und Endothel (Endokard)
bezeichnet werden. Beide Schichten sind jeweils iiber einen bindegewebigen Raum, dem
subepi- und subendokardialen Raum, mit dem Myokard verbunden. Der subepikardiale Raum
beherbergt wichtige nicht kardiale Bestandteile, wie Stammzellen fiir Koronar- und
Lymphgefile sowie neuronale Elemente (Munoz-Chapuli et al. 2002; Minner und Ruiz-

Lozano 2007).



Die Rolle des Epikards wurde sowohl in der Kardiogenese als auch unter pathologischen
Bedingungen lange Zeit unterschitzt. In der embryonalen Entwicklung des Herzens ist das
Epikard essenziell fiir die regelrechte Entwicklung des Myokards (Munoz-Chapuli et al. 2002;
Smits et al. 2018). Im adulten gesunden Herzen ist das Epikard nahezu ruhend, nach MI kommt
es jedoch zu einer ,,Reaktivierung des Epikards (van Wijk et al. 2012; Bollini et al. 2014). Es
kommt zu einer Proliferation der Epikardzellen, und fetale epikardiale Gene werden exprimiert,
wie zum Beispiel Wilms-Tumor-Gen 1, T-Box-18 (Tbx18) und Retinaldehyd Dehydrogenase
2 (Raldh2) (Zhou et al. 2011; Masters und Riley 2014; van Wijk et al. 2012). Eine
Subpopulation der Epikardzellen durchléuft analog zur Embryonalentwicklung eine epithelial-
mesenchymale Transition (EMT), also eine Umwandlung von epithelialen zu mesenchymalen
Zellen (Zhou et al. 2011). Diese Zellen werden als vom Epikard-stammende Zellen
(epicardium-derived cells, EPDCs) bezeichnet. EPDCs sind durch Differenzierung in
verschiedene Zelltypen und durch die Sekretion parakriner Faktoren malgeblich an der
Regeneration des Myokards nach MI beteiligt (Zhou et al. 2011). In den folgenden Abschnitten
wird die Rolle des Epikards in der embryonalen Entwicklung und die Funktion des Epikards

im adulten Herzen nach MI genauer erldutert.

1.2.1 Embryonale Entwicklung des Herzens und Rolle des Epikards

In der embryonalen Entwicklung ist das Herz zunéchst eine einfache tubulédre Struktur, die aus
zwel Zelltypen besteht, dem primitiven Myokard und dem Endokard. Erst spdter entwickelt
sich das Epikard (His 1885; Kurkiewicz 1909), das zur regelrechten Entwicklung des
Myokards, der Klappen und des Erregungsleitungssystems notwendig ist. Neben parakrinen
Faktoren des Epikards tragt die heterogene Zellpopulation des Epikards wesentlich zur Bildung
des Bindegewebes und der Gefal3e einschlie8lich der Koronargefdfle bei (Munoz-Chapuli et al.
2002; Manner und Ruiz-Lozano 2007; Smits et al. 2018).

1.2.1.1 Das Proepikardium

Das Epikard bildet sich aus einem paarig angelegten Zellcluster (Mufioz-Chapuli et al. 1997),
dem Proepikardium (PE) (Viragh et al. 1993). Dieses blumenkohlartige Gewebe entsteht an der
perikardialen Wand des Septum transversum nahe dem Sinus venosus (Ho und Shimada 1978;
Viragh und Challice 1981; Komiyama et al. 1987) an der Basis des vendsen Pols des sich
entwickelnden Herzens (Ménner 1992). Das PE besteht zundchst aus mesothelialen

Zellvorspriingen rundlicher Zellen, die im Verlauf abflachen. Die Zellen bedecken die
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entstehenden fingerformigen Ausstiilpungen aus extrazellulirer Matrix, in der sich
Mesenchymzellen befinden (Ménner et al. 2001; Munoz-Chapuli et al. 2002; Viragh und
Challice 1981). Die proepikardialen Vorspriinge weisen eine hohe Teilungsrate auf (Kuhn und
Liebherr 1988). Im Mausembryo entwickeln sich die PE-Anlagen symmetrisch auf beiden
Seiten am Tag 8.5 post coitum (Sylva et al. 2014). Die beiden Anlagen wachsen beidseits
symmetrisch auf die embryonale Mittelline zu, wo sie sich zu einem einzigen PE am Tag 9.25
vereinigen (Ménner und Ruiz-Lozano 2007; Munoz-Chapuli et al. 2002; Sylva et al. 2014). Je
nach Spezies dominiert ein Ubertragungsweg der proepikardialen Zellen auf das Myokard

(Ménner und Ruiz-Lozano 2007), dazu gehoren:

- die Bildung einer sekundaren Gewebsbriicke zur dorsalen Ventrikelwand bei Vogeln

(Ménner 1992; Vrancken Peeters et al. 1995),

- die Freisetzung vesikulédrer oder solider Zellansammlungen des PE in die Perikardhdhle
(floating) bei Fischen und einigen Sédugetieren (Kuhn und Liebherr 1988; Muioz-
Chépuli et al. 1997; Komiyama et al. 1987),

- und die weniger relevante kontinuierliche Zellmigration entlang des Sinus venosus

(Ménner 1993).

Damit die proepikardialen Zellen am Myokard haften und sich als Epikardschicht ausbreiten,
ist die Interaktion des vaskuldren Adhésionsmolekiils-1 (vascular cell adhesion molecule,
VCAM-1) der myokardialen Zellen und dem 04f1-Integrin der epikardialen Zellen essenziell.
(Pérez-Pomares und La Pompa 2011). Wird die Expression von VCAM-1 oder 04p1-Integrin
unterdriickt, verhindert dies die regelrechte Ausbildung des Epikards und fiihrt zu einer
unzureichenden Myokardentwicklung (Kwee et al. 1995; Sengbusch et al. 2002).

1.2.1.2 EMT - Bildung von EPDCs

Am Tag 11.5-12.5 post coitum bei Mdusen bedeckt das Epikard vollstindig das Myokard
(Smits et al. 2018) und es entsteht ein subepikardialer Raum mit ungeordneter extrazelluldrer
Matrix zwischen der epithelialen Zellschicht und dem Myokard. Dieser subepikardiale Raum
weitet sich, und es kommt zu einer vermehrten Kollagenproduktion (Viragh und Challice 1981)
sowie zu einer lokalen Transformation epikardialer Mesothelzellen in Mesenchymzellen
(Pérez-Pomares et al. 1997; Perez-Pomares et al. 1998). Aus epikardialen Zellen, die eine EMT
durchlaufen, entstehen EPDCs, die in den subepikardialen Raum eindringen (Gittenberger-de

Groot et al. 1998). Ob prinzipiell alle Zellen des Epikards die Féhigkeit zur EMT besitzen oder
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lediglich eine Subpopulation ist bislang unklar. Da das Epikard eine heterogene Zellpopulation
darstellt, wird vermutet, dass lediglich eine Subpopulation zur EMT fahig ist (Pérez-Pomares

und La Pompa 2011; Katz et al. 2012; Gittenberger-de Groot et al. 2012).

In der heterogenen Zellpopulation des Epikards exprimieren die Zellen unterschiedliche
Transkriptionsfaktoren. Besonders stark werden die Transkriptionsfaktoren WT1 und Tbx18
exprimiert (Pérez-Pomares et al. 2002; Cai et al. 2008). In einigen Zellen werden die
Transkriptionsfaktoren Scleraxis und Semaphorin3D exprimiert, wobei deren Expression nur
zum Teil mit der Expression von WT1 und Tbx18 iibereinstimmt (Katz et al. 2012). Zudem
sind im Epikard GATAS-exprimierende Zellen (MacNeill et al. 2000) sowie CD45-positive

hdmatopoetische Zellen zu finden (Balmer et al. 2014).

Die Steuerung der EMT erfolgt liber verschiedene Wachstumsfaktoren, Transkriptionsfaktoren,
Botenstoffe und Adhésionsmolekiile. Myokard und Epikard beeinflussen die EMT, indem sie
Wachstumsfaktoren, wie transforming growth factor beta (TGF-B), vascular endothelial
growth factor (VEGF), fibroblast growth factor (FGF) und bone morphogenetic protein
freisetzen (Wessels und Pérez-Pomares 2004; Perez-Pomares et al. 1998). Unter den
verschiedenen Transkriptionsfaktoren, die an der Steuerung der EMT beteiligt sind, ist der
Transkriptionsfaktor WT1 besonders wichtig. Ein Verlust von WTI1 fithrt zu schweren
Defekten im Epikard und einem Ausbleiben der EMT. Es werden keine EPDCs gebildet, und
es kommt zu einer fehlerhaften Bildung der Koronargefdfle, einer eingeschrinkten
Myokardentwicklung und schlieflich zum Tod des Embryos (Moore et al. 1999; Martinez-
Estrada et al. 2010; Gise et al. 2011).

Uber welchen Mechanismus WT1 die EMT reguliert, wird kontrovers diskutiert (Pérez-
Pomares und La Pompa 2011). Eine WTI1-regulierte Snaill-Expression, die indirekt die
Expression von E-Cadherine reguliert (Martinez-Estrada et al. 2010), konnten Gise et al. (2011)
nicht bestitigen. Stattdessen fanden Gise et al. (2011), dass durch WT1 der epikardiale Wnt/p-
catenin Signalweg stimuliert wird, der fiir die epikardiale EMT notwendig ist. Des Weiteren
reguliert WT1 die epikardiale Expression der Raldh2 (Guadix et al. 2011). Der Verlust von
Raldh2 fiihrt zu dhnlichen Fehlern im kardialen Wachstum und in der Entwicklung von
Koronargefiaflen wie der Verlust von WT1 (Gise etal. 2011). Die Raldh2 katalysiert die Bildung
von Retinsdure, einem Botenstoff, der fiir die kardiale Entwicklung essenziell ist (Gise et al.
2011). Ein weiterer wichtiger Transkriptionsfaktor ist der transcription factor 21 (Tcf21), bei
dessen Verlust die Migration von Epikardzellen durch eine defekte EMT ausbleibt (Acharya et
al. 2012).



1.2.1.3 Differenzierung embryonaler EPDCs

Die durch EMT gebildeten EPDCs wandem teilweise in das sich entwickelnde Myokard ein
und tragen zur Bildung verschiedener Zellpopulationen bei (Dettman et al. 1998). Dabei gilt
die Differenzierung von EPDCs in interstitielle Fibroblasten, adventitielle Fibroblasten und
glatte Muskelzellen der Koronargefdle als wahrscheinlich (Mikawa und Gourdie 1996;
Dettman et al. 1998; Gittenberger-de Groot et al. 1998; Wessels und Pérez-Pomares 2004;
Smith et al. 2011). Eine Differenzierung in Endothelzellen und Kardiomyozyten wird hingegen
kontrovers diskutiert (Tian et al. 2015). Nachfolgend wird der aktuelle Forschungsstand zur
Differenzierung von EPDCs in Fibroblasten, glatte Muskelzellen, Endothelzellen und

Kardiomyozyten kurz beschrieben.

Verschiedene Lineage tracing-Studien unterstiitzen den Beitrag von EPDCs zur Population von
Fibroblasten und glatten Muskelzellen im sich entwickelnden Herzen (Tian et al. 2015). Unter
anderem differenzieren sich WT1-positive und Tbx18-positive EPDCs in Fibroblasten und
glatte Muskelzellen (Wessels et al. 2012; Zhou et al. 2008; Cai et al. 2008). Des Weiteren spielt
der Transkriptionsfaktor Tcf21, der durch Retinsdure reguliert wird, bei der Bildung kardialer
Fibroblasten eine wichtige Rolle (Braitsch et al. 2012). Eine Subpopulation von Epikardzellen
exprimiert Tcf21. Dieser Faktor scheint fiir die EMT epikardialer Zellen, welche die Zelllinie
der kardialen Fibroblasten einschlagen, essenziell zu sein (Acharya et al. 2012). Ein Mangel an
Tcf21 bewirkt eine verminderte Bildung von kardialen Fibroblasten und es kommt zu einer

verstirkten Bildung glatter Muskelzellen (Braitsch et al. 2012).

Neben Tcf21 wirkt sich die Signalvermittlung des platelet-derived growthfactor receptor alpha
(PDGFR-a) auf die Bildung von Fibroblasten aus. Der Verlust von PDGFR-a fiihrt zu einer
Unterbrechung in der Entwicklung kardialer Fibroblasten, wéhrend die Entwicklung koronarer

glatter Muskelzellen unbeeintrichtigt bleibt (Smith et al. 2011).

Wihrend der Beitrag von EPDCs zu Fibroblasten und glatten Muskelzellen in vielen Studien
gezeigt werden konnte (Mikawa und Gourdie 1996; Dettman et al. 1998; Gittenberger-de Groot
et al. 1998; Zhou et al. 2008), wird die Differenzierung von EPDCs in Endothelzellen
kontrovers diskutiert. Bei Kiiken zeigen verschiedene Studien, dass EPDCs zur Population der
Endothelzellen beitragen (Mikawa und Gourdie 1996; Manner 1999). Diese Versuche werden
jedoch kritisch diskutiert, da die Untersuchungen keine quantitative Aussage iiber den Beitrag
von (pro-) epikardialen Zellen zu vaskuldren Endothelzellen machen (Tian et al. 2015). Bei

Maiusen kann mittels WT1-basierten Lineage tracing-Studien hingegen nur ein geringer Beitrag
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von EPDCs zu Endothelzellen ausgemacht werden (Zhou et al. 2008; Grieskamp et al. 2011).
Die Aussagekraft der WT1-basierten Lineage tracing-Studien ist ebenfalls limitiert, da WT1
nicht nur in embryonalen epikardialen Zellen exprimiert wird, sondern auch auf den kardialen
Endothelzellen wihrend der Kardiogenese (Duim et al. 2015). Ein Beitrag von EPDCs zu
Endothelzellen kann daher nicht sicher bestitigt werden (Rudat und Kispert 2012).

Die Differenzierung von EPDCs in Kardiomyozyten wird kontrovers diskutiert. Tbx18-basierte
Lineage tracing- Studien zeigen, dass EPDCs in das Myokard einwandern und dort zu Bildung
von Kardiomyozyten beitragen (Cai et al. 2008). Diese Ergebnisse werden durch WT1 -basierte
Lineage tracing-Studien unterstiitzt. WT1-positive Epikardzellen, die von Homeobox protein
(Nkx2.5) und Insulin gene enhancer protein (Isl-1) - exprimierenden Progenitorzellen
abstammen, scheinen 7-10% der Kardiomyozyten im Ventrikel und 18% der Kardiomyozyten

in den Vorhofen zu bilden (Zhou et al. 2008).

Ein Problem der WT1-basierten Lineage tracing-Studien und Tbx18-basierten Lineage tracing-
Studie ist jedoch, dass diese Marker nicht nur exklusiv im Epikard exprimiert werden;
stattdessen sind sie zum Teil in Progenitorzellen des Myokards (im sekundiren Herzfeld) und
zu einem gewissen Grad im Myokard selbst zu finden (Christoffels et al. 2009). Daher scheinen
Tbx18- und WTl-basierte Lineage tracing-Studien nur bedingt geeignet zu sein, um das
,»Schicksal® von epikardialen Zellen zu verfolgen (Pérez-Pomares und La Pompa 2011; Rudat

und Kispert 2012).

1.2.2 Epikard im adulten Herzen

Im gesunden adulten Herzen befindet sich das einschichtige Epikard nahezu in einem ruhenden
Zustand (Smart et al. 2011). Bei Schidigung des Myokards durch Ischdmie kommt es zu einer
,Reaktivierung® des Epikards mit gesteigerter Proliferation (Braitsch et al. 2013; van Wijk et
al. 2012; Zhou et al. 2011). Das embryonale Programm des Epikards wird teilweise aktiviert,
bestimmte embryonale Gene werden verstirkt exprimiert, und EPDCs werden erneut gebildet
(Zhou et al. 2011; van Wijk et al. 2012; Duan et al. 2012). Diese adulten EPDCs kénnen in
verschiedene Zelltypen differenzieren und stellen damit eine wichtige Quelle ortsansassiger

Progenitorzellen dar (Bollini et al. 2014).

Im Folgenden werden die Aktivierung des Epikards, die Migration von EPDCs und die

Differenzierungsmdglichkeiten von EPDCs genauer erldutert.
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1.2.2.1 Bildung adulter EPDCs

Nach ischdmischer Schiddigung kommt es zu einer voriibergehenden Reaktivierung des sonst
ruhenden adulten Epikards. Durch Proliferation der Epikardzellen verdickt sich das Epikard
iiber dem gesamten Herzen, wobei die Infarktregion besonders betroffen ist (van Wijk et al.
2012; Zhou et al. 2011). Die Expansion des Epikards erreicht zusammen mit der Expression
embryonaler Gene (wie WT1, Tbx18, Raldh2, Tcf21) nach etwa fiinf bis sieben Tagen ihr
Maximum (Duan et al. 2012; Smart et al. 2011; van Wijk et al. 2012; Braitsch und Yutzey
2013) und innerhalb eines Monats verschwinden die embryonalen Marker wieder nahezu
vollstindig (Zhou et al. 2011). Insgesamt ist die Expression embryonaler Marker nach MI
deutlich geringer als wihrend der Embryonalentwicklung (van Wijk et al. 2012). Neben der
Proliferation der Epikardzellen und Expression embryonaler Marker weitet sich der
subepikardiale Raum, und es reichert sich dort extrazelluldre Matrix an (Braitsch et al. 2013).
Der subepikardiale Raum wird mit mesenchymalen Zellen besiedelt, die durch EMT aus
Epikardzellen hervorgehen und die als adulte EPDCs bezeichnet werden (van Wijk et al. 2012).
Wie in der Kardiogenese wird die EMT im adulten Epikard unter anderem WT1-abhingig tiber
den Wntl/B-catenin Signalweg reguliert und eingeleitet (Duan et al. 2012). Dabei kommt es
vermutlich durch reaktive Sauerstoffspezies zu einer Hochregulation der Wnt-Expression im
Epikard und in den Fibroblasten der Infarktregion (Duan et al. 2012). Zusétzlich kommt es zu
einer Hypoxie-bedingten Hochregulation von HIF-la, wodurch vermehrt proangiogene
Faktoren gebildet werden, welche die EMT epikardialer Zellen unterstiitzen (Blom und Feng
2018). Die durch EMT gebildeten adulten EPDCs sind eine heterogene Zellgruppe, die kardiale
Progenitor- und mesenchymale Stammzell-Marker (ckit, Sca-1, CD44, CD90) exprimieren
(Limana et al. 2010; Bollini et al. 2014). Trotz der Aktivierung eines embryonalen Programms
erreichen adulte EPDCs keinen vollstindigen embryonalen Phéanotyp (Bollini et al. 2014), und
es wird kein kardiogenes Programm mit ausreichender kardialer Regeneration initiiert (Smart

etal. 2011).

1.2.2.2 Migration adulter EPDCs

Die Migration adulter EPDCs ins Myokard wird kontrovers diskutiert. So koénnen
beispielsweise Zhou et al. (2011) mit einer WT1-basierten Lineage tracing-Studie keine
Migration adulter EPDCs in das Myokard detektieren. Weitere Studien konnen die Migration
adulter EPDCs ebenfalls nicht sicher beweisen (Gise und Pu 2012; Duan et al. 2012; Zangi et
al. 2013).
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In einer anderen WT]1-basierten Lineage tracing-Studie hingegen kann nach Infarkt die
Migration fluoreszenmarkierte Zellen des Epikards in das darunter liegende Myokard
beobachtet werden (Smart et al. 2011). Andere Methoden, wie die lentivirale Fluoreszenz-
Markierung epikardialer Zellen, zeigen ebenfalls, dass nach MI gebildete EPDCs in die
Grenzzone des Infarkts einwandern (Gittenberger-De Groot et al. 2010; Limana et al. 2007).
Das methodische Vorgehen dieser Untersuchungen wird jedoch kritisch gesehen (Gise und Pu
2012). Zangi et al. (2013) konnten erst durch Behandlung des Epikards mit modifizierter RNA
des VEGF-A eine Mobilisierung und Migration von EPDCs ins Myokard beobachten.

Insgesamt scheint eine geringe Migration epikardialer Zellen ins Myokard als Bestandteil der
"Reaktivierung" des Epikards im adulten Herzen nach einem MI wahrscheinlich zu sein (Smits
et al. 2018). Die widerspriichlichen Ergebnisse zur Migration adulter EPDCs lassen sich zum

Teil methodisch erklaren (Smits et al. 2018).

1.2.2.3 Differenzierung adulter EPDCs

Vergleichbar zur Embryonalentwicklung tragen adulte EPDCs durch Differenzierung zur
Bildung verschiedener Zelltypen bei. Eine Vielzahl von Studien zeigt, dass adulte EPDCs sich
nach MI in Fibroblasten, Myofibroblasten und glatte Muskelzellen differenzieren (Zhou et al.
2011; van Wijk et al. 2012; Duan et al. 2012).

Der Beitrag von adulten EPDCs zu neuen Kardiomyozyten ist bislang nicht eindeutig geklért.
Finige Studien geben Hinweise darauf, dass EPDCs neben Fibroblasten und glatte
Muskelzellen auch Endothelzellen und spiter Kardiomyozyten bilden (van Wijk et al. 2012;
Limana et al. 2007; Smart et al. 2011; Zangi et al. 2013). Eine WT1-basierte Lineage tracing-
Studie zeigt, dass markierte WT1-positive Zellen des Epikards friihe Kardiomyozyten-Marker,
wie Isl-1 und das Nkx2.5, exprimieren und ins Myokard einwandern (Smart et al. 2011). Die
Zellen zeigen eine Koexpression von sarcomeric a-actinin (SaA) und kardialem Troponin und
dhneln morphologisch reifen Kardiomyozyten (Smart et al. 2011). Eine weitere WT1 -basierte
Lineage tracing-Studie suggeriert ebenfalls, dass nach MI in der Infarktzone gebildete
Kardiomyozyten von Epikardzellen abstammen; dabei wird ein anderer Ursprung der

Kardiomyozyten in der Studie jedoch nicht ausgeschlossen (van Wijk et al. 2012).

Im Gegensatz dazu konnten andere WTI-basierte Lineage tracing-Studien keine
Differenzierung von EPDCs in Kardiomyozyten oder Endothelzellen feststellen (Zhou et al.

2011; Gise und Pu 2012). Des Weiteren kann eine Co-Expression der kardialen Markergene
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troponin T2, cardiac type (TNNT2) und actinin alpha 2 (ACTN2) nicht beobachtet werden,
weshalb Zhou et al. (2011) einen Beitrag von EPDCs zu neuen Kardiomyozyten fiir

unwahrscheinlich halten.

Die verschiedenen Ergebnisse zur Differenzierung der EPDCs lassen sich durch die
unterschiedlichen Untersuchungsmethoden erkléren. So kann bei Lineage tracing-Studien mit
konstitutiv genetisch markiertem WT1 (WTI1Cre) die Detektion von WTI-positiven
Kardiomyozyten keine genaue Aussage liber die Herkunft dieser Zellen liefern (van Wijk et al.
2012). Neben einer Abstammung von WT1-positiven Epikardzellen ist ein Ursprung aus WT1 -
positiven Stammzellen, die schon frith WT1 exprimieren und im Herzen verbleiben, moglich.
Des Weiteren konnen WTl1-positive Kardiomyozyten aus einer Fusion von bereits
existierenden Kardiomyozyten mit WT1-positiven Mesenchymzellen entstehen (van Wijk et al.
2012). Die Methode der lentiviralen Markierung, die eine Bildung von Kardiomyozyten aus
Epikardzellen nachweist (Limana et al. 2010), wird kritisiert, da hierbei eine ungewollte

Markierung von Kardiomyozyten nicht ausgeschlossen wurde (Gise und Pu 2012).

Die Studienlage zur Differenzierung von adulten EPDCs in Kardiomyozyten ist nicht eindeutig.
Die Fahigkeit adulter EPDCs in Kardiomyozyten zu differenzieren, scheint fiir die Bildung
neuer Kardiomyozyten nicht relevant zu sein (Smits et al. 2018). Die Bildung neuer
Kardiomyozyten reicht nicht aus, um die untergegangenen Kardiomyozyten zu ersetzten (Smart

etal. 2011; Zangi et al. 2013).

Die Differenzierung von EPDCs in Endothelzellen ist ebenfalls nicht abschlieBend geklért. Es
konnten einerseits WT1-positive Zellen, die ebenfalls CD31 exprimieren, als Endothelzellen
identifiziert werden (van Wijk et al. 2012). Andererseits ist der Ursprung WT1 -exprimierender
CD31-positiver Zellen nicht eindeutig, da es nach MI auf CD31-positiven Endothelzellen zu
einer Re-Expression von WT1 kommen kann. Eine Differenzierung von WTI1-positiven
Epikardzellen in Endothelzellen bleibt im erwachsenen Herzen daher fraglich (Duim et al.

2015).

1.2.24 Sekretion parakriner Faktoren durch EPDCs

Neben der Differenzierung von EPDCs in verschiedenen Zelltypen hat die Sekretion parakriner
Faktoren durch EPDCs nach MI einen groBen Einfluss auf die kardiale Wundheilung und
Regeneration (Zhou et al. 2011). EPDCs sezernieren eine Vielzahl von pro-angiogenen

Faktoren, wie VEGF-A, FGF2, PDGF und Interleukin (IL)-6. Dabei scheinen vor allem FGF2
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und VEGF-A zusammen mit weiteren Faktoren das Wachstum von Endothelzellen zu
stimulieren und das Uberleben und Wachsen von Koronargefien nach MI zu verbessern (Zhou
et al. 2011). Die frithe Gabe von EPDC-konditioniertem Medium bei MI reduziert signifikant
die InfarktgroBe und verbessert die Herzfunktion. Eine spate Gabe des EPDC-konditioniertem
Medium (9 Tage nach MI) reduziert zwar ebenfalls das ,,adverse Remodelling®, sie flihrt aber

nicht zu einer Verbesserung der kardialen Funktion (Zhou et al. 2011).

Das Zytokin IL-6 besitzt neben pro-angiogenen Eigenschaften vor allem pro-inflammatorische
Funktionen (Fontes et al. 2015; Feng et al. 2022). Dadurch tragt IL-6 nach MI zu einer
anhaltenden Inflammation und Entstehung einer myokardialen Fibrose bei (Feng et al. 2022).
Zwar werden auch anti-inflammatorische Effekte des pleiotroben Zytokins beobachtet
(Frangogiannis 2014), die pro-inflammatorische Wirkung nach MI scheint jedoch zu
iberwiegen (Libby 2021). Weitere Mitglieder der IL-6-Zytokin-Familie, wie IL-11 und IL-12,
spielen bei der Heilung nach MI ebenfalls eine wichtige Rolle. IL-11 besitzt neben pro-
inflammatorischen Effekten durch Steigerung der Myofibroblastenproliferation und ECM-
Produktion eine starke pro-fibrotische Wirkung und begiinstigt die Entstehung einer Fibrose
(Schafer et al. 2017; Corden et al. 2020). Eine Unterdriickung des pro-inflammatorischen IL-
12 mittels genetischen Knockout geht mit einer reduzierten kardialen Schidigung nach MI

einher (Kan et al. 2016).

In vitro verbessert die Co-Kultivierung von Kardiomyozyten mit EPDCs die Proliferation und
Zellreifung der Kardiomyozyten (Weeke-Klimp et al. 2010). Auf8erdem steigern transplantierte
EPDCs die kardiale Funktion des ischdmischen Myokards und verhindern ein adverses
Remodelling (Winter et al. 2007). Neben pro-angiogenen Faktoren sezernieren EPDCs das pro-
fibrotische Protein TNC (Hesse et al. 2017). EPDCs sind daher vermutlich an der
Inflammationsreaktion, der Bildung von Granulationsgewebe und der Neovaskularisierung
nach Infarkt beteiligt (Frangogiannis 2008; Zhou et al. 2011; Hesse et al. 2017). Insgesamt
scheinen EPDCs durch die Sekretion parakriner Faktoren einen wichtigen Beitrag zur kardialen

Wundheilung nach MI zu leisten (Zhou et al. 2011).

1.3 Tenascin-C

TNC gehdrt zu den matrizelluldren Proteinen, die wichtige Komponenten der extrazelluldren
Matrix darstellen (Sage und Bornstein 1991; Bornstein 1995). Zusammen mit weiteren
Komponenten der ECM, wie zum Beispiel Wachstumsfaktoren, Zytokinen und Proteasen,

steuern matrizelluldre Proteine zelluldre Funktionen (Bornstein und Sage 2002). Unter anderem
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regulieren sie die Beweglichkeit, die Proliferation, die Differenzierung und die Apoptose von
Zellen (Bornstein und Sage 2002). Im Gegensatz zu vielen Matrixproteinen weisen die
makromolekularen Glykoproteine Thrombospondin-1, secreted protein acidic and rich in
cysteine (SPARC) und TNC, eine de-adhésive Funktion auf (Murphy-Ullrich 2001). Die
dynamische Expression matrizelluldrer Proteine spielt in der Embryonalentwicklung (Sage und
Bornstein 1991) sowie nach Gewebeschddigung und in der Onkogenese eine Rolle (Bornstein

und Sage 2002).

In der Embryonalentwicklung ist die dynamische TNC-Expression vor allem an Orten der EMT
(Ekblom und Aufderheide 1989) sowie bei starker Migration und Proliferation sehr hoch
(Nikolaos G. Frangiogiannis 2012; Huang et al. 2001). Im adulten Gewebe verschwindet TNC
nahezu komplett. Es wird jedoch bei Gewebeschidigung, Wundheilung und Onkogenese erneut
exprimiert (Huang et al. 2001; Jones und Jones 2000). Die Bildung wird unter anderem durch
mechanischen Stress und durch verschiedene Wachstumsfaktoren, wie PDGF, FGF2 und TGF-
B, stimuliert. Im adulten Gewebe ist TNC an der Modulation der Zellmigration und Proliferation
beteiligt, wobei es je nach Kontext und Zelltyp eine unterschiedliche Wirkung entfaltet. So
scheint TNC beispielsweise bei Immunzellen die Migration von Lymphozyten in vitro zu
unterstiitzen, wahrend die Migration von Monozyten gehemmt wird. Ebenso zeigt TNC einen
fordernden Effekt auf die Migration von Fibroblasten, wohingegen es einen hemmenden Effekt
auf ihre Proliferation ausiibt (Nikolaos G. Frangiogiannis 2012). Tenascin-C stimuliert die
Proliferation von Endothelzellen und glatten Muskelzellen, indem es Wachstumsfaktor-

abhdngige Reaktionen unterstiitzt (Nikolaos G. Frangiogiannis 2012).

1.3.1 Struktur von TNC

TNC ist ein oligomeres Glykoprotein, das sechs Polypeptide mit einem Molekulargewicht
zwischen 180-300 kDa beinhaltet (Jones und Jones 2000). Dabei besteht ein Polypeptid jeweils
am N-Terminus aus Heptad-Wiederholungen, gefolgt von EGF-like Wiederholungen und
verschiedenen Fibronektin-III-Wiederholungen sowie einer rundlichen Fibrinogen-like Region
am C-Terminus (Sage und Bornstein 1991; Jones und Jones 2000). Die Cysteinreste am N-
Terminus der Polypeptide lagern sich zusammen (Jones und Jones 2000), wodurch eine

sechsarmige Struktur entsteht (Ekblom und Aufderheide 1989).
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1.3.2 TNC im Herzen

Bei der Kardiogenese steht die Expression von TNC im rdumlich-zeitlichen Zusammenhang
mit der Migration von Zellen und der EMT von Zellen (Imanaka-Yoshida etal. 2003; Imanaka-
Yoshida 2012). Tenascin-C wird unter anderem im proepikardialen Organ, einer
blumenkohlartigen Vorstiilpung des Septum Transversum, exprimiert, aus dem sich spéater das
Epikard bildet. Des Weiteren tritt TNC bei der Bildung der Koronargefil3e auf, und es scheint
bei der Differenzierung von Kardiomyozyten eine Rolle zu spielen (Imanaka-Yoshida 2012).
Obwohl TNC an der Entwicklung des Herzens beteiligt ist, fiihrt ein Knockout von TNC nicht
zu einer abnormalen Herzentwicklung (Imanaka-Yoshida et al. 2003; Nikolaos G.

Frangiogiannis 2012).

Nach MI kommt es bei Sdugern im Herzen zu dynamischen Verdnderungen der extrazelluldren
Matrix, wie der Hochregulation von matrizelluliren Proteinen (z.B. TNC), die sonst im
gesunden adulten Herzen nicht priasent sind (Prabhu und Frangogiannis 2016). Die
Zusammensetzung der ECM nach Herzinfarkt ist fiir den Heilungsprozess enorm wichtig
(Nikolaos G. Frangiogiannis 2012). Die ECM dient dabei als Gertist fiir migrierende und
proliferierende Zellen und ist fiir die Bildung des Granulationsgewebes wichtig (Willems et al.
1996; Cleutjens 1999). Durch die dynamischen Verdanderungen in der extrazelluliren Matrix
werden die zelluldre Aktivitit und der Phianotyp der Zellen gesteuert (Prabhu und Frangogiannis

2016; Nikolaos G. Frangiogiannis 2012).

Das matrizelluldare Protein TNC wird nach MI wéhrend der Inflammationsreaktion und der
Bildung des Granulationsgewebes exprimiert (Imanaka-Yoshida 2012). Zunichst kann TNC in
der Grenzzone nachgewiesen werden. Zwei bis drei Wochen spiter ist es in der Infarktzone zu
finden, wo es iiberlebende Kardiomyozyten umgibt (Willems et al. 1996). Die Hauptquelle fiir
TNC sind interstitielle Fibroblasten (Imanaka-Yoshida et al. 2001). Zusétzlich wird TNC von
EPDCs an der Herzoberfldche gebildet und Ausldufer von TNC sind bis ins Myokard in der
Grenzzone zum Infarktgebiet zu finden (Ding et al. 2018). Uber autokrine und parakrine
Mechanismen unterstiitzt TNC die Migration der Fibroblasten ins geschadigte Gewebe und
fordert ihre Differenzierung in Myofibroblasten (Imanaka-Yoshida et al. 2001; Tamaoki et al.
2005). Des Weiteren unterstiitzt TNC in vitro die Migration von EPDCs und daher liegt die
Vermutung nahe, dass EPDCs in vivo entlang von TNC zur Infarktzone wandern konnen (Hesse

etal. 2017).

Interessanterweise spielt TNC bei der kardialen Regeneration des Zebrafisches eine wichtige

Rolle (Chablais und Jazwinska 2012). Anders als bei Sdugetieren ist der Zebrafisch in der Lage,
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das Myokard nach Schéidigung nahezu vollstindig zu regenerieren (Poss et al. 2002). In der
regenerativen Phase der kardialen Wundheilung des Zebrafisches spielt die Ablagerung
bestimmter ECM-Komponenten, wie TNC eine wichtige Rolle. Eine Unterdriickung der TNC-
Bildung fiihrt zu einer Abschwichung der Migration von Kardiomyozyten ins infarzierte
Gewebe und vermindert die kardiale Regeneration des Zebrafisches (Chablais und Jazwinska

2012).

Im Gegensatz dazu flihrt eine Unterdriickung der TNC-Bildung bei Méusen nicht zu einer
Verschlechterung der Wundheilung oder der Uberlebensrate nach Infarkt (Nikolaos G.
Frangiogiannis 2012). Vielmehr zeigt sich in TNC-defizienten Méusen nach Infarkt eine
geringere interstitielle Fibrose, eine geringe Wandsteifheit und ein niedrigerer enddiastolischer
Druck (Nikolaos G. Frangiogiannis 2012). Vergleichbar zu den Ergebnissen bei Médusen zeigen
Menschen mit erhohtem TNC-Serumlevel nach Infarkt ein hoheres Auftreten eines
maladaptiven kardialen Umbaus und eine schlechtere Prognose (Sato etal. 2012). Es wird daher
vermutet, dass TNC einen negativen Einfluss auf das ventrikuldre Remodelling bei Maus und
Mensch hat und zu einer vermehrten Fibrose und zur HI fiihrt (Nishioka et al. 2010). Neben
negativen Auswirkungen von TNC auf das Remodelling des Ventrikels hat TNC jedoch
zundchst unterstiitzende Effekte auf die frithzeitige Reparatur. Es stimuliert die Bildung und
Einwanderung von Myofibroblasten sowie die Angiogenese und die Produktion von
extrazellulirer Matrix (Nikolaos G. Frangiogiannis 2012; Tamaoki et al. 2005; Imanaka-
Yoshida et al. 2001). Dennoch scheinen die positiven Effekte durch das geringere kardiale
Remodelling bei einem Knockout von TNC bei Méusen zu iiberwiegen (Imanaka-Yoshida

2012).

1.4 Purine und purinerge Signalwege

Nukleotide und Nukleoside sind wichtige Bestandteile der DNA und RNA einer Zelle. In Form
von Adenosintriphosphat (ATP) oder Guanosintriphosphat (GTP) stellen Nukleotide wichtige
Energielieferanten fiir Stoffwechselvorginge dar. Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid (NAD+)
ist als Coenzym und UDP-Glukose als Nukleotidderivat an verschiedenen Biosynthesen
innerhalb der Zelle beteiligt (Horn et al. 2009). Das Nukleotid cyclic adenosine monophosphate
(cAMP) ist als second messenger flr die intrazelluldre Signaltransduktion unentbehrlich (Hom
et al. 2009). Nukleoside und Nukleotide spielen jedoch nicht nur bei intrazelluldren
Stoffwechselvorgdngen eine wichtige Rolle, sondern wirken als wichtige extrazelluldre

Signalmolekiile (Ralevic und Burnstock 1998). So ist ATP neben seiner bekannten Rolle als
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Energielieferant ein wichtiger non-adrenerger und non-cholinerger Neurotransmitter
(Burnstock 1972; Abbracchio und Burnstock 1998). Das Nukleosid Adenosin hat bekannte
negativ chronotrope, negativ inotrope und negativ dromotrope Effekte auf das Herz und eine
vasodilatative Wirkung auf die Gefde (Drury und Szent-Gyorgyi 1929; Sparks und
Bardenheuer 1986). Durch die nahezu ubiquitdre Freisetzung von Nukleotiden und
Nukleosiden werden Reaktionen auf Nukleotide und Nukleoside im ZNS und allen peripheren
Geweben beobachtet (Lazarowski 2012; Abbracchio und Burnstock 1998; Ralevic und
Burnstock 1998). Nukleotide und Nukleoside steuern wichtige und vielfiltige physiologische
Prozesse, wie die Entwicklung, die Proliferation und Differenzierung von Zellen, die
Neurotransmission, Hormon- und Zytokin-Sekretion, Plattchen-Aggregation,
Schmerzmodulation, Kontraktion glatter Muskulatur, kardiale Funktionen und Immun- und
Inflammationsreaktionen (Abbracchio und Burnstock 1998; Ralevic und Burnstock 1998).
Diese vielfdltigen Effekte werden iiber bestimmte Oberflichenrezeptoren, die sog.
Purinozeptoren, vermittelt (Burnstock 1978). Bislang sind drei Subklassen von Nukleosid- und
Nukleotid-Rezeptoren, die Adenosinrezeptoren (P1), die ionotropen P2X- und die
metabotropen P2Y-Nukleotid-Rezeptoren, bekannt (Burnstock 2011). Neben der nahezu
ubiquitiren Expression von Purinozeptoren (Humphrey et al. 1995; Gessi et al. 2011; Kiigelgen
und Hoffmann 2016) zeigen nahezu alle Zell- und Gewebetypen eine regulierte Freisetzung
von Nukleotiden und Nukleosiden (Lazarowski 2012). Durch ubiquitir vorkommende
Ektoenzyme erfolgt eine schnelle Degradierung von Nukleotiden zu Adenosin, das durch
Membrantransporter wieder in die Zelle aufgenommen werden kann (Fredholm et al. 1994;
Zimmermann 2000). Die Expression von Ektoenzymen auf fast allen Zellen unterstreicht die

Wichtigkeit der extrazelluldren purinergen Signalwege (Lazarowski et al. 2003).

1.4.1 Freisetzung von Adenosin und ATP

Unter physiologischen Bedingungen liegt der Adenosin-Spiegel in Zellen und
Gewebsfliissigkeiten bei geringen Konzentrationen zwischen 20 - 300 nM (Fredholm 2010).
Durch aquilibrierende Transporter wird intrazelluldres Adenosin aus der Zelle transportiert
(Fredholm 2007) oder extrazellulares Adenosin schnell in die Zellen aufgenommen (Hasko et
al. 2008). Extrazelluldres Adenosin entsteht {iberwiegend aus dem Abbau von Nukleotiden
durch eine Kaskade von membranstindigen Ektoenzymen (Kap. 1.4.2) (Zimmermann 2000;
Haské et al. 2008). Die Bildung von Adenosin steigt durch physiologische Stimuli,
metabolische Verinderungen und Gewebeschddigungen (Headrick et al. 2013). Unter
pathologischen Bedingungen und Zellstress, wie beispielsweise Ischdmie bzw. Hypoxie, steigt
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die intrazelluldre Adenosin-Konzentration durch ein Ungleichgewicht von Sauerstoffangebot
und Sauerstoffbedarfan (Deussen und Schrader 1991; Fredholm 2010; Gessi etal. 2011). Dabei
entsteht Adenosin zum einen durch den gesteigerten intrazellularen Metabolismus von ATP
und S-Adenosyl-Homozystein, zum anderen kann Adenosin durch die hypoxiebedingte
Hemmung der Adenosin-Kinase nicht zu AMP rephosphoryliert werden (Sparks und
Bardenheuer 1986; Hasko 2004; McIntosh und Lasley 2012). Das vermehrt intrazellulér
gebildete Adenosin wird durch &quilibrierende Transporter in den extrazelluliren Raum
transportiert (Hasko et al. 2008). Uber seine verschiedenen Rezeptoren auf der Zelloberfliche
entfaltet Adenosin eine zytoprotektive Wirkung (Mubagwa und Flameng 2001) und kann
beispielsweise die Schdden durch Ischdmie/Reperfusion (I/R) im Herzen begrenzen (Headrick

und Lasley 2009).

Im Gegensatz zu physiologischen Adenosin-Konzentrationen ist die intrazelluldire ATP-
Konzentration mit 1 — 10 mM sehr hoch, und es besteht ein Gradient zur ATP-Konzentration
im extrazelluliren Raum. Hier liegt die ATP-Konzentration bei nur 1 — 10 nM unter
physiologischen Bedingungen (Lazarowski et al. 2003; Vitiello et al. 2012). Nahezu alle Zell-
und Gewebetypen zeigen eine regulierte Freisetzung von ATP, welche meist von der
Freisetzung von Uridinnukleotiden begleitet wird (Lazarowski 2012). Es werden verschiedene
Mechanismen der ATP-Freisetzung diskutiert. In exo- und endokrinen Geweben wird ATP
zusammen mit weiteren Neurotransmittern, Hormonen und extrazelluliren Mediatoren in
Vesikeln gespeichert (Yegutkin 2008; Lazarowski 2012). Die regulierte Exozytose der
Nukleotid-beladenen Vesikel erfolgt Ca’-abhéngig (Zimmermann 1996). Neben der
Freisetzung liber exozytotische Vesikel in spezialisierten Geweben erfolgt in vielen nicht
exzitatorischen Zellen, wie Epithelzellen, Endothelzellen, glatten Muskelzellen, Fibroblasten,
Lymphozyten, Monozyten, etc. eine vesikelunabhéngige Freisetzung von ATP direkt aus dem
Zytoplasma (Zimmermann 1996; Lazarowski et al. 2003; Lazarowski 2012). Daran sind
Connexin- und Pannexin-Hemikandle und moglicherweise ATP-leitende Maxi-Anionen
Kanile beteiligt (Fredholm 2007; Lazarowski 2012). ATP wird sowohl von ruhenden Zellen
(Lazarowski et al. 2003) als auch voriibergehend durch mechanische Stimulation, Scherstress,
hypotonische Schwellung, Hypoxie, Dehnung, hydrostatischen Druck, aber auch als Reaktion
auf Bradykinine, Serotonin oder Ca”>*-mobilisierende pharmakologische Stimulation freigesetzt

(Yegutkin 2008; Lazarowski et al. 2003).

Des Weiteren kommt es durch apoptotische Zellen zu einer vermehrte ATP-Freisetzung (Elliott
etal. 2009). Bei Membranldsionen und Zellnekrose kommt es durch den Unterschied von hohen

intrazelluliren Nukleotid-Konzentrationen im Vergleich zu niedrigeren extrazelluldren
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Konzentrationen zu einer massiven Freisetzung von Nukleotiden (Fredholm 2007; Eltzschig
und Eckle 2011). Eine enorme Freisetzung von Nukleosiden und Nukleotiden tritt
beispielsweise unter pathologischen Bedingungen wie Trauma, Ischdmie und Sepsis auf (Bours

et al. 20006).

1.4.2 Ektoenzyme — extrazellulirer Purinstoffwechsel

Die ubiquitdr vorkommenden membranstindigen Ektoenzyme sind von zentraler Bedeutung
fiir den extrazelluldren Purinstoffwechsels. Sie zeigen mit ihrer katalytischen Seite nach auflen
und limitieren durch schnelle Degradierung die Aktivitdit und Wirkung extrazelluldrer
Nukleotide und Nukleoside (Zimmermann 1996; Zimmermann 2000; Yegutkin 2008). Zu den
Ekto-Nukleotidasen, die den Nukleotid-Abbau katalysieren, gehort die Familie der Ekto-
Nukleosid-Triphosphat-Diphosphohydrolasen, die Familie der Ekto-Nukleotid
Pyrophosphatase/Phosphodiesterasen, sowie die ekto-5'-Nukleotidase und die Alkalische
Phosphatase (Bours et al. 2006; Zimmermann 2000). Extrazellular gebildetes Adenosin wird
entweder iiber Transporter in die Zellen transportiert oder wird direkt auf der Zelloberflache

von der Ekto-Adenosin-Desaminase zu Inosin umgewandelt (Yegutkin 2008).

1.4.3 Adenosin-Rezeptoren (P1-Rezeptoren)

Extrazelluldres Adenosin kann an sogenannte P1-Rezeptoren binden. Es werden vier Subtypen
der Adenosin-Rezeptoren unterschieden: A1, A2a, A2b und A3 (Ralevic und Burnstock 1998).
Die Subtypen bestehen jeweils aus 7 Transmembran-Dominen und sind an G-Proteine
gekoppelt, welche die Aktivitit der Adenylatcyclase modulieren (Ralevic und Burnstock 1998;
Chen und Bache 2003).

Die Al- und A3-Rezeptoren sind an Gij,-Proteine gekoppelt, welche die Adenylatcyclase
inhibieren. Dadurch kommt es zu einer verringerten Bildung des intrazelluldren Signalmolekiils
cAMP (van Calker et al. 1979). Uber die Al-Rezeptoren vermittelt Adenosin im
kardiovaskuldren System seine negativ chronotrope, negativ inotrope und negativ dromotrope
Wirkung (Boros et al. 2015; Fredholm et al. 2001b; Gessi et al. 2011). Am Herzen scheint der
Al-Rezeptor eine kardioprotektive Wirkung bei myokardialer Ischdmie zu besitzen (Headrick

und Lasley 2009).

Der A3-Rezeptor wird im Herzen nur gering exprimiert (Jacobson und Gao 2006), wobei eine
Aktivierung bei Ischdmie scheinbar gegensitzlich zu den protektiven Effekten des Al-

Rezeptors wirkt (Lu et al. 2008). Eine besonders hohe Expression des A3-Rezeptors zeigt sich
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auf aktivierten neutrophilen Granulozyten; hier fordert er die Chemotaxis (Fredholm et al.
2011). Adenosin spielt eine wichtige Rolle bei der Migration, wobei je nach Zelltyp und

Rezeptor eine unterschiedliche Wirkung vermittelt wird (Corriden und Insel 2012).

1.4.3.1 A2A-Rezeptor Subtyp

Die A2-Rezeptoren werden in vielen Geweben exprimiert und sind vor allem im lymphatischen
und kardialen Gewebe stark vertreten (Thiel et al. 2003; Fredholm et al. 2011). Der A2A-
Rezeptor ist generell Gs-Protein- bzw. im Gehirn Goir-Protein-gekoppelt und bewirkt bei
Aktivierung eine Zunahme von cAMP (Fredholm et al. 2001b). A2A-Rezeptoren spielen durch
die hohe Expression im lymphatischen Gewebe eine wichtige Rolle bei der Inflammation,
zudem werden sie bei Hypoxie aktiviert und vermehrt exprimiert, weshalb sie wichtig fiir die
Gewebeerhaltung bei Ischdmie sind (Daval et al. 1996; Ahmad et al. 2009; Boros et al. 2015).
Weitere Effekte, die durch die A2A-Rezeptoren gesteuert werden, sind die Vasodilatation, die
Renin-Sekretion, die Hemmung der Plittchen-Aggregation, die Angiogenese, die
Wundheilung, die verminderte Adhédsion von Immunzellen an Endothelzellen, die Inhibierung
von Immunzellen sowie die verminderte Freisetzung pro-inflammatorischer Zytokine und

Chemokine (Vinten-Johansen et al. 1999; Khoa etal. 2001; Gessi etal. 2011; Boros etal. 2015).

Vergleichbar mit dem A1-Rezeptor vermittelt der A2A-Rezeptor eine protektive Wirkung auf
das kardiovaskuldre System (Gessi et al. 2011). Die intrakoronare Gabe von A2-Agonisten bei
kardialer Ischdmie und Reperfusion fiihrt zu einer reduzierten InfarktgroBe und zu einem
besseren Schlagvolumen (Lasley et al. 2001), da tiber die Aktivierung des A2A -Rezeptors eine
Stabilisierung der Mitochondrien und eine Verringerung der Apoptose erfolgt (Ke et al. 2015).
Zudem inhibiert Adenosin iiber den A2A-Rezeptor die Adhdsion und Funktion von
neutrophilen Granulozyten (Cronstein et al. 1990), wodurch die inflammationsdhnliche
Komponente der Reperfusionsschidigung begrenzt wird (Vinten-Johansen et al. 1999). Die
enorme Bedeutung des A2A-Rezeptors bei der Inflammationsreaktion wund der
Gewebeschadigung wird dadurch klar, dass bei A2A-Rezeptor Knockout-Mausen bereits
geringe inflammatorische Stimuli und Gewebeschidden zum Tod fithren (Ohta und Sitkovsky
2001). Trotz seiner iiberwiegend anti-inflammatorischen Effekte ist die Wirkungsweise des
Rezeptors komplexer (Gessi et al. 2011). Es konnte gezeigt werden, dass die Gabe des A2A-
Rezeptor-Agonisten (CGS 21680) den Aktivierungs-induzierten Zelltod von CD4+ T-Zellen
verhindert, wodurch es zu einer Verlingerung der Immunantwort kommen kann (Himer et al.

2010). Des Weiteren spielt der A2 A-Rezeptor eine wichtige Rolle bei der Migration von Zellen,
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wobei die vermittelte Wirkung je nach Zelltyp unterschiedlich ist (Corriden und Insel 2012).
So vermindert die Aktivierung des A2A-Rezeptors die Adhdsion von Immunzellen an
Endothelzellen (Vinten-Johansen et al. 1999) und hemmt beispielsweise die transuroepitheliale
Migration von neutrophilen Granulozyten (Séve et al. 2011). Ebenso bewirkt Adenosin iiber
den A2A-Rezeptor bei Makrophagen eine Hemmung der Chemokin-Rezeptor-7-vermittelten
Migration (Williams und Cronstein 2012) und in hepatischen Sternzellen hemmt Adenosin iiber
den A2A-Rezeptor die Chemotaxis (Hashmi et al. 2007). Eine Aktivierung des A2A-Rezeptors
auf Endothelzellen fordert hingegen liber die cAMP-abhéingige PKA-Aktivierung die Migration
der Zellen (Allen-Gipson et al. 2007). Neben Effekten auf die Zellmigration beeinflusst
Adenosin iiber den A2A-Rezeptor die Zellproliferation. Bei humanen Lungenendothelzellen
fiihrt die Aktivierung des A2A-Rezeptors zu einer Zunahme der Proliferation (Ahmad et al.
2009), wéhrend bei kardialen Fibroblasten eine Hemmung der Proliferation beobachtet wird
(Chen et al. 2004). Die Wirkung von Adenosin iiber den A2A-Rezeptor auf die Proliferation
scheint Zelltyp-abhingig zu sein (Fernandez-Gallardo et al. 2016).

1.4.3.2 A2B-Rezeptor Subtyp

Anders als der A2A-Rezeptor ist der A2B-Rezeptor nicht nur Gs-Protein-gekoppelt, sondern
auch Gg-Protein-gekoppelt und aktiviert dadurch die Phospholipase C, wodurch es zu einem
Anstieg von Inositoltriphosphat, Diacylglycerin und Ca2+ kommt (Fredholm et al. 2001b;
Jacobson und Gao 2006; Feoktistov und Biaggioni 2011). Der A2B-Rezeptor weist eine
Koexpression zum A2A-Rezeptor auf Immunzellen auf, wobei seine Expression auf
Makrophagen deutlich geringer ausfallt als die des A2A-Rezeptors (Ohta und Sitkovsky 2001 ;
Fredholm et al. 2001b; Boros et al. 2015). Der A2B-Rezeptor hat die niedrigste Affinitdt zu
Adenosin und benoétigt hohere Adenosin Konzentrationen, wie sie unter pathologischen
Bedingungen vorliegen, um aktiviert zu werden (Fredholm et al. 2001a). Anders als der A2A-
Rezeptor entfaltet der A2B-Rezeptor bei Aktivierung nicht nur anti-inflammatorische Wirkung,
sondern ebenfalls pro-inflammatorische Reaktionen (Fredholm et al. 2011). Eine Aktivierung
des A2B-Rezeptors auf Makrophagen fiihrt cAMP-vermittelt zu anti-inflammatorischen
Effekten, wie der Hemmung der TNFa-Sekretion und der Steigerung des anti-
inflammatorischen Zytokins IL-10 (Feoktistov und Biaggioni 2011). Im Gegenzug dazu
stimuliert der A2B-Rezeptor in intestinalen Epithelzellen, ebenfalls cAMP-abhéngig, die
Sekretion des pro-inflammatorischen Zytokins IL-6, welches an der Degranulation von
neutrophilen Granulozyten und an der Differenzierung von Lymphozyten beteiligt ist

(Sitaraman et al. 2001). Weitere Effekte werden durch die G¢-Protein-Kopplung vermittelt. Auf
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Mastzellen stimuliert die Aktivierung des A2B-Rezeptors Gg-vermittelt die Generierung von
IL-4 (Feoktistov und Biaggioni 2011). Dariiber hinaus ist der A2B-Rezeptor neben
unterschiedlichen G-Proteinen in einigen Zellen an weitere multiple Signalwege, wie das GTP-
bindende Protein p21ras oder JNK- und p38 MAPK-Signalweg, gekoppelt (Feng et al. 2010;
Feoktistov und Biaggioni 2011). Dies erkldrt die komplexen Effekte des Rezeptors auf die
Sektretion verschiedener Zytokine und Wachstumsfaktoren (Feoktistov und Biaggioni 2011).
Wie der A2A-Rezeptor ist der A2B-Rezeptor an der Regulation der Migration und Proliferation
von Zellen beteiligt. Neben der Hemmung der transendothelialen Migration von neutrophilen
Granulozyten (Wakai et al. 2001), hemmt Adenosin iiber den A2B-Rezeptor die Migration von
Gliazellen (Bernascone et al. 2010). Im Gegensatz dazu steigert eine Aktivierung des A2B-
Rezeptors die Migration von retinalen Endothelzellen und endothelialen Progenitorzellen
(Grant et al. 2001; Fernandez et al. 2012). Auf kardialen Fibroblasten kommt es {iber den A2B-
Rezptors zu einer Hemmung der Endothelin-1 induzierten Proliferation (Dubey et al. 1997;

Phosri et al. 2017).

Bei einem Myokardinfarkt spielt der A2B-Rezeptor, welcher durch Hypoxie hochreguliert wird
(Ahmad et al. 2009), eine wichtige Rolle. Einerseits reduziert die Gabe des A2B-spezifischen
Rezeptor-Agonisten (BAY 60-6583) vor Reperfusion im I/R Modell die InfarktgroBe (Ke et al.
2015). Andererseits verbessert die Antagonisierung des A2B-Rezeptors nach MI die
Herzfunktion (Toldo et al. 2012; Zhang et al. 2014). Die Rolle des A2B-Rezeptors am Herzen
wird daher kontrovers diskutiert. Viele Studien zur Wirkung des A2B-Rezeptors liefern
gegensitzlich Ergebnisse, je nachdem ob eine pharmakologische Antagonisierung oder ein
genetischer Knockout erfolgte (Ohta und Sitkovsky 2009; Feoktistov und Biaggioni 2011).
Zudem werden Unterschiede in der Wirkung von Adenosin zwischen verschiedenen Spezies
beobachtet (Maas et al. 2008; Zhong et al. 2011; Ryzhov et al. 2014). Je nach Gewebe und
Signaltransduktion sowie Art und Weise der Schidigung scheint Adenosin iiber den A2B-
Rezeptor unterschiedliche Effekte zu vermitteln (Cronstein und Sitkovsky 2017; Vecchio et al.
2017).

1.4.4 ATP-Rezeptoren (P2-Rezeptoren)

Extrazelluldre Nukleotide, wie ATP, ADP, UTP und UDP, vermitteln ihre Wirkung iiber P2-
Rezeptoren, welche in die Gruppen der ionotropen P2X-Rezeptoren und der metabotropen
P2Y-Rezeptoren unterteilt werden (Lazarowski et al. 2003; Burnstock 2006). Die P2X-

Rezeptoren sind membranstiandige lonenkanile, die durch Bindung von extrazellulirem ATP
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Offnen und kleine monovalente Kationen hindurchlassen (North 2002). Die P2X-Rezeptoren
sind weit verbreitet und werden in einer Vielzahl an Geweben inklusive des Gehirns exprimiert
(Humphrey et al. 1995). Die metabotropen P2Y-Rezeptoren sind G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren und zeigen wie die P2X-Rezeptoren eine nahezu ubiquitire Expression
(Lazarowski et al. 2003; Kiigelgen und Hoffmann 2016). Wahrend die P2X-Rezeptoren reine
ATP-Rezeptoren sind, konnen die P2Y-Rezeptoren durch verschiedene Nukleotide, wie
beispielsweise ATP, ADP, UTP oder UDP, aktiviert werden. Die einzelnen P2Y-Rezeptor-
Subtypen binden die Nukleotide dabei mit unterschiedlicher Affinitédt (Lazarowski et al. 2003).
Die P2-Rezeptoren vermitteln wichtige Effekte extrazelluldrer Nukleotide in physiologischen

und pathologischen Prozessen (Burnstock 2006; Kiigelgen und Hoffmann 2016).

1.4.4.1 P2Y-Rezeptoren

In Saugetieren sind von den G-Protein gekoppelten P2Y-Rezeptoren bislang acht Subtypen
(P2Y12.46,11,12,13,14) bekannt (Kiigelgen und Hoffmann 2016). Die fehlenden Rezeptor-
Nummern (P2Y357.89,10) sind entweder Rezeptoren, die in niederen Wirbeltieren entdeckt
wurden, oder deren Funktion als Nukleotid-Rezeptor nicht nachgewiesen werden konnte
(Abbracchio et al. 2006). Die P2Y-Rezeptoren werden nach ihrer Koppelung an G-Proteine in
zwei Untergruppen unterteilt. Zu der einen Gruppe gehoren die Rezeptoren P2Y 146,11, die an
Gg-Proteine gekoppelt sind. Der P2Y 11-Rezeptor ist zusétzlich an Gs-Proteine gekoppelt. Die
zweite Gruppe ist an Proteine der Gi, Familie gekoppelt, zu ihr gehoren die Rezeptoren
P2Y12,13,14 (Abbracchio et al. 2006). Durch die nahezu ubiquitire Expression auf
unterschiedlichsten Zellen und Geweben vermitteln die verschiedenen G-Protein-gekoppelten
P2Y-Rezeptoren vielfiltige Effekte. Unter anderem sind sie bei der ADP-induzierten
Thrombozytenaggregation iiber P2Y; und P2Y; enorm wichtig. Im Nervensystem modulieren
P2Y-Rezeptoren die neuronale Aktivitit, das neuronale Faserwachstum und die Phagozytose
(Kiigelgen und Hoffmann 2016). Des Weiteren wird iiber die Aktivierung von P2Y-Rezeptoren
die Migration und Proliferation von Zellen beeinflusst. So steuert eine Aktivierung des P2Y 12-
Rezeptors die Migration von Mikrogliazellen (Koizumi et al. 2013). Bei kardialen Fibroblasten
und glatten Muskelzellen wird bei Aktivierung des P2Y»;-Rezeptors eine Zunahme der
Migration beobachtet (Braun et al. 2010; Yu et al. 2008; Chen et al. 2012). Neben einer
Steigerung der Chemotaxis von Immunzellen durch Aktivierung von P2Y -Rezeptoren (Miiller
et al. 2010; Kronlage et al. 2010; Miiller et al. 2017), zeigt sich andererseits eine hemmende
Wirkung von Nukleotiden iiber P2Y-Rezeptoren auf die basale Migration von Immunzellen

(Corriden und Insel 2012). Je nach Zelltyp und ATP-Rezeptor werden verschiedene Effekte auf
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die Migration beobachtet (z.B. Chen et al. 2006; Isfort et al. 2011; Miiller et al. 2017). Auf die
Proliferation von kardialen Fibroblasten und Lungenendothelzellen hat die Aktivierung des

P2Y>-Rezeptors einen stimulierenden Effekt (Chen et al. 2012; Miiller et al. 2017).

1.4.4.2 P2X-Rezeptoren

In Sdugetieren werden sieben unterschiedliche P2X-Rezeptoren (P2X.7) exprimiert (Khakh et
al. 2001; North 2002). Ein Rezeptor besteht aus mehreren Untereinheiten, die sich zu einem
homomeren oder heteromeren Ionenkanal zusammenlagern (Khakh et al. 2001). Wie bereits
oben erwihnt, 6ffnen durch die Bindung von extrazellulirem ATP die membranstindigen
Ionenkanéle und kleine monovalente Kationen konnen den Kanal passieren. Einige Kanile sind
ebenso fiir Calcium und Anionen permeabel. Eine Besonderheit des P2X7-Rezeptors ist es, dass
er nach Aktivierung durch ATP eine Pore formt, die fiir grole Molekiile bis zu 1000 Da, wie
organische Kationen und Fluoreszenz-Farbstoffe, durchldssig ist (North 2002; Lazarowski et
al. 2003). Die direkte Offnung der Ionenkanile durch die Aktivierung mit ATP fiihrt zu einer
sofortigen Signalweiterleitung und bedingt unter anderem eine schnelle Neurotransmission auf
exzitatorischem Gewebe (Lazarowski et al. 2003). Da P2X-Rezeptoren nahezu ubiquitér
exprimiert werden, zeigen sich Reaktionen auf die Rezeptoraktivierung unter anderem in
Epithel-, Endothel-, Knochen-, Muskel- und in himatopoetischem, sowie neuronalem Gewebe
(North 2002). Vor allem der P2X7-Rezeptor spielt eine wichtige Rolle in der Immun- und
Inflammationsantwort (Lazarowski et al. 2003). Auf lymphatischem Gewebe und Immunzellen
fithrt die Aktivierung des Rezeptors zur Zytokinfreisetzung (North 2002; Idzko et al. 2014).
Des Weiteren beeinflusst die Aktivierung von P2X-Rezeptoren die Migration und Proliferation
von Zellen. So stimuliert ATP beispielsweise liber den P2X4- und P2X7-Rezeptor die Migration
und Proliferation von kardialen Fibroblasten (Chen et al. 2012).

1.5 Adulte EPDCs und purinerge Signalwege

Die Freisetzung von VEGF und verschiedenen Zytokinen durch EPDCs wird unter anderem
durch extrazelluldre purinerge Signale reguliert. EPDCs weisen eine hohe Expression der
Adenosin-Rezeptoren A2A und A2B gefolgt vom A3-Rezeptor auf, wihrend der A1-Rezeptor
nur gering exprimiert wird (Hesse et al. 2017). EPDCs exprimieren sowohl ionotrope als auch
metabotrope Nukleotid-Rezeptoren. Die Expressionsanalyse der ionotropen P2X-Nukleotid-
Rezeptoren zeigt eine starke Expression des P2X4-Rezeptors und eine etwas schwichere

Expression des P2X7-Rezeptors. Die Rezeptoren P2Xs, P2X3 und P2X; werden nur geringfiigig
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exprimiert. Von den metabotropen P2Y-Nukleotid-Rezeptoren weisen EPDCs eine starke

Expression des P2Y>-Rezeptors, des P2Y 4- und P2Y 1,-Rezeptors auf (Hesse et al. 2017).

Neben den Adenosin- und Adenosintriphosphat-Rezeptoren exprimieren EPDCs eine Reihe
von Ektoenzymen, die den extrazelluliren Abbau von ATP und Adenosin regulieren. Unter
anderem exprimieren EPDCs das Ektoenzym CD73 (Hesse et al. 2017), welches den Abbau
von AMP zu Adenosin katalysiert (Zimmermann 2000). Das Ectoenzym CD73 stellt dadurch
eine wichtige Schnittstelle fiir einen Wechsel von einer ATP-gesteuerten pro-
inflammatorischen Umgebung zu einer Adenosin-gesteuerten anti-inflammatorischen
Umgebung dar (Antonioli et al. 2013). Das matrizelluldre Protein TNC kann durch Interaktion
mit CD73 die enzymatische Funktion des Ectoenzyms hemmen, wodurch vermindert Adenosin
gebildet wird (Sadej et al. 2008). Eine relevante Inhibition von CD73 durch TNC konnte auf
EPDCs jedoch nicht festgestellt werden (Hesse et al. 2017). Neben der enzymatischen Funktion
besitzt CD73 eine nicht-enzymatische Funktion als Adhésionsprotein. Tenscin-C als
Interaktionspartner fiir die nicht-enzymatische Funktion von CD73 kann hieriiber die
Zelladhidsion und Zellmigration beeinflussen (Sadej et al. 2008). Tatsédchlich konnte gezeigt
werden, dass die Migration von EPDC durch TNC stimuliert wird (Hesse et al. 2017).

1.6 Ziele der Arbeit

Der MI zdhlt zu den kardiovaskuldren Erkrankungen, welche weltweit die héaufigste
Todesursache darstellen. Nach MI fiihrt die geringe Regenerationsfahigkeit des Herzens zur
Fibrose und Narbenbildung mit schweren Folgeerkrankungen, wie die Herzinsuffizienz. Einen
vielversprechenden Ansatz fiir die Verbesserung der Regeneration des Herzmuskelgewebes
nach Infarkt stellen Zellen des Epikards, die sog. EPDCs, dar. Als multipotente
Progenitorzellen konnen EPDCs in verschiedene Zelltypen differenzieren und modulieren
durch die Sekretion parakriner Faktoren die Wundheilung. EPDCs stellen daher einen
interessanten Ansatzpunkt dar, um die myokardiale Heilung zu verbessern. Wie die Aktivitét
und Sekretion parakriner Faktoren von EPDCs reguliert wird, ist bislang nur wenig erforscht.
Die extrazelluldren purinergen Signalmolekiile ATP und Adenosin, die beim MI durch die
Gewebeschddigung vermehrt freigesetzt werden, konnten bei der Regulation von EPDCs eine
wichtige Rolle spielen. ATP und Adenosin modulieren die Inflammationsreaktion, sowie die
Bildung von Granulationsgewebe und Fibrose, indem sie spezifische Rezeptoren auf der

Zelloberfliche aktivieren. EPDCs exprimieren eine Reihe von ATP- und Adenosin-Rezeptoren
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und sind tiber Ectoenzyme, die den Abbau von ATP und Adenosin katalysieren, am

extrazelluldren Purinstoffwechsel beteiligt.

In der vorliegenden Arbeit wird der Einfluss von purinergen Signalen (ATP und Adenosin) auf

folgende Aspekte der biologischen Aktivitidt von EPDCs analysiert:

1. Zellproliferation. Es wurde untersucht, ob purinerge Singale bei der Zellproliferation

von EPDCs nach MI eine Rolle spielen konnten.

2. Ungerichtete und chemotaktische Migration. Dieser Punkt soll Aufschluss geben, ob
purinerge Signalmolekiile bei der Regulation der Migration von EPDCs in das verletzte

Myokardgewebe eine Rolle spielen.

3. Expression der Zytokine IL-6, IL-11und IL-12A. In diesen Versuchen soll analysiert
werden, ob purinerge Signale bei der Regulation der Zytokinexpression von EPDCs
beteiligt sind und ob sie die Inflammationsreaktion und Fibrosebildung nach MI

modulieren kdonnen.

Fiir die Untersuchungen werden in der vorliegenden Arbeit kultivierte EPDCs der Ratte
verwendet, die 5 Tage nach experimentellem Herzinfarkt (60 Minuten Ischdmie/Reperfusion
(I/R)) mittels enzymatischen Verdau gewonnen werden. Da ATP und Adenosin durch
Ectoenzyme, welche von EPDCs exprimiert werden, rasch abgebaut werden, werden in den

Versuchen metabolisch stabile ATP- und Adenosin-Rezeptor-Agonisten eingesetzt.
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2  Material
2.1 Gerite und Apparaturen

48-Well Migrationskammer, NeuroProbe (Gaithersburg, MD, US)

Analysewaage Pioneer PA214, Ohaus (Greifensee, Schweiz)

Brutschrank, Heracell 150 I, Thermo Fischer Scientific (Waltham, Massachusetts, US)
BX61-Mikroskop, CKX31-Mikroskop Olympus (Hamburg, Deutschland)

Heizblock Thermomixer compact Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland)

Heraeus Megafuge 16R Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham, Massachusetts, USA)
Hettich Zentrifugen Universal 320R Sigma-Aldrich (St.Louis, USA)
Membranklemme, NeuroProbe (Gaithersburg, MD, US)

Nanodrop 2000 Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham, Massachusetts, US)
PCR-Cycler, Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland)

Pipetten, Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland)

Plattenreader Fluorstar OPTIMA, BMG Labtech (Offenburg, Deutschland)

qRT-PCR Applied Biosystem Cycler StepOnePlus, Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham,
Massachusetts, US)

SS-Klemme, NeuroProbe (Gaithersburg, MD, US)

Sterilbank, Mars Pro Cytosafe Class 2, LaboGene Aps (Lynge, Ddnemark)
Vortexer, VWR Internation GmbH (Darmstadt, Deutschland)
Wairmeschrank, Memmert (Schwabach, Deutschland)

Wischblatt, NeuroProbe (Gaithersburg, MD, US)

Zentrifugen, Eppendorf Zentrifuge 5415R, Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

2.2 Verbrauchsmaterialien

96-Well Platten Cellstar Freiner Bio-One GmbH (Frickenhausen, Deutschland)
Deckgléschen 24 x 50 mm, Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)
Objekttrager, Heinz Herenz Medizinalbedarf GmbH (Hamburg, Deutschland)

Pipettenspitzen Greiner (Frickenhausen, Deutschland)

Polycarbonat Membrane (80 x 25 mm, 8uM Poren, Dichte 1x103 (£15%), NeuroProbe
(Gaithersburg, MD, US)

Reaktionsgefdlie (0,5 ml, 1,5ml, 2 ml, 15ml, 50 ml) EppendorfAG (Hamburg, Deutschland)
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RNeasy MinElute spin columns, Qiagen (Venlo, Niederlande)
Sammeltube, Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland)
Zellkulturflasche, T75, T175, Sarstedt (Niirnberg, Deutschland)
Zellsieb 70 um, Becton Dickinson (Heidelberg, Deutschland)

2.3 Losungen, Medium und Puffer

Bovine Serum Albumin (BSA) Sigma-Aldrich (St.Louis, US)

Collagenase II, Biochrom GmbH (Berlin, Deutschland)

DAPI, Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham, Massachusetts, US)

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) High Glukose, Sigma Aldrich (St.Louis, US)
Eosin-G Losung, Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland)

Ethanol 100%, Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)

Fetal calf serum (FCS), Biochrom GmbH (Berlin, Deutschland)

Fibronectin, EMD Millipore Corporation (Temecula, CA, US)

Gelatine-Losung, Sigma-Aldrich (St.Louis, US)

Hamatoxylin-Losung nach Mayer, Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)

Heparin, Thermo Fischer Scientific Inc. (Waltham, Massachusetts, US)

L-Glutamin Gibco 200mM, Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham, Massachusetts, US)
Methanol, Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)

Panserin 401 (Serum-freies Medium), PAN-Biotech GmbH (Aidenbach, Deutschland)
PBS, Sigma-Aldrich (St.Louis, US)

Penicillin-Streptomycin, Biochrom GmbH (Berlin, Deutschland)

RNase freies Wasser (Diethylpyrocarbonat-Wasser), Qiagen (Venlo, Niederlande)
Salzsédure, Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland)

Tenascin-C, EMD Millipore Corporation (Temecula, CA, US)

Trypsin/EDTA 10X Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham, Massachusetts, US)
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2.4 Rezeptor-Agonisten

2-Thio-UTP, Tocris Bioscience (Bristol, UK)
ATP Sigma-Aldrich (St.Louis, US)
BAY60-6583, Tocris Bioscience (Bristol, UK)
BzATP, Tocris Bioscience (Bristol, UK)
CGS-21680, Tocris Bioscience (Bristol, UK)

2.5 Kits fiur Isolierung und Nachweis von RNA und DNA

Kit fiir Zellproliferation

BrdU Cell Prolifertion Assay Kit, New England BioLabs (Ipswich, Massachusetts, US):
3,3",5,5'-Tetramethylbenzidin (TMB) Substrat, 5-Bromo-2"-Desoxyuridin (BrdU) Solution,
Detektionsantikorper, Fixier- und Denaturierungslosung, Horseradish peroxidase (HRP)
konjugierter IgG-Antikorper, Stopplosung (Schwefelsdure), Wash Buffer

Kit fiir RNA Isolation

Qiagen RNeasy Micro Kit, Qiagen (Venlo, Niederlande):

70%iges Ethanol, DNase digest solution, RDD-Puffer, RNase-freies Wasser
(Diethylpyrocarbonat-Wasser), RPE-Puffer, RTL-Puffer (Lyse-Puffer), RW1 Puffer

Kit fiir Reverse Transkription

QuantiTect Reverse Transcription Kit, Qiagen (Venlo, Niederlande):

gDNA Wipeout-Puffer, RNase-freies Wasser, Reverse Transkriptase, RT-Puffer, RT Primer
Mix

Kits fiir quantitative Echtzeit-PCR

PCR-Mastermixes Eurogentec Takyon ROX Probe 2X Mastermix dTTP blue, Eurogentec
GmbH (Koln, Deutschland)

fw-Primer: CCCTGGCTCCTAGCACCAT, rv-Primer: GAGCCACCAATCCACACAGA
TaqMan Gene Expression Assay Thermo Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham,
Massachusetts, US):

Zielgen

IL-11: Rn00591723 ml, Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham, Massachusetts, US)
IL-12p35: Rn00584538 m1l, Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham, Massachusetts, US)
IL-6: Rn01410330_m1, Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham, Massachusetts, US)
5’FAM/3’MGB-modifizierte Sonde (ATCAAGATCATTGCTCCTCCTGAGCGC)
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2.6 Software

IBM SPSS Statistics 24 (IBM Software, Armonk, New York, USA)
Imagel Fiji Version 1.48

Microsoft Excel

Microsoft PowerPoint

Microsoft Word

Olympus Software F-View Soft Imaging System

StepOnePlus Software 2.0
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3 Methoden

3.1 Versuchstiere und Haltungsbedingungen

Die in dieser Arbeit untersuchten EPDC wurden aus Rattenherzen nach kiinstlicher I/R
gewonnen. Minnliche Wistar-Ratten mit mindestens 250 g Koérpergewicht wurden in der
Tierversuchsanlage der Heinrich-Heine-Universitit Diisseldorf mit standardisiertem
Pelletfutter und Wasser ad libitum versorgt. Alle Tierexperimente wurden durch das Landesamt

fiir Natur-, Umwelt- und Verbraucherschutz genehmigt (AZ:84-02.04.2014.A174).

3.2 Kardiale I/R (Induktion eines kiinstlichen Herzinfarktes)

Die Induktion der Herzinfarkte wurde von Dr. med. Zhaoping Ding nach einem bereits
beschriebenen Protokoll durchgefiihrt (Ding et al. 2016). Die Ratten wurden mit Isofluran
sediert, intubiert und zur Uberwachung wihrend der Operation an ein EKG angeschlossen.
Nach Eroffnen des Brustkorbes mit einem Léngsschnitt links des Sternums erfolgte die Ligatur
der linken Koronararterie (left anterior descending coronary artery). Der Erfolg der Okklusion
wurde mittels EKG kontrolliert. Die Okklusion der Arterie wurde fiir 60 min aufrechterhalten,
dann wurde die Ligatur geldst, und somit eine Reperfusion des Gewebes ermoglicht. Der

Thorax wurde mit Ndhten wieder verschlossen.

3.3 Priparation von EPDCs zur Kultivierung

Die Isolierung von EPDCs erfolgte 5 Tage nach I/R und wurde von Dr. rer. nat. Julia Hesse
nach einem bereits beschriebenen Protokoll durchgefiihrt (Hesse et al. 2017). Nach Tétung der
Tiere wurde das Herzpaket entnommen und in Waschpuffer, versetzt mit Heparin (1 U/ml),
gewaschen. Lunge, Fettgewebe, Gefdlle und Herzohren wurden abgetrennt. Um die EPDCs von
der Herzoberfldche zu 16sen, wurde ein enzymatischer Verdau mit Collagenase II genutzt. Das
Herz wurde in die auf 37 °C vorgewiarmte Collagenase-Losung gegeben und 20 min bei 37 °C
mit 12 rpm rotiert. Die Zellsuspension wurde durch ein 70 pm-Zellsieb gefiltert und
anschliefend bei 500 g fiir 5 min zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in einer Losung aus 20 ml
DMEM mit 30% FCS, 100 U/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin und 2 mM L-Glutamin
(EPDC-Kulturmedium) resuspendiert und in einer T75 Kulturflasche ausgesit. Nach 48 h

erfolgte ein Mediumwechsel.
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3.4 Kultivierung von isolierten EPDCs

Fiir die Experimente in dieser Arbeit wurden kultivierte EPDCs nach 1-5 Passagen genutzt. Die
EPDCs wurden alle 3-4 Tage gesplittet. Hierfiir wurden die Zellen zundchst mit PBS gewaschen
und dann fiir 3-5 min bei 37 °C mit Trypsin/EDTA (3-5 ml) inkubiert, um die adhérenten Zellen
zu losen. Durch leichtes Abklopfen wurden die Zellen in Suspension gebracht. AnschlieBend
wurde die Trypsin-Reaktion durch Zugabe von EPDC-Kulturmedium gestoppt. Nach
Abzentrifugieren bei 350 g fiir 5 min wurden die Zellen resuspendiert und in 10 ml (T75
Kulturflaschen) oder 25 ml (T175 Kulturflaschen) EPDC-Kulturmedium ausgesit.

3.5 BrdU Cell Proliferation Assay

Um die Proliferationsrate von EPDCs unter verschiedenen Bedingungen zu untersuchen, wurde
das BrdU Cell Proliferation Assay Kit der Firma New England BioLabs (Ipswich,
Massachusetts, US) genutzt. Hierbei wird in der S-Phase des Zellzyklus das Pyrimidin-Analog
5-Bromo-2’-Desoxyuridin (BrdU) an Stelle von Thymidin in die neu synthetisierte DNA der
Zellen eingebaut. Das eingebaute BrdU wird nach Denaturierung der DNA mit Hilfe eines
spezifischen murinen Antikorpers detektiert (Detektionsantikorper). Daran bindet wiederum
ein an Meerrettichperoxidase (Horseradish peroxidase (HRP)) gebundener Anti-Maus IgG-
Antikorper. Die Hinzugabe des HRP-Substrats 3,3',5,5'-Tetramethylbenzidin fiihrt zu einer
blauen Farbentwicklung. Diese Reaktion wird durch Schwefelsdure gestoppt, und es kommt zu
einem Gelb-Umschlag der Losung. Die Farbentwicklung ist proportional zur Menge des
eingebauten BrdU. Durch Messung der Absorption bei 450 nm kann daher das Ausmal} der

Zellproliferation ermittelt werden.

Der Proliferations-Assay wurde nach Herstellerangaben durchgefiihrt. EPDCs wurden in eine
96 Well-Platte ausgesit und in EPDC-Kulturmedium, das mit BrdU Solution (10 uM) versetzt
war, fiir 24 h bei 37°C inkubiert. Nach Entfernung des Mediums wurden die Zellen mit
100 ul/Well der Fixier- und Denaturierungslosung fiir 30 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Die Detektionsantikorper-Losung wurde nach Entfernen der Fixierlosung hinzugegeben
(100 pl/Well) und fiir 60 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach drei Waschschritten mit
Wash Buffer (100 pl/Well) wurden jeweils 100 ul/Well des 1:100 verdiinnten HRP-
konjugierten IgG-Antikdrpers hinzugegeben. Nach 60 min Inkubation bei Raumtemperatur
wurde die Fliissigkeit entfernt und die Wells wurden ermeut dreimal mit jeweils 100 pl/Well
Wash Buffer gewaschen. Durch die Hinzugabe von 3,3',5,5'-Tetramethylbenzidin-Substrat
(100 ul/Well) kam es nach ca. 20 min zu einer Blaufirbung. Die Reaktion wurde mit
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100 ul/Well Stopplosung unterbrochen. Innerhalb der nichsten 30 min erfolgte die Messung
der Absorption bei 450 nm im Plattenreader FLUOstar OPTIMA von BMG Labtech
(Offenburg, DE).

Um zu untersuchen, ob die Proliferation von EPDCs durch die purinergen extrazelluldren
Signalmolekiile ATP und Adenosin moduliert wird, wurden die EPDCs mit Agonisten fiir ATP-
oder Adenosin-Rezeptoren stimuliert. Hierfiir wurden dem EPDC-Kulturmedium wihrend der
Inkubation mit BrdU Solution fiir 24 h 1 uM CGS-21680, 1 pM BAY60-6583, 10 uM ATP,
1 uM BzATP oder 1 uM 2-ThioUTP zugefiigt. Die Detektion der Proliferation erfolgte nach

dem oben beschriebenen Protokoll.

3.6 Migrationsassay

Das Migrationsverhalten von EPDCs wurde mit einer 48-Well Migrationskammer von
NeuroProbe (Gaithersburg, MD, US) untersucht. Die Migrationskammer besteht aus zwei
Kammern. Die obere Kammer (Kammer 1) wird von der unteren Kammer (Kammer 2) durch
eine Polycarbonat-Membran getrennt (Abb. 1). Die Membran (Gréfe 80 mm x 25 mm) hat 8
pm grofe Poren, die in einer Dichte von 1 x 103 (£15%) vorhanden sind. Die Kammer hat 48
Wells (Durchmesser 3,2 mm), die jeweils eine Fliche von 8,04 mm? besitzen Ein coating
(Beschichten) der Membran mit Proteinen der extrazelluliren Matrix, wie Kollagenen oder
Fibronectin, kann die Migration von Zellen erleichtern. Die zu untersuchenden Zellen werden
in die obere Kammer ausgesdt und wandern durch die Poren der Membran in die untere
Kammer. Die durch die Membran migrierten und jetzt an der Unterseite der Membran
anhaftenden Zellen werden durch eine Farbung sichtbar gemacht und mikroskopisch

quantifiziert.

obere Kammer mit
ausgesaten Zellen

Membran

AN untere Kammer

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Migrationskammer von NeuroProbe.
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3.6.1 Coating der Membran

Um die Migration von EPDCs durch die Polycarbonat-Membran zu ermdglichen, wurde die
Membran mit extrazelluldrer Matrix (Gelatine) bzw. einzelnen Proteinen der extrazelluldren
Matrix (Fibronectin und Tenascin-C) beschichtet. Hierfiir wurde die Membran (80 mm x 25
mm) mit der Unterseite auf einen Tropfen (1000 pl) einer Losung des entsprechenden Proteins
in PBS gelegt, sodass nur die Unterseite in Kontakt mit der Proteinldsung kam. Nach der
Inkubation iiber Nacht bei 4°C wurde die Membran zweimal auf Tropfen von 1000 pl PBS
gewaschen und anschlieBend auf einem Tropfen von 1000 ul BSA (1%, denaturiert bei 85°C
fiir 10 min) fiir 1 h bei 37°C geblockt. AnschlieBend wurde die Membran erneut mit PBS
gewaschen und an der Luft getrocknet. Zur spéteren Orientierung wurde die obere linke Ecke

schriag abgeschnitten.

3.6.2 Durchfithrung des Migrationsassay

Der Migrations-Assay wurde nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Die unteren Wells in
Kammer 2 (Abb. 1) wurden mit jeweils 25 pl steril-filtriertem DMEM mit 5% BSA, 100 U/ml
Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin und 2 mM L-Glutamin (Quenching-Medium) oder Serum-
freien Medium (Panserin 401) gefiillt, sodass sich ein leicht konvexer Meniskus zeigte. Um die
chemotaktische Wirkung von 5% FCS, ATP- und Adenosin-Agonisten (1 pM oder 10 uM
ATP, BzATP, ATPyS, 2-ThioUTP, CGS-21680, BAY60-6583) auf EPDCs zu untersuchen,
wurde die jeweilige Substanz dem Medium der unteren Wells hinzugefiigt. Die vorbereitete
Membran wurde mit der ,,beschichteten® Unterseite auf die Kammer 2 luftblasenfrei aufgelegt.
Dabei wurde die Membran so ausgerichtet, dass sich die abgeschnittene Ecke oben links befand.
Nachdem die Silikondichtung auf der Membran positioniert war, wurde der obere Teil der
Kammer (Kammer 1) auf die untere Kammer (Kammer 2) aufgesetzt. Die Kammer 1 wurde
mit einer Hand so lange fixiert, bis sie mit Schrauben auf der Kammer 2 befestigt war. In die
oberen Wells (Kammer 1) wurden nun jeweils 55 pl einer EPDC-Suspension pipettiert, wobei
Zellkonzentrationen von 3.000 Zellen/55 pl, 6.000 Zellen/55 pul, 12.000 Zellen/55 pl oder
40.000 Zellen/55 pl ausgesit wurden. Um herauszufinden, ob eine Stimulation der EPDCs mit
Agonisten fiir ATP- oder Adenosin-Rezeptoren einen Einfluss auf die Migration von EPDCs
hat, wurde 1 uM oder 10 uM ATP, BzATP, ATPyS, 2-ThioUTP, CGS-21680 oder BAY60-
6583 der EPDC-Suspension beigefiigt. Die Inkubation erfolgte in einer feuchten Kammer im
Brutschrank bei 37°C fiir 3 h, 5 h, 6 h oder 16 h.
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Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde das Medium aus der Kammer 1 durch Schiitteln
entfernt, die Schrauben gelost und die gesamte Migrationskammer gedreht. Die sich jetzt oben
befindliche Kammer 2 wurde entfernt, sodass die Membran auf der Kammer 1 verblieb und die
Unterseite der Membran mit den migrierten Zellen nach oben zeigte. Die zuvor abgeschnittene
Ecke der Membran war nun unten links lokalisiert. Im néchsten Schritt wurden die Zellen, die
nicht migriert waren, entfernt, um bei einer spéteren Detektion lediglich die migrierten Zellen
an der Membranunterseite zu erfassen. Hierfiir wurde die Membran mit der Membranunterseite
nach oben, an einer Seite in eine grole Membranklemme und an der gegeniiberliegenden Seite
in eine kleine ,,SS-Klemme*, eingespannt. Die untenliegende Membranoberseite mit den ,,nicht
migrierten® Zellen wurde erst in PBS gewaschen und dann an einem Wischblatt abgestreift, um
die anhaftenden Zellen mechanisch zu entfernen. Dieser Vorgang wurde nach Sdubern des

Wischblattes zweimal wiederholt.

3.6.3 Fixierung der migrierten Zellen auf der Membran

Nachdem die ,,nicht migrierten Zellen® mechanisch entfernt waren und die Membran an der
Luft getrocknet war, wurde die Fixierung der migrierten Zellen auf der Membran durchgefiihrt.

Dafiir wurde die Membran fiir 2 min in Methanol eingetaucht.

3.6.4 Himatoxylin-Eosin Farbung

Mit Hilfe der Hiamatoxylin-Eosin (HE)-Fiarbung konnen Zellkern und Zellplasma geféarbt
werden. Hamatoxylin ist ein natlirlich vorkommender farbloser Farbstoff des Blauholzbaumes.
Durch Oxidation und Zugabe von Alaunen entsteht ein Hadmalaun-Lack. Das basophile
Héamalaun bindet an saure Zellbestandteile, insbesondere an die DNA des Zellkerns und die
RNA. Eosin ist ein saurer, gelbroter Xanthinfarbstoff, der basische Plasmaproteine und
azdiophile Zellstrukturen darstellt. Dadurch entsteht ein Kontrast zwischen den blauviolett

gefarbten Zellkernen und dem rosafarbenen Zytoplasma.

Fiir die Farbung wurde die Membran 5 min in Mayers Himalaun-Losung gefarbt, anschlieBend
fiir etwa 2 s in 0,1% HCI-Losung gespiilt. Der Farbumschlag zu Blau-Violett wurde durch
Spiilen in Leitungswasser fiir 5 min herbeigefiihrt. Fiir die Eosin-Farbung wurde die Membran
3 min in Eosin-G-Losung getaucht und danach mit Leitungswasser gespiilt. Die Membran
wurde in eine aufsteigende Alkoholreihe, beginnend bei 70% Ethanol und bis 100% Ethanol,
fiir 30 s getaucht und nach 2 min in 100% Ethanol an der Luft getrocknet. Mit der Zellseite (der
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urspriinglichen Membranunterseite) nach oben wurde die Membran auf einen Objekttrager

aufgebracht und mit einem Tropfen Immersionslosung glatt auf dem Objekttrager fixiert.

3.6.5 DAPI Farbung

Um eine automatische Quantifizierung der migrierten Zellen mittels Image J zu erleichtern,
wurde eine fluoreszente Markierung der Zellkerne etabliert. Der verwendete DAPI-Farbstoff
bindet an AT-reiche Regionen der DNA und fluoresziert bei Anregung durch ultraviolettes
Licht in blauer Farbe. Das Absorptionsmaximum des Farbstoffs liegt bei 358 nm und das

Emissionsmaximum bei 461 nm nach Bindung an doppelstrangige DNA.

Die Farbung erfolgte nach Fixierung (siehe Kap. 3.6.3) der migrierten Zellen auf der Membran.
Die Membran wurde mit der Zellseite (der urspriinglichen Membranunterseite) nach oben auf
einen Objekttrager gelegt und die Zellkerne mit einer Mischung aus 90% Glycerol/ 10% PBS
und DAPI (1:100.000) gefarbt. AnschlieBend wurde ein Deckglidschen luftblasenfrei
aufgebracht und mit Nagellack fixiert.

3.6.6 Detektion und Quantifizierung der migrierten Zellen

Nach Firbung der Zellen war es mdoglich, die migrierten Zellen im Lichtmikroskop (HE-
Féarbung) bzw. im Fluoreszenzmikroskop (DAPI-Farbung) zu erkennen. Hierfiir wurde ein
BX61-Mikroskop (Olympus, Hamburg) verwendet. Fiir die Quantifizierung der migrierten
Zellen wurden von jedem Well 3 Bildausschnitte dokumentiert. AnschlieBend wurden die
Zellkerne in den Bildausschnitten (ein Bildausschnitt entspricht ca. 1,52 mm?) manuell oder
automatisiert mittels des ,,analyze particle* Werkzeuges von ImagelJ quantifiziert (Schindelin

etal. 2012).

3.7 Untersuchung der Genexpression von Zytokinen

Die Genexpression von Zytokinen wurde mit Hilfe der mRNA in kultivierten EPDCs
untersucht. Die mRNA ist eine Kopie eines DNA-Abschnitts, der fiir ein bestimmtes Protein
kodiert und die Information vom Zellkern ins Zytoplasma zu den Ribosomen transportiert. Hier
wird die in der mRNA enthaltene Information iiber den Bauplan des Proteins umgesetzt und
das Protein gebildet. Durch die Analyse und Quantifizierung von mRNA, die beispielsweise
fiir ein bestimmtes Zytokin kodiert, kann daher die Genexpression bestimmt werden. Um die

mRNA fiir spezifische Gene zu detektieren und zu quantifizieren, sind drei Schritte notwendig.
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Zunichst wird die mRNA aus den Zellen isoliert, als zweites wird die mRNA mit Hilfe der
Reversen Transkriptase in komplementire DNA (cDNA) umgeschrieben. Im letzten Schritt
erfolgt die quantitative Echtzeit-PCR, die es ermdglicht, selektive DNA-Abschnitte zu

vervielfiltigen und zu quantifizieren (vgl. Loffler und Petrides (2003).

3.7.1 Praparation von RNA

Die Isolation von RNA aus EPDCs erfolgte mit dem Qiagen RNeasy Micro Kit (Qiagen, Venlo,
Niederlande) und wurde nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Das Verfahren beruht auf der
Zellyse, wodurch es zum Freisetzen der zelluldren Bestandteile kommt, und der Inaktivierung
von zelluldren Nukleasen, um den Abbau der RNA zu verhindern. Im weiteren Schritt kommt
es zur Trennung der mRNA und den iibrigen zelluldren Bestandteilen, indem die RNA an eine
Silica-Membran bindet. Die iibrigen Bestandteile werden durch wiederholtes Waschen und

Zentrifugieren entfernt.

Die EPDCs wurden fiir die RNA-Préparation nach einmaligem Waschen mit PBS als Pellet bei
-80°C eingefroren, wobei sichergestellt wurde, dass nicht mehr als vier Millionen EPDCs pro
Ansatz enthalten waren. Die Zellpellets wurden in 600 pl RLT-Puffer (Lyse-Puffer) des Kits,
welcher Guanidinthiocyanat zur Inaktivierung der RNasen enthélt und B-Mercaptoethanol
(Verhiltnis 1:100), resuspendiert, und die Zellsuspension durch Pipettieren homogenisiert.
AnschlieBend wurde ein equivalentes Volumen von 70%igem Ethanol hinzugegeben (600 pl).
Die Mischung wurde auf die RNeasy MinElute spin columns gegeben, wobei max. 700 ul pro
Sdule verwendet wurde. Es erfolgte die Zentrifugation iiber 15s bei maximaler
Geschwindigkeit in ein Sammeltube. Der Durchfluss wurde anschlieBend verworfen. Es
wurden 350 ul RW1-Puffer pro Sdule geladen und erneut fiir 15 s zentrifugiert. Das Eluat
wurde verworfen. Hierdurch wurden die iibrigen zelluldren Bestandteile rausgewaschen,
wihrend die RNA an die Silica-Membran der Sdule gebunden blieb. Um verbliebene DNA aus
der Sédule zu entfernen, wurde ein DNase-Verdau durchgefiihrt. Hierfiir wurde die Sdule mit
80 ul DNase digest solution, bestehend aus DNase (10 pul) und RDD-Puffer (70 pul), beladen
und fiir 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurde die Sdule mit 350 pl des
RWI1-Puffers beladen, erneut fiir 15 s zentrifugiert und der Durchfluss verworfen. Fiir die
weiteren Schritte wurde ein neues Sammeltube verwendet. Die Sdule wurde mit 500 pul RPE-
Puffer beladen, 15 s zentrifugiert und das Eluat verworfen. Dieser Schritt wurde insgesamt
zweimal durchgefithrt. Danach wurde die Sdule mindestens 2 min zum Trocknen leer

zentrifugiert. Nach dem Trocknen wurde die Sdule in ein 1,5 ml Eppi gesetzt und fiir die Elution

38



der RNA wurden 35 pl RNase-freies Wasser (Diethylpyrocarbonat-Wasser) auf die Silica-
Membran der Sdule gegeben. Nach einer Inkubationszeit von 2 min erfolgte die Zentrifugation
von 60 s und der Durchfluss, welcher die RNA enthielt, wurde direkt auf Eis gelagert.

Anschlielend erfolge die Quantifizierung der RNA im Nanodrop.

3.7.2 Messung der RNA im Spektralphotometer (Nanodrop)

Um die Konzentration und Reinheit der gewonnenen RNA-Proben zu quantifizieren, erfolgte
eine Spektralphotometrie mit dem Nanodrop 2000 (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
Massachusetts, US). Durch die photometrische Messung kann der RNA-Gehalt und der
Reinheitsgrad des zuvor gewonnen Eluats bestimmt werden. Zu Beginn wurden der obere und
untere Probenteller mit einem Tuch gereinigt, um mogliche Verunreinigungen zu beseitigen.
Die Blindprobe wurde mit 1 ul RNase-freiem Wasser, das auch zur Elution der RNA diente,
durchgefiihrt. Anschlieend wurde das Wasser mit einem Tuch entfernt und 1 pl der isolierten
RNA aufgetragen und gemessen. Neben dem RNA-Gehalt der Probe gibt das Verhéltnis der
Absorptionskoeffizienten bei 260 nm zu 280 nm Auskunft iiber den Reinheitsgrad. Proben mit
einem Verhdltnis von ~2,0 werden fiir RNA als rein angesehen. Nach der
Konzentrationsbestimmung wurden die RNA-Proben bis zur weiteren Verwendung bei -80°C

gelagert.

3.7.3 Reverse Transkription

Damit die RNA mittels quantitativer Echtzeit-PCR vervielfdltigt und selektive DNA-
Abschnitte quantitativ nachgewiesen werden konnen, ist ein Umschreiben der RNA in cDNA
notwendig. Hierfiir wird das Enzym Reverse Transkriptase verwendet, welches anhand der

RNA Matrize die cDNA bildet.

Fiir die Reverse Transkription wurde das QuantiTect Reverse Transcription Kit von Qiagen
verwendet und pro Ansatz wurden 500 ng RNA umgeschrieben. Zuerst wurde die bei -80°C
gelagerten RNA-Proben auf Eis aufgetaut und erneut eine DNA-Eliminationsreaktion
durchgefiihrt, um mogliche Kontaminationen der Ausgang-RNA mit DNA zu bereinigen. Dazu
wurde das jeweilige Volumen der RNA-Proben, das 500 ng RNA enthielt mit RNAse-freiem
Wasser auf 12 pl aufgefiillt und mit 2 ul gDNA Wipeout-Puffer versetzt. Es wurde eine Non-
Template-Kontrolle (ohne RNA als Template fiir die spétere Reverse Transkription) mit 24 ul
RNase-freiem Wasser und 4 pl Wipeout-Puffer und eine Negativkontrolle der reversen

Transkription ohne Enzym mit 500 ng RNA in 12 pl RNase- freiem Wasser und 2 pl gDNA

39



Wipeout-Puffer angesetzt. Die Proben wurden fiir 2 min bei 42°C im Eppendorf-Cycler
inkubiert, anschlieBend pausierte der Cycler auf4°C. In der Zwischenzeit wurde ein Mastermix
fiir die Reverse Transkription fiir die Proben mit RNA-Template und die Non-Template-
Kontrolle angefertigt. Der Mastermix bestand jeweils aus 1 pl Reverse Transkriptase, 4 pul RT-
Puffer (enthilt die vier Desoxyribonukleosidtriphosphate zur Synthese der cDNA)und 1 ul RT
Primer Mix pro Ansatz. Fiir die Negativkontrolle ohne Enzym wurde ein Ansatz aus
I pl RNase-freiem Wasser, 4 ul RT-Puffer und 1 pl RT Primer Mix angesetzt. Nach
Beendigung der DNA-Eliminationsreaktion wurde der vorbereitete Mastermix sowie der
Ansatz ohne Enzym zu den entsprechenden Proben hinzugegeben. AnschlieBend wurden die
Proben im Cycler fiir 15 min bei der Arbeitstemperatur der Reversen Transkriptase von 42°C
inkubiert. Zuletzt erfolgte die Inaktivierung des Enzyms durch Erhitzung auf 95°C fiir 3 min

und die Proben mit cDNA wurden bei -20°C eingefroren.

3.7.4 Quantitative Echtzeit-PCR

Mit Hilfe der quantitativen Echtzeit-PCR konnen spezifische DNA-Sequenzen amplifiziert
werden. Die PCR besteht pro Zyklus aus jeweils 3 Schritten.

Im ersten Schritt erfolgt die Denaturierung der cDNA in Einzelstrang-DNA durch Erhitzung
auf 95°C. Im zweiten Schritt kommt es in der Annealing Phase zur Anlagerung der spezifischen
Primer am 5'-Ende der DNA-Abschnitte. Im letzten Schritt, der Elongation, synthetisiert die
hitzebestidndige Taq-Polymerase ausgehend von den Primern durch Zugabe von
Desoxyribonukleotiden den komplementiren DNA-Strang, sodass ein Doppelstrang entsteht.
Insgesamt werden 40 Zyklen durchgefiihrt, wobei sich das PCR-Produkt pro Zyklus verdoppelt
und somit ein exponentieller Anstieg der DNA-Menge erfolgt. Die Echtzeit-PCR ermdglicht
durch Fluoreszenz-Markierung eine Messung der DNA-Menge nach jedem Zyklus, da das
Fluoreszenzsignal mit jedem synthetisiertem DNA-Strang zu nimmt. Fiir die Fluoreszenz-
Markierung kann beispielsweise eine TagMan-Sonde verwendet werden. Diese besitzt an ithrem
5’-Ende einen FAM-Reporter (Fluoreszenzfarbstoff) und am 3’-Ende einen Licht-
absorbierenden TAMRA-Quencher. In der Annealing-Phase bindet die TagMan-Sonde
zwischen forward (fw)- und reverse (rv)-Primern an das Template. Solange die Sonde intakt
ist, reduziert die rdumliche Ndhe des Quencher-Farbstoffs zum Reporter-Farbstoff die vom
Reporter-Farbstoff abgegebene Fluoreszenz. In der Elongationsphase wird die Sonde durch die
Taqg-Polymerase gespalten, wodurch eine rdumliche Trennung von Reporter und Quencher

entsteht, was eine Erh6hung der Fluoreszenz zur Folge hat.
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Die Echtzeit-PCR wurde mit dem Applied Biosystem Cycler StepOnePlus durchgefiihrt. Um
die mittels reverser Transkription hergestellte cDNA als Template fiir die Echtzeit-PCR
einzusetzen, wurde sie mit H>O im Verhéltnis 1:5 verdiinnt. Die Echtzeit-PCR wurde in einem
Reaktionsvolumen von 10 pl in einer 96-Well-PCR-Platte durchgefiihrt. Daflir wurden zur
Detektion von B-Actin-mRNA, deren Expressionsstirke als Referenz genutzt wurde, zu 1 pl
des Templates und 5 ul des PCR-Mastermixes Eurogentec Takyon ROX Probe 2X Mastermix
dTTP blue, 1,8 pl einer Mischung aus fw- und rv-Primer (CCCTGGCTCCTAGCACCAT bzw.
GAGCCACCAATCCACACAGA, je 10 uM), 0,4 pl der 5'FAM/3"MGB-modifizierten Sonde
(ATCAAGATCATTGCTCCTCCTGAGCGC, 5 uM) und 1,8 ul H,O zugegeben. Fiir die
Detektion von mRNA-Transkripten von IL-6, IL-11 und IL-12p35 wurden ThermoFisher
TagMan Gene Expression Assays genutzt (IL-6: Rn01410330 ml, IL-11: Rn00591723 ml,
IL-12p35: Rn00584538 ml, 5’FAM/3’'MGB). Von ihnen wurden 0,5 pl mit 3,5 pl HoO zu 1 pl
Template und 5 pl PCR-Mastermix gegeben. Fiir die Non-Template Kontrolle wurde anstelle
des cDNA-Templates 1 pul H>O verwendet. Die Platte wurde mit Klebefolie versiegelt und
anschlieBend fiir eine Minute bei 1000 g zentrifugiert. Das Protokoll fiir die PCR umfasste
einen anfanglichen Aktivierungsschritt bei 95°C fiir 10 min und 40 Zyklen von Denaturierung

bei 95°C fiir 15 s und Primer-Hybridisierung und Amplifikation bei 60°C fiir 1 min.

Um die Expression der mRNA-Transkripte von IL-6, IL-11 und IL-12p35 zwischen den Proben
zu vergleichen, wurde ihre relative Expression im Verhéltnis zu -Actin als Referenz ermittelt.
Fiir diesen Normierungsschritt wurde die ACT-Methode, eine Variante der Livak-Methode
(Livak und Schmittgen 2001), verwendet. Hierbei wurde von dem CT-Wert von B-Actin die
CT-Werte von IL-6, IL-11 und IL-12p35 subtrahiert (ACT = CT Referenzgen — CT Zielgen).
Aufgrund der exponentiellen Amplifikation wihrend der PCR ist dann die relative

Genexpression der Zielgene = 24¢T,

3.8 Statistik

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit dem Programm IBM SPSS Statistics 24
(IBM Software, Armonk, New York, USA). Zur Uberpriifung auf Signifikanz wurden die
erthobenen Werte zundchst mit dem Levene Test auf Normalverteilung tberpriift. Bei
vorliegender Normalverteilung erfolgte die statistische Auswertung mit dem ungepaarten
zweiseitigen T-Test oder einer ANOVA. Lag keine Normalverteilung der Daten vor, wurde zur

Ermittlung signifikanter Unterschiede der Mann-Whitney-U-Test oder der Kruskal-Wallis-Test
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verwendet. Es wurden p-Werte < 0.05 als statistisch signifikant gewertet. Die erhobenen Werte

werden als Mittelwert (MW) mit Standardabweichung (SD) angegeben.
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4  Ergebnisse

Epicardium-derived cells (EPDCs) haben durch die Sekretion pro-angiogener und pro-
inflammatorischer Faktoren sowie durch die Sekretion von matrizelluliren Proteine und die
Differenzierung in kardiale Bindegewebszellen einen wichtigen Einfluss auf die kardiale
Regeneration nach MI (Zhou et al. 2008, Hesse et al. 2017, Bax et al. 2011). Ziel dieser Arbeit
war es herauszufinden, ob die extrazelluldren purinergen Signalmolekiile ATP und Adenosin
einen Einfluss auf die biologische Aktivitdt von kultivierten EPDCs haben. Die nach
Herzinfarkt gebildeten EPDCs wurden 5 Tage nach kiinstlichem Herzinfarkt (Ischdmie und
Reperfusion) aus Rattenherzen mittels enzymatischem Verdau von der Oberfliche des
ischdmischen Herzens gewonnenen und kultiviert. In der vorliegenden Arbeit wurde die
Wirkung von ATP und Adenosin auf die Proliferation, Migration und Zytokinexpression von
EPDCs in vitro untersucht. In dem durchgefiihrten BrdU-Proliferationsassay, Transwell-
Migrationsassay und den Versuchen zur Zytokinexpression mittels Echtzeit-PCR wurden

selektive und nicht-selektive ATP-Rezeptor- und Adenosin-Rezeptor-Agonisten verwendet.

4.1 Proliferation von EPDCs

Um die Proliferation der kultivierten EPDCs zu untersuchen, wurde ein BrdU-
Proliferationsassay durchgefiihrt (siche Kap. 3.5). Ziel war es herauszufinden, ob purinerge
Signalwege eine entscheidende Rolle in der Proliferation von EPDCs spielen.

In diesen Versuchen wurden die EPDCs von infarzierten Rattenherzen mit Agonisten fiir ATP-
Rezeptoren (10 uM ATP, P2XR: 1 uM BzATP, P2Y2R: 1 uM 2-ThioUTP) oder spezifischen
Agonisten fiir Adenosin-Rezeptoren (A2AR: 1 uM CGS-21680, A2BR: 1 uM BAY60-6583)
stimuliert. Als Kontrollgruppe dienten EPDCs, die nicht stimuliert wurden. Nach einer
Inkubationszeit von 24 h wurde bei allen Gruppen die Proliferation nach Protokoll (Kap.3.5)
ermittelt. Zwischen der Kontrollgruppe (0,8 =0,2) und der Stimulation mit ATP-Agonisten
(ATP: 0,8 £0,2; BzATP:0,7+0,3; 2-ThioUTP: 0,8 +£0,2) konnte kein signifikanter
Unterschied in der Proliferation beobachtet werden (n = 3) (Abb. 2A). Weiterhin zeigte sich
kein signifikanter Unterschied zu der Stimulation mit Adenosin-Rezeptor-Agonisten (CGS-
21680: 0,8 +0,2; BAY60-65833: 0,7 +0,2) (n = 3) (Abb. 2B). Ein Einfluss purinerger Signale
iiber ATP- oder Adenosin-Rezeptoren auf das Proliferationsverhalten von EPDCs konnte somit

nicht beobachtet werden.
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Abbildung 2: Proliferation von EPDCs mittels BrdU-Proliferationsassay. A+B: Stimulation der EPDCs mit ATP-
Rezeptor- oder Adenosin-Rezeptor-Agonisten im Vergleich zur nicht stimulierten Kontrollgruppe und Detektion
der Proliferation nach 24 h Inkubationszeit. A: Stimulation der EPDCs mit 10 uM ATP, 1 uM des P2X-Rezeptor-
Agonisten BzATP und mit 1 uM des spezifischen P2Y2-Rezeptor-Agonisten 2-ThioUTP (n = 3). B: Stimulation der
EPDCs mit 1 uM des spezifischen A2A-Rezeptor-Agonisten CGS-21680 und Stimulation mit 1 uM des spezifischen
A2B-Rezeptor-Agonisten BAY60-6583 (n = 3). Dargestellt ist die Proliferation als Mittelwert + SD.

4.2 Migration von EPDCs

Die Migration der frisch isolierten EPDCs wurde mit der Migrationskammer der Firma
NeuroProbe untersucht. Diese ist nach dem Prinzip der Boyden-Kammer aufgebaut und besteht
aus oberen Wells, die von den unteren Wells durch eine porenbesetzte Membran getrennt wird.
Die Zellen wurden in die oberen Wells ausgesét und wanderten durch die Poren der Membran
zu den unteren Wells. Zunéchst wurden die Versuchsbedingungen etabliert, unter denen eine
Migration von EPDCs beobachtet werden konnte. In einem zweiten Schritt wurde der Einfluss
purinerger Signalwege mittels Agonisten fiir ATP- oder Adenosin-Rezeptoren auf die

Migration der EPDCs untersucht.

4.2.1 Einfluss unterschiedlicher coatings auf die Migration von EPDCs

Um eine Migration von EPDCs durch die Polycarbonat-Membran zu beobachten, ist ein
Beschichten, das sog. ,,coating®, der Membranunterseite notwendig. Zum coating kann
extrazellulire Matrix (Gelatine) oder einzelne Bestandteile der extrazelluliren Matrix, wie
bspw. Kollagene, Fibronektin, Laminin oder TNC verwendet werden (Grant et al. 2001; Chen
2005; Falasca et al. 2011). Um ein geeignetes coating fiir die Migration von EPDCs zu
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etablieren, wurden in der vorliegenden Arbeit coatings mit Gelatine (0,01% und 0,001%),

Fibronektin (10 pg/ml) und TNC (siche Kap. 3.6.1) getestet.

Zundchst wurde die Migration von EPDCs bei coatings mit verschiedenen Gelatine-
Konzentrationen (0,01% und 0,001%) und Fibronektin verglichen. Hierfiir wurden die EPDCs
in einem Medium (DMEM/5%BSA) gelost und eine EPDC-Suspension mit 12.000 Zellen/55ul
pro Well hergestellt. Dem Medium der unteren Wells wurde 5% FCS beigefiigt und die
Migration wurde nach 5-6 h Inkubationszeit detektiert (n = 1). In Abbildung 3 ist zu sehen, dass
die Migration bei einem coating mit 10 pg/ml Fibronektin (1341,3 + 92,9) deutlich hoher war
als bei einem coating mit Gelatine. Bei einem coating mit 0,01% Gelatine (257,5 + 40,7) war

die Migration stirker als bei einem coating mit 0,001% Gelatine (26,3 = 12,1).
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Abbildung 3: Migration von EPDCs in der Migrationskammer bei verschiedenen coatings der Membran. Anzahl
der migrierten Zellen bei einem coating mit Fibronektin (Fn) und Gelatine (0,01%, 0,001%) nach 5 - 6h
Inkubationszeit. Es wurden jeweils 12.000 Zellen pro Well ausgesdt (12.000 Zellen in 55 ul) und dem Medium der
unteren Kammer wurde 5% fetales Kdlberserum (FCS) hinzugegeben. Fiir das Coating mit Fn wurden insgesamt
12 Bilder (n = 2) und fiir das Coating mit 0,01% und 0,001% Gelatine jeweils 6 Bilder (n = 1) ausgewertet. Die Zahl
der migrierten Zellen ist als Mittelwert + Standardabweichung dargestellt.

Nach Myokardinfarkt wird die Expression des matrizelluldren Proteins TNC hochreguliert, das
unter anderem durch EPDCs sezerniert wird (Hesse et al. 2017). TNC bildet nach MI ein
Netzwerk und lagert sich vermehrt an der Infarkt-Grenzzone an. Im Herzen nach MI wurden
migrationsfordernde Effekte von TNC auf EPDCs (Hesse et al. 2017) und Fibroblasten
beschrieben (Tamaoki et al. 2005). Um zu untersuchen, ob ein coating der Membran mit TNC
geeignet ist, um die Migration von EPDCs zu beurteilen, wurde ein coating mit 10 pg/ml TNC
durchgefiihrt und mit einem coating mit 10 pg/ml Fibronektin verglichen. Bei einem coating

mit TNC (580,8 £454,6) migrierten im Vergleich zu einem coating mit Fibronektin
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(1190,6 +406,9) weniger EPDCs (n =2). Die Ergebnisse sind in Abbildung 4A fiir eine
ausgesite Zellzahl von 12.000 Zellen bei Zugabe von 5% FCS in die untere Kammer

dargestellt.

Um zu untersuchen, ob die Effekte eines coatings mit Fibronektin und TNC additiv sind, wurde
ein coating mit 5 pg/ml TNC und 5 pg/ml Fibronektin durchgefiihrt und die Migration von
EPDCs untersucht. Hier zeigte sich bei einem coating mit einer Mischung aus TNC und
Fibronektin (162,8 +9,7) eine hohere Migrationsrate im Vergleich zu einem coating mit
Fibronektin (77,5 +22,4) allein. In Abbildung 4B sind die migrierten EPDCs pro Bild fiir eine
ausgesite Zellzahl von 12.000 Zellen bei Zugabe von 5% FCS in das Medium der unteren
Kammer nach einer Inkubationszeit von 3 h dargestellt. Das Ergebnis weist darauthin, dass ein

Zusammenspiel der beiden Matrixkomponenten TNC und Fibronektin die Migration der
EPDCs fordert.
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Abbildung 4: Die Migration von EPDCs in der Migrationskammer bei Coatings der Membran mit Fibronektin
und Tenascin-C. A: Zahl der migrierten EPDCs bei einem Coating der Membran mit 10 ug/ml Fibronektin (Fn) im
Vergleich zu einem Coating mit 10 ug/ml Tenascin-C (TNC) (n = 2). Dargestellt fiir eine ausgesdte Zellzahl von
12.000 Zellen pro Well und Zugabe von 5% fetalem Kdlberserum (FCS) in das Medium der unteren Kammer. Die
Detektion der Migration erfolgte nach 6 h Inkubationszeit. Fiir jedes Coating wurden 12 Bilder ausgewertet.

B: Anzahl der migrierten EPDCs bei einem Coating der Membran mit 10 ug/ml Fn im Vergleich zu einem Coating
der Membran mit einer Mischung aus 5 ug/ml TNC und 5 ug/ml Fn (n = 1). Es wurden 12.000 Zellen pro Well
ausgesdt und es erfolgte die Zugabe von 5% FCS in die untere Kammer. Die Detektion der Migration erfolgte nach
einer Inkubationszeit von 3 h. Es wurden je Coating 6 Bilder ausgewertet. Dargestellt sind Mittelwerte
+ Standardabweichung.
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Des Weiteren wurden verschiedene Fibronektin-Konzentrationen (1 pg/ml, 3 pg /ml, 10 pg/ml
Fibronektin) fiir das coating verwendet (n=1), um herauszufinden, ob die Fibronektin-
Konzentration einen Einfluss auf die Migration von EPDCs hat. Die Migration der EPDCs ist
fiir eine ausgesdte Zellzahl von 12.000 Zellen pro Well in Abbildung 5 dargestellt. Die Zellen
wurden in Serum-freien Medium (Panserin 401) geldst und dem Serum-freien Medium der
unteren Kammer wurde 5% FCS hinzugefiigt. Bei einem coating mit 1 ng/ml Fibronektin
migrierten weniger EPDCs (13,3 + 6,6) als bei 3 pg/ml Fibronektin (55,0 £ 23,3). Die hochste
Migrationsrate zeigte sich bei einem coating mit 10 pg/ml Fibronektin (477,8 +£92,6). Die
Ergebnisse weisen darauf hin, dass die Konzentration des extrazelluliren Matrixproteins

Fibronektin einen Einfluss auf die Migration der EPDCs hat.
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Abbildung 5: Die Migration von EPDCs in der Migrationskammer bei einem coating der Membran mit
verschiedenen Fibronektin-Konzentrationen. Anzahl der migrierten EPDCs bei coatings der Membran mit
verschiedenen Fibronektin (Fn)-Konzentrationen (10 ug/ml, 3 ug/ml, und 1ug/ml) (n=1) nach 5-6h
Inkubationszeit. Es wurden jeweils 12.000 Zellen in Serum-freien Medium ausgesdt und dem Serum-freien
Medium der unteren Kammer wurde 5%iges fetales Kélberserum hinzugefiigt. Pro coating wurden 2 Wells a 3
Bilder ausgewertet. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardabweichung.

4.2.2 Migration von EPDCs bei verschiedenen Inkubationszeiten und
unterschiedlich konzentrierten EPDC-Suspensionen

Neben verschiedenen coatings wurde getestet, ob die Konzentration der EPDC-Suspension und
die Dauer der Inkubationszeit die Migration von EPDCs beeinflussen. Um eine geeignete
Konzentration der Zellsuspension herauszufinden, wurden 3.000, 6.000, 12.000 und 40.000
Zellen pro 55 pl Medium in die Wells der oberen Kammer ausgesét und die Migration nach 3 h
und 6 h analysiert. Zusitzlich wurde untersucht, ob FCS die Migration steigert. Hierflir wurde

ein Konzentrationsgradient von FCS {iber die Membran aufgebaut, indem 5% FCS dem
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Medium der unteren Kammer hinzugegeben wurde. Das coating der Membran erfolgte mit
10 pg/ml Fibronektin. Wie in Abbildung 6A dargestellt, konnte nach einer Inkubationszeit von
3 h ohne Zugabe von 5% FCS in das Medium der unteren Kammer eine geringe Migration der
EPDCs beobachtet werden (n = 2). Hierbei migrierten bei einer ausgeséten Zellzahl von 3.000
(42,2+£9,6), 6.000 (35,2+4,6), 12.000 (41,7+9,2) und 40.000 (34,5+7,1) Zellen
vergleichbar viele Zellen. Die Zahl der migrierten EPDCs zeigte sich bei einer Inkubationzeit
von 3 h unabhingig von der Konzentration der Zellsuspension. Vielmehr stellte sich eine Art
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Abbildung 6: Migration von EPDCs in der Migrationskammer bei unterschiedlicher Konzentration der EPDC-
Suspension. A+B: Vergleich zwischen der Migration von EPDCs nach 3 h und 6 h Inkubationszeit und Coating der
Membran mit 10 ug/ml Fibronektin (n = 2). A: Migration von EPDCs ohne Zugabe von fetalem Kdlberserum (FCS)
in das Medium der unteren Wells. Fiir jede Konzentration der Zellsuspension wurden bei 3 h und bei 6 h
Inkubationszeitjeweils 12 Bilder ausgewertet. B: Migration von EPDCs bei Zugabe von 5% FCS in das Medium der
unteren Wells. Fiir jede Konzentration der Zellsuspension wurden bei 3 h und bei 6 h Inkubationszeit jeweils 12
Bilder ausgewertet. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardabweichung. C: Exemplarische Darstellung der
migrierten EPDCs in 4-facher VergrdfSerung. Dargestellt ist die Migration von EPDCs bei unterschiedlichen
Zellzahlen nach 6 h Inkubationszeit und Zugabe von 5% FCS in das Medium der unteren Kammer. Férbung der
EPDCs mit Hdmatoxylin-Eosin.
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Bei Verdopplung der Inkubationszeit aut 6 h ohne Zugabe von 5% FCS zeigte sich eine
deutliche Steigerung der Migration bei allen Zellkonzentrationen (Abb. 6A) (n = 2). Die grofite
Zunahme der Migration zeigte sich bei einer ausgesiten Zellzahl von 12.000 Zellen pro Well
(1203,3 +98.9). Hier migrierten nach einer Inkubationszeit von 6 h ca. 28-mal mehr Zellen pro
Bild als bei einer Inkubationszeit von 3 h. Zudem fiel bei einer Inkubationszeit von 6 h eine
unterschiedliche Migrationsrate bei den verschiedenen Konzentrationen der Zellsuspensionen
auf. Bei einer ausgeséten Zellzahl von 6.000 Zellen pro Well (628,3 = 67,9) zeigte sich eine
1,6-fach stirkere Migration als bei einer ausgesdten Zellzahl von 3.000 Zellen pro Well
(387,3 £26,0). Bei einer ausgesiten Zellzahl von 12.000 Zellen pro Well (1203,3 +98,9)
migrierten wiederum 1,9-mal soviele EPDCs wie bei einer ausgesiten Zellzahl von 6.000
Zellen. Bei der maximal getesteten Zell-Konzentration von 40.000 Zellen pro Well zeigte sich
hingegen eine etwas verminderte Migration (904,2 + 118,5) im Vergleich zu einer Zellzahl von

12.000 Zellen pro Well.

Die Zugabe von 5% FCS in das Medium der unteren Kammer als Chemoattraktant steigerte die
Zahl der migrierten Zellen (Abb. 6B) im Vergleich zu keiner Zugabe von FCS (n =2)
(Abb. 6A) sowohl bei 3 h Inkubationszeit als auch bei 6 h Inkubationszeit. Durch die Zugabe
von 5% FCS migrierten bei einer Inkubationszeit von 3 h bei der ausgeséten Zellzahl von 3.000
Zellen pro Well (75,0 £13,7), 6.000 Zellen pro Well (62,7 +22,4), 12.000 Zellen pro Well
(77,5 £19,2) und 40.000 Zellen pro Well (101,5 £ 11,2) im Schnitt doppelt so viele EPDCs,
wie nach 3 h Inkuabtionszeit ohne Zugabe von 5% FCS. Es zeigte sich hier ebenfalls kein
Einfluss der ausgeséten Zellzahl auf die Zahl der migrierten Zellen. Bei einer Inkubationszeit
von 6 h lag die Steigerung der Migration durch die Zugabe von 5% FCS in das Medium der
unteren Kammer im Schnitt bei 1,3 und damit unter der Steigerung der Migration bei einer
Inkubationszeit von 3 h. Bei Zugabe von 5% FCS in das Medium der unteren Kammer konnte
bei 6 h Inkubationszeit eine Zunahme der Migration bei steigender Zellkonzentration

beobachtet werden.
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4.2.3 Einfluss von purinergen Signalwegen auf die Migration von EPDCs

Extrazelluldre purinerge Signalwege modulieren eine Vielzahl an Stoffwechselvorgdngen und
Zellfunktionen. ATP und Adenosin dienen als Lockstoffe fiir Inmunzellen und stimulieren die
Inflammationsreaktion (Bours et al. 2006; Fredholm 2007). EPDCs exprimieren neben ATP
und Adenosin Rezeptoren wichtige Ectoenzyme, die den extrazelluldren purinergen
Stoffwechsel katalysieren. Um herauszufinden, ob Adenosin und ATP einen Effekt auf die
Migration von EPDCs haben, wurden die selektiven Adenosin-Agonisten CGS-21680 (A2A-
Rezeptor) und BAY60-65833 (A2B-Rezeptor), die unselektiven Agonisten ATP und BzZATP
(P2X-Rezeptor-Agonist) und der selektive P2Y>-Rezeptor-Agonist 2-ThioUTP verwendet.

4.2.3.1 Effekt von ATP und ATP-Rezeptor-Agonisten auf die
Migration von EPDCs

Um den Einfluss von ATP auf die ungerichtete Migration von EPDC zu untersuchen, wurden
ATP und ATP-Rezeptor-Agonisten der EPDC-Suspension zugefiigt und nach 6 h die Zahl der
migrierten Zellen gezdhlt. Wie in Abbildung 7 A dargestellt, migrierten bei der Stimulation mit
ATP (145,5 £ 73,3) zwar weniger Zellen als in der nicht stimulierten Kontrollgruppe, die Werte
erreichen jedoch nicht das Signifikanzniveau. Die Stimulation mit einem ATP-Analogon
(BzATP: 182,9 +£120,1) bzw. einem P2Y>-Rezeptor-Agonisten (2-ThioUTP: 167,5 + 117,8)
zeigte ebenfalls keinen signifikanten Effekt auf die Migration von EPDC.

Um einen moglichen Verdiinnungseffekt der ATP-Agonisten durch Diffusion iiber die
Membran zu verhindern, wurden die Agonisten in einem parallelen Versuchsansatz sowohl der
EPDC-Suspension (obere Wells) als auch dem Medium der unteren Wells in einer
Konzentration von 1 pM hinzugegeben. Die in Abbildung 7 B dargestellten Ergebnisse zeigen,
dass ATP (142,2+107,0), BzZATP (178,4+141,1) und 2-ThioUTP (165,4+99,1) die

ungerichtete Migration von EPDCs nicht steigern oder hemmen.
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Abbildung 7: Migration von EPDCs in der Migrationskammer bei Stimulation mit ATP und ATP-Rezeptor-
Agonisten. A+B: Migration von EPDCs bei Stimulation mit ATP-Rezeptor Agonisten im Vergleich zur nicht
stimulierten Kontrollgruppe nach 6 h Inkubationszeit. Das Coating der Membran erfolgte mit 3 Lig/ml Fibronektin
und pro Well wurden 12.000 Zellen ausgesdit, es wurde ein Serum-freies Medium verwendet. A: Stimulation der
EPDCs durch Zugabe von ATP (1 uM) und den ATP-Agonisten BzATP (1 uM) und 2-ThioUTP (1 uM) zur EPDC-
Suspension der oberen Wells (n = 5) im Vergleich zur nicht stimulierten Kontrollgruppe (n = 8). Fiir die Zugabe von
ATP und 2-ThioUTP erfolgte die Auswertung von 45 Bildern, fiir die Zugabe von BzATP wurden 42 Bilder
ausgewertet. B: Zugabe von ATP (1 uM) und ATP-Agonisten BzATP (1 uM) und 2-ThioUTP (1 uM) zur EPDC-
Suspension in das Medium der oberen und unteren Kammer (n=3) im Vergleich zur nicht stimulierten
Kontrollgruppe (n = 8). Fiir die Zugabe von ATP wurden insgesamt 27 Bilder, fiir die Zugabe von BzATP 21 Bilder
und fiir die Zugabe von 2-ThioUTP 24 Bilder ausgewertet. Fiir die Kontrollgruppe wurden insgesamt 108 Bilder
ausgewertet. Dargestellt sind Mittelwerte +Standardabweichung.

Die chemotaktische Wirkung von ATP-Agonisten auf EPDCs wurde durch Zugabe der
Agonisten in das Medium der unteren Wells in zwei verschiedenen Konzentrationen getestet.
Hierfir wurden dem Medium der unteren Kammer jeweils 1 uM und 10 uM der ATP-
Agonisten hinzugefiigt. Die Agonisten ATP (176,8 +77,0), BZATP (207,2 = 105,3) und 2-
ThioUTP (226,1 £108,5) bewirkten in 1 pmolarer Konzentration keine signifikante
Verdnderung des Migrationsverhaltens im Vergleich zur unstimulierten Kontrollgruppe
(ADbb. 8). Bei einer hoheren Konzentration (10 uM) der ATP-Rezeptor-Agonisten kam es zu
einer leichten Zunahme der Migration von EPDCs (ATP: 271,3 + 74,2; BzZATP: 285,5 + 103,6;
2-ThioUTP: 253,3 + 84,3), das Signifikanznveau wurde jedoch nicht erreicht. Diese Ergebnisse
deuten darauf hin, dass ATP und ATP-Rezeptor-Agonisten in den hier verwendeten

Konzentrationen keine chemotaktische Wirkung auf EPDCs haben.
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Abbildung 8: Chemotaktische Wirkung von ATP und ATP-Rezeptor-Agonisten auf EPDCs in der
Migrationskammer. Gerichtete Migration von EPDCs zu ATP und ATP-Rezeptor-Agonisten verschiedener
Konzentrationen im Vergleich zur Kontrollgruppe ohne Zugabe von Agonisten. Es wurde eine Zellzahl von 12.000
Zellen pro Well ausgesdt und das Coating erfolgte mit 3 ug/ml Fibronektin. Es wurde ein Serum-freies Medium
verwendet und die Migration der EPDCs wurde nach 6 h Inkubationszeit ausgewertet. Zugabe von 1 uM ATP,
1 uM BzATP und 1 uM 2-ThioUTP in das Medium der unteren Kammer (n=8) im Vergleich zur Zugabe von
10 uM ATP, 10 uM BzATP und 10 uM 2-ThioUTP in das Medium der unteren Kammer (n=3) und der
Kontrollgruppe (n = 8). Es wurden fiir ATP (1 uM) 72 Bilder, fiir ATP (10 uM) 27 Bilder, fiir BZATP (1 uM) 66 Bilder,
fiir BzATP (10 uM) 27 Bilder, fiir 2-ThioUTP (1 uM) 69 Bilder und fiir 2-ThioUTP (10 uM) 27 Bilder ausgewertet.
Fir  die  Kontrollgruppe  wurden insgesamt 108  Bilder  ausgewertet. Dargestellt  sind
Mittelwerte * Standardabweichung.

4.2.3.2 Wirkung von Adenosin-Rezeptor-Agonisten auf die Migration
von EPDCs

Um herauszufinden, ob Adenosin einen Einfluss auf die ungerichtete Migration von EPDCs
hat, wurden die EPDCs mit den spezifischen Adenosin-Rezeptor Agonisten CGS-21680 (A2A-
Rezeptor) und BAY 60-6583 (A2B-Rezeptor) stimuliert. Die Agonisten wurden in
verschiedenen Konzentrationen (1 pM und 10 pM) der EPDCs-Suspension hinzugefiigt und
nach 6 h wurde die Migration detektiert (Protokollbeschreibung Kap.3.6.2). Wie in
Abbildung 9 dargestellt, flihrte die Stimulation des A2A-Rezeptors mit 1 uM CGS-21680
(259,2 + 63,3) lediglich zu einer leichten Steigerung der Migration im Vergleich zur nicht
stimulierten Kontrollgruppe (210,9 +124,5), das Signifikanzniveau wurde jedoch nicht
erreicht. Die Stimulation des A2B-Rezeptors mit 1 uM BAY 60-6583 (194,0 = 127,6) bewirkte
keine Verdanderung der Migration. Die Stimulation der EPDCs mit hoherer Konzentration der
Agonisten (10 uM) zeigte weder bei der Stiulation mit dem A2A-Rezeptor-Agonisten CGS-
21680 (10 uM: 203,4 £35,5) noch bei der Stimulation mit dem A2B-Rezeptor-Agonisten

BAY 60-6583 (10 uM A2B: 196,2 + 74,3) eine signifikante Verdnderung der Migration.
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Abbildung 9: Migration von EPDCs bei Stimulation mit Adenosin-Rezeptor-Agonisten in der
Migrationskammer. Stimulation von EPDCs mit Adenosin-Agonisten in verschiedenen Konzentrationen im
Vergleich zur nicht stimulierten Kontrollgruppe nach 6 h Inkubationszeit. Das Coating der Membran erfolgte mit
3 ug/ml Fibronektin und pro Well wurden 12.000 Zellen ausgesdt. Es wurde ein Serum-freies Medium verwendet.
Stimulation der EPDCs mit 1 uM (n = 8) und 10 uM (n = 3) CGS-21680, sowie 1 uM (n =8) und 10 uM (n =3) BAY60-
6583 im Vergleich zur nicht stimulierten Kontrollgruppe (n = 8). Es wurden fiir die Stimulation mit 1 uM Adenosin-
Agonisten jeweils 66 Bilder und fiir die Stimulation mit 10 uM Adenosin-Agonisten jeweils 27 Bilder ausgewertet.
Fiir die Kontrollgruppe wurden 108 Bilder ausgewertet. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardabeweichung.

Um herauszufinden, ob Agonisten der Adenosin-Rezeptoren eine chemotaktische Wirkung auf
EPDCs haben, wurden die Adenosin-Agonisten in einer Konzentration von 1 uM und 10 uM
dem Medium der unteren Wells zugefiigt und die Migration nach 6 h detektiert. Wie in
Abbildung 10 dargestellt, lieB sich keine signifikante Verdnderung der Migraiton von EPDCs
zu den 1 uM A2A- und A2B-Rezeptor-Agonisten beobachten (1 uM CGS-21680:
238,4 £134,9; 1 uM BAY 60-6583: 214,0 + 149,6). Eine hohere Konzentration der Adensoin-
Agonisten (10 uM) fithrte im Vergleich zu der 1 pM Agonisten-Konzentration und der
Kontrollgruppe ebenfalls zu keiner signifikanten Verdnderung der Migration von EPDCs
(10 uM CGS-21680: 207,6 £32,5; 10 uM BAY 60-6583: 242,77 +88,3). Die Ergebnisse
deuten darauf hin, dass Adenosin-Rezeptor-Agonisten keine chemotaktische Wirkung auf

EPDCs haben.
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Abbildung 10: Chemotaktische Wirkung von Adenosin-Rezeptor-Agonisten auf EPDCs in der
Migrationskammer. Gerichtete Migration von EPDCs bei Zugabe von Adenosin-Rezeptor-Agonisten
verschiedener Konzentrationen in das Medium der unteren Kammer im Vergleich zur Kontrollgruppe ohne Zugabe
von Agonisten. Es wurde eine Zellzahl von 12.000 Zellen pro Well ausgesdt, das Coating erfolgte mit 3 ug/ml
Fibronektin. Es wurde ein Serum-freies Medium verwendet und die Migration der EPDCs wurde nach 6 h
Inkubationszeit ausgewertet. Zugabe von 1 uM (n=8) und 10 uM (n = 3) CGS-21680, sowie 1 uM (n=8) und
10 uM (n = 3) BAY60-6583 in das Medium der unteren Kammer (n = 8) im Vergleich zur Kontrollgruppe (n = 8)
ohne Zugabe von Agonisten. Es wurden fiir die Zugabe von 1 uM CGS-21680 60 Bilder, fiir die Zugabe von
1 uM BAY60-6583 66 Bilder und fiir die Zugabe von 10 uM Adenosin-Agonisten jeweils 27 Bilder ausgewertet. Fiir
die Kontrollgruppe wurden 108 Bilder ausgewertet. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardabweichung.

4.3 Einfluss von purinergen Signalwegen auf die Expression von
Zytokinen in EPDCs

Extrazelluldre purinerge Signale beeinflussen iiber Aktivierung der verschiedene ATP- und
Adenosin-Rezeptoren nach MI die Inflammationsreaktion und das kardiale Remodelling. Unter
anderem modulieren ATP und Adenosin die Sekretion pro- und anti-inflammatorischer
Zytokine, sowie die Bildung von Wachstumsfaktoren (Abbracchio und Burnstock 1998). Nach
MI gebildete EPDCs sezernieren eine Reihe von parakrinen Faktoren, welche die Angiogenese
und kardiale Regeneration beeinflussen (Zhou et al. 2008). Um herauszufinden, ob ATP- und
Adenosin-Rezeptoren einen Einfluss auf die Genexpression von IL-6, IL-11 und IL-12a in
EPDCs haben, wurde nach einer Stimulation der Zellen mit dem P2X-Rezeptor-Agonisten
BzATP, dem P2Y;-Rezeptor-Agonisten 2-Thio-UTP, dem A2A-Rezeptor-Agonisten CGS-
21680 und dem A2B-Rezeptor-Agonisten BAY 60-6583 RNA isoliert, in cDNA transkribiert
und eine quantitative Real-Time-PCR (qQRT-PCR) durchgefiihrt.
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4.3.1 Effekte von ATP-Rezeptor-Agonisten auf die Expression von
Zytokinen

Um herauszufinden, ob ATP-Rezeptoren bei der Expression von Zytokinen in kultivierten
EPDCs eine Rolle spielen, wurde die mRNA-Expression von IL-6, IL-11 und die Expression
der IL-12-Untereinheit p35 6 h nach Aktivierung von ATP-Rezeptoren mit BZATP (100 uM)
und 2-ThioUTP (2 uM) analysiert (n=4). Die mRNA-Expression wird als Faktor der
Steigerung zwischen der stimulierten Gruppe und der unstimulierten Kontrollgruppe
angegeben. Die Ergebnisse der qRT-PCR zeigen, dass eine Stimulation mit BZATP im
Vergleich zur nicht stimulierten Kontrollgruppe die Expression des Zytokins IL-6 in EPDCs
signifikant steigerte (4,7 =2,1;p <0,05) (Abb. 11). Ein signifikanter Einfluss auf die
Expression von IL-11 konnte nach Stimulation der EPDCs mit BZATP nicht beobachtet werden
(1,7 £0,6; p> 0,05). Wie in Abbildung 11 dargestellt, zeigte BZATP einen hemmenden Effekt
auf die Expression der Untereinheit p35 des IL-12 (0,4 £ 0,1; p <0,001). Die Stimulation der
EPDCs mit dem spezi-fischen P2Y>-Rezeptor-Agonisten 2-ThioUTP beeinflusste weder die
Expression von IL-6 (0,9 = 0,1; p > 0,05), noch die Expression von IL-11 (1,2 £ 0,2; p > 0,05)
(Abb. 11). Die Aktivierung des P2Y:-Rezeptors fiihrte jedoch zu einer Hemmung der
Expression der IL-12-Untereinheit p35 (0,8 + 0,04; p <0,01) (Abb. 11).
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Abbildung 11: Zytokin-Expression von EPDCs nach Stimulation mit ATP-Rezeptor-Agonisten. Stimulation von
EPDCs mit 100 uM BzATP und Stimulation mit 2 uM 2-ThioUTP fiir 6 h und Analyse der mRNA-Expression von IL-
6, IL-11 und IL-12p35 mittels quantitativer-Real-Time-PCR. Relation der mRNA-Expression von stimulierten EPDCs
zur mRNA-Expression der unstimulierten Kontrollgruppe (n =4). Dargestellt sind Mittelwerte + Standard-
abweichung. T-Test: * p<.05, ** p <.01, *** p<.001
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4.3.2. Effekte von Adenosin-Rezeptor-Agonisten auf die Expression von
Zytokinen

Um den Einfluss von Adenosin-Rezeptor-Agonisten auf die Expression von IL-6, IL-11 und
der IL-12-Untereinheit p35 zu untersuchen, wurden die kultivierten EPDCs fiir 6 h mit dem
spezifischen A2A-Rezeptor-Agonist CGS-21680 (1 uM) und dem spezifischen A2B-Rezeptor-
Agonisten BAY 60-6583 (25 uM) stimuliert (n = 4). Die Ergebnisse der qRT-PCR zeigen eine
deutliche Steigerung der relativen Genexpression von IL-6 (23,3 £2,5; p <0,001) und IL-11
(3,6 £1,3; p<0,05) bei Aktivierung des A2B-Rezeptors im Verhiltnis zur unstimulierten
Kontrollgruppe (Abb. 12). Dariiber hinaus wurde, wie in Abbildung 11 dargestellt, die relative
Expression der IL-12 Untereinheit p35 durch den A2B-Rezeptor-Agonisten im Vergleich zur
Kontrollgruppe gehemmt (0,3 + 0,02; p <0,001). Die Aktivierung des A2A-Rezeptors zeigte
hingegen weder einen signifikanten Einfluss auf die Expression von IL-6 (1,1 £0,1; p > 0,05)
und IL-11 (1,1 £0,3;p>0,05) noch auf die Expression der IL-12-Untereinheit p35
(0,9+0,1; p>0,05) (Abb. 12).
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Abbildung 12: Zytokin-Expression von EPDCs nach Stimulation mit Adenosin-Rezeptor-Agonisten. Stimulation
von EPDCs mit dem A2A-Rezeptor-Agonisten CGS-21680 (1 uM) und dem A2B-Rezeptor-Agonisten BAY 60-6583
(25 uM) fiir 6 h und Analyse der mRNA-Expression von IL-6, IL-11 und IL-12p35 mittels quantitativer Real-Time-
PCR. Relation der mRNA-Expression von stimulierten EPDCs zur mRNA-Expression der unstimulierten
Kontrollgruppe (n=4). Dargestellt sind Mittelwerte + Standardabweichung. T-Test: *p<.05 **p<.01,
*#* p<.001
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5 Diskussion

Der MI und seine Folgeerkrankungen sind eine der héufigsten Todesursachen in den
Industrienationen (World Health Organization 2017, 2019). Aufgrund der eingeschrinkten
Regenerationsfahigkeit des Herzens kommt es zu ungilinstigen Umbauprozessen mit Fibrose
und Narbenbildung (Bergmann et al. 2009; Kennedy-Lydon und Rosenthal 2015), woraus
schwere Folgeerkrankungen resultieren (Pfeffer und Braunwald 1990; Kennedy-Lydon und
Rosenthal 2015). Ziel aktueller Forschung ist es, die Regenerationsfahigkeit des Myokards nach
Infarkt zu optimieren. Einen wichtigen Ansatzpunkt stellen hierbei EPDCs dar (van Wijk et al.
2012), die nach Infarkt durch Reakivierung des Epikards durch epitheliale-mesenchymale
Transition gebildet werden (van Wik et al. 2012; Duan et al. 2012). Als multipotente
Progenitorzellen haben EPDCs das Potenzial, in verschiedene Zellen, wie Fibroblasten, glatte
Muskelzellen, Endothelzellen und zu einem geringen Teil in Kardiomyozyten zu differenzieren
(Zhou et al. 2011; van Wijk et al. 2012). Einen wichtigen Einfluss auf die biologische Aktivitét
von EPDCs konnten die extrazelluldren purinergen Signalmolekiile ATP und Adenosin haben,
welche durch die Gewebeschiddigung beim MI vermehrt freigesetzt werden (Kunugi etal. 2011;
Boros et al. 2015). Neben einer Reihe von ATP- und Adenosin-Rezeptoren exprimieren EPDCs
Ectoenzyme, die den Abbau der extrazelluldren Nukleotide und Nukleoside katalysieren (Hesse
etal. 2017) (vgl. Kap 1.5). Insgesamt zeigen frithere Forschungen, dass EPDCs und purinerge
Signale nach MI eine wichtige Rolle bei der sterilen Inflammationsreaktion und der kardialen
Wundheilung spielen (Bax et al. 2011; Zhou et al. 2011; Bollini et al. 2014; Burnstock und
Pelleg 2015; Hesse et al. 2017).

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von extrazelluldren purinergen Signalwegen tiber
ATP-und Adenosin-Rezeptoren auf die Proliferation, die Migration und Zytokinexpression von
EPDCs in vitro untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass eine Stimulation der EPDCs mit
ATP-Rezeptor-Agonisten oder selektiven Adenosin-Rezeptor-Agonisten keinen signifikanten
Einfluss auf die Proliferation und die Migration von EPDCs hat. Im Gegensatz dazu zeigte sich
ein Einfluss von ATP- und Adenosin-Rezeptor-Agonisten auf die Expression der Zytokine IL-
6, IL-11 und IL-12a. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass purinerge Signale iiber
Adenosin- oder ATP-Rezeptoren zwar keinen Einfluss auf die Proliferation und Migration von
EPDCs haben, jedoch an der Regulation der Zytokinexpression beteiligt sind. Nachfolgend

werden die Ergebnisse und die in dieser Arbeit verwendeten Methoden kritisch diskutiert.
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5.1 Einfluss von purinergen Signalen auf die Proliferation von
EPDCs nach MI

Die purinen Signalmolekiile ATP und Adenosin, die Ischdmie-bedingt vermehrt freigesetzt
werden, sind wichtige Regulatoren der kardialen Wundheilung (Bours et al. 2006; Bax et al.
2011; Ferrari et al. 2016b). Wie in der Einleitung beschrieben, unterstiitzen Nukleotide und
Nukleoside die sterile Inflammationsreaktion, die Angiogenese, die Proliferation und die
Gewebereparatur (Willems et al. 2005; Bours et al. 2006; Fredholm 2007; Burnstock und Pelleg
2015; Burnstock 2017; Ferrari et al. 2016b). In der proliferativen Phase der Wundheilung ist
die Aktivierung und Proliferation von Fibroblasten sowie die Sekretion von ECM fiir die
Bildung eines Granulationsgewebes essenziell (Prabhu und Frangogiannis 2016). Die Purine
ATP und Adenosin vermitteln wichtige zum Teil gegensétzliche Effekte auf die Proliferation

(Ferrari et al. 2016Db).

5.1.1 Wirkung von ATP auf die Proliferation von EPDCs

Nach MI ist ATP ein wichtiger Modulator der proliferativen Phase der Wundheilung und
unterstiitzt iiber pro-fibrotische Effekte die Gewebereparatur durch Stimulation der
Zellproliferation und Sekretion von ECM (Lu und Insel 2014; Ferrari et al. 2016a). Bei
kardialen Fibroblasten konnte gezeigt werden, dass die Steigerung der Proliferation durch ATP
iiber die Aktivierung von P2X-Rezeptoren (P2X4- und P2X7-Rezeptor), sowie iiber den P2Y »-
Rezeptor vermittelt wird (Lu und Insel 2014; Chen et al. 2012). Interessanterweise werden in
der Literatur neben proliferationsfordernden Effekten auch hemmende Effekt von ATP auf die
Proliferation beschrieben (Lertsuwan und Ruchirawat 2017). Beispielsweise hemmt ATP die
Proliferation von Cholangiozyten und Cholangiokarzinomzellen der Leber (Lertsuwan und
Ruchirawat 2017). In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals untersucht, ob ATP einen Effekt
auf die Proliferation von EPDCs in vitro besitzt und somit in vivo bei der Proliferation von
EPDCs eine wichtige Rolle spielen konnte. Um die Proliferation von EPDCs zu untersuchen,
wurde ein BrdU-Proliferations-Assay verwendet und die EPDCs mit ATP, dem P2X-Rezeptor-
Agonisten BZATP und dem selektiven P2Y;-Rezeptor-Agonisten 2-ThioUTP behandelt. Ein
Effekt von ATP-Agonisten auf die Proliferation von EPDCs konnte in der vorliegenden Arbeit
jedoch nicht beobachtet werden (Abb. 2A), was darauf hindeutet, dass extrazelluldres ATP bei
der Regulation der Proliferation von EPDC in vivo keine oder nur eine untergeordnete Rolle

spielt.
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5.1.2 Wirkung von Adenosin auf die Proliferation von EPDCs

Im Gegensatz zu den pro-fibrotischen Effekten von ATP am Herzen (Bonner etal. 2013; Ferrari
et al. 2016a), wird die Wirkung von Adenosin kontrovers diskutiert. Neben anti-fibrotischen
Effekten durch Hemmung der kardialen Fibroblastenproliferation und Verminderung der
Kollagensynthese (Chen et al. 2004; Sassi et al. 2014) konnen auch pro-fibrotische Effekte von
Adenosin beobachtet werden (Zhong et al. 2011; Maas et al. 2008). Bei kardialen Fibroblasten
hemmt Adenosin zum einen durch Aktivierung des A2A-Rezeptors cAMP-vermittelt die
Proliferation (Chen et al. 2004; Sassi et al. 2014). Zum anderen fiihrt die Aktivierung des A2B-
Rezptors auf kardialen Fibroblasten zu einer Hemmung der Endothelin-1 induzierten
Proliferation (Dubey et al. 1997; Phosri et al. 2017). In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals
untersucht, welchen Einfluss Adenosin-Rezeptor-Agonisten auf die Proliferation von EPDCs
haben. Die Proliferation wurde mit dem BrdU-Proliferationsassay quantifiziert, und der
Einfluss von Adenosin auf die Proliferation von EPDCs wurde durch Behandlung der Zellen
mit dem selektiven A2A-Rezeptor-Agonisten CGS-21680 und dem selektiven A2B-Rezeptor-
Agonisten BAY60-6583 getestet. Es konnte weder durch Aktivierung des A2A-Rezeptors noch
durch Aktivierung des A2B-Rezeptors eine signifikante Verdnderung der Proliferation
beobachtet werden (Abb. 2B). Insgesamt weisen die Ergebnisse daraufhin, dass extrazelluléres

Adenosin in vivo keine bedeutsame Rolle bei der Proliferation von EPDCs spielen konnte.

5.2 Einfluss extrazellularer Matrix auf die Migration von
EPDCs

In der Literatur wird die Migration adulter EPDCs nach MI in das geschéddigte Myokard
kontrovers diskutiert (Gittenberger-De Groot et al. 2010; Zhou et al. 2011). Zhou et al. (2012)
konnen keine Migration von EPDCs nach MI beobachten, wihrend in anderen Studien sowohl
in vivo als auch in vitro eine Migration von EPDCs gezeigt werden konnte (Limana et al. 2007,
Gittenberger-De Groot et al. 2010; Ding et al. 2016; Hesse et al. 2017). Um das
Migrationsverhalten der EPDCs in vitro zu untersuchen, wurde in dieser Arbeit die
Migrationskammer von Neuro Probe verwendet. Die Migrationskammer ist nach dem Prinzip
der Boyden-Kammer aufgebaut: Sie besteht aus zwei mit Medium gefiillten Kammern, die
durch eine porenbesetzte Membran voneinander getrennt werden, welche die Zellen, die in der
oberen Kammer ausgesédt werden, durch aktive Migration iiberwinden koénnen (Chen 2005;

Falasca et al. 2011).
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Damit in der vorliegenden Arbeit eine Migration der EPDCs durch die 8 um grof3en Poren der
Membran beobachtet werden konnte, war ein coating (Beschichtung) der Membran mit ECM-
Komponeten notwendig, welches den Zellen ein Anheften an der Membran ermoglicht und die
Migration erleichtert (sieche Kap. 3.6.1; Grant et al. 2001; Chen 2005; Falasca et al. 2011). Um
ein geeignetes coating fiir die Migration von EPDCs zu etablieren, wurden fiir diese Arbeit
verschiedene coating’s mit Fibronektin, Gelatine und TNC getestet. Letzteres wird unter
pathologischen Bedingungen, wie dem MI hochreguliert, und tiberwiegend von interstitiellen
Fibroblasten und EPDCs sezerniert (Imanaka-Yoshida et al. 2001; Prabhu und Frangogiannis
2016; Hesse et al. 2017; Ding et al. 2018). Die stirkste Migration der EPDCs zeigte sich bei
einem coating mit Fibronektin (Abb 3), wobei die Migration mit zunehmender
Fibronektinkonzentration anstieg (Abb. 5). Wahrend bei einem coating mit TNC eine geringere
Migration der EPDCs zu beobachten war als bei einem Fibronektin-coating, zeigten vorlaufige
Daten bei Zugabe von TNC zu Fibronektin eine Steigerung der Migration. Dies konnte durch
Interaktionseffekte von TNC und Fibronektin, die zu einer verminderten Zelladhidsion und
somit vermehrten Zellmigration fithren konnen (Huang et al. 2001), bedingt sein. Des Weiteren
zeigte TNC eine steigernde Wirkung auf die Migration von EPDCs in einem Migrationsassay
mit Zellkultureinsitzen im 24-Well-Fomrat (Millipore QCM Chemotaxis Cell Migration
Assay) (Hesse et al. 2017). TNC, das sich in der Grenzzone zum Infarkt anlagert (Imanaka-
Yoshida 2012), scheint die Migration von Fibroblasten und anderen reparierenden Zellen in das
betroffene Myokradgewebe zu erleichtern (Kong et al. 2014). Weitere Versuche sind
notwendig, um den Einfluss von TNC und Fibronektin als ECM-Proteine auf die Migration von

EPDCs in vivo zu beurteilen.

In dieser Arbeit wurde fiir die Migrationsversuche mit ATP-und Adenosin-Rezeptor-Agonisten
ein coating mit Fibronektin (3 pg/ml) gewéhlt, bei dem eine mittlere Migration zu beobachten
war (Abb. 5). Es ist zu beachten, dass die Verwendung eines coatings durch die Interaktion der
ECM-Komponeten mit Membranproteinen, wie z.B. Integrinen, neben dem Einfluss auf die
Migration, Einfluss auf die Zellaktivitdt, Zelladdsion und Proliferation haben kann (Falasca et
al. 2011). Zudem beschrieben Zantl und Horn (2011), dass neben dem coating die verwendete
Konzentration der Zellsuspension und die Inkubationszeit die Migration beeinflussen kann
(Zantl und Horn 2011). In der vorliegenden Arbeit konnte nach einer Inkubationszeit von 6 h
eine deutlich stirkere Migration von EPDCs beobachtet werden als nach einer Inkubationszeit
von 3 h (Abb. 6). Um mogliche Effekte von ATP- und Adenosin-Rezeptor-Agonisten auf die

Migration von EPDCs zu untersuchen, wurde fiir die Migrationsversuche mit ATP- und
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Adenosin-Rezeptor-Agonisten daher eine Inkubationszeit von 6 h und eine Konzentration der

Zellsuspension mit 12.000 Zellen pro 55 pl gewéhlt.

5.3 Einfluss von purinergen Signalen auf die Migration von
EPDCs nach MI

Besonders in der inflammatorischen Phase der Wundheilung nach MI kommt es zum
Einwandern von Immun- und Nicht-Immunzellen in das geschiddigte Myokard, die das
geschidigte Areal von Uberresten untergegangener Zellen reinigen (Cronstein 2011; Prabhu
und Frangogiannis 2016; Ferrari et al. 2016a). Die Purine ATP und Adenosin spielen bei der
Regulation der Migration sowohl von Immunzellen als auch Nicht-Immunzellen eine wichtige
Rolle (Ferrari et al. 2016a). Daher wurde in der vorliegenden Arbeit untersucht, welche Effekte
ATP- und Adenosin-Rezeptor-Agonisten auf die Migration von EPDCs besitzen. Die

Ergebnisse werden im Folgenden dargestellt und diskutiert.

5.3.1 Chemotaktische Wirkung von ATP auf EPDCs

Das Nukleotid ATP, das bei Gewebeschiadigung, Zellstress und mechanischem Stress in den
extrazelluliren Raum freigesetzt wird (Lazarowski et al. 2003; Ferrari et al. 2016a), steigert als
damage associated pattern die inflammatorische Antwort (Martinez-Ramirez et al. 2017). Der
ATP-Anstieg scheint zusammen mit anderen Mediatoren eine wichtige Rolle fiir die
Rekrutierung von Immunzellen in das geschiadigte Gewebe zu spielen (Myrtek und Idzko
2007). An verschiedenen Zelltypen, wie Immunzellen (Neutrophile, Makrophagen,
Monozyten; Elliott et al. 2009; Miiller et al. 2017) und Nicht-Immunzellen (Fibroblasten)
(Miiller et al. 2017), wurde ATP als chemotaktisch aktiv beobachtet. In der vorliegenden Arbeit
wurde daher untersucht, ob ATP eine chemotaktische Wirkung auf EPDCs in vitro besitzt und
somit moglicherweise in vivo als Signal zur Migration ins Gewebe dienen kann. Die
Chemotaxis wurde mit der Migrationskammer von Neuro Probe untersucht, die nach dem
Prinzip der Boydenkammer aufgebaut ist. Uber eine semipermeable Membran wurde ein
Konzentrationsgradient von ATP und ATP-Rezeptor-Agonisten aufgebaut und die Migration
der EPDCs zu den jeweiligen Agonisten gemessen (siche Kap. 3.6.2). Fiir die Versuche wurde
der selektive P2Y>-Rezeptor-Agonist 2-ThioUTP verwendet, da der P2Y»-Rezeptor stark von
EPDCs exprimiert wird (Hesse et al. 2017) und der P2Y>-Rezeptor mit der Chemotaxis von

pulmonalen Fibroblasten und Monozyten assoziiert ist (Elliott et al. 2009; Miiller et al. 2017).
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Des Weiteren wurden ATP und der P2X-Rezeptor-Agonist BZATP als Chemoattractants fiir
EPDCs getestet. Die Ergebnisse zeigen, dass weder ATP, BZATP, noch der P2Y;-Rezeptor-
Agonist 2-ThioUTP eine chemotaktische Wirkung auf EPDCs haben. Lediglich bei einer
Erh6hung der Konzentration von 1 uM auf 10 uM der selektiven und nicht-selektiven ATP-
Rezeptor-Agonisten konnte eine leichte Steigerung der Migration beobachtet werden, die

jedoch nicht das Signifikanzniveau erreichte (Abb. 8).

5.3.2 Stimulation der Migration durch ATP

Neben einer chemotaktischen Wirkung von ATP konnte fiir einige Immunzellen eine Zunahme
der ungerichteten Migration durch ATP beobachtet werden (Ravichandran 2010; Kronlage et
al. 2010; Isfort et al. 2011; Corriden und Insel 2012). Zudem steigert ATP die Migration
diverser Zellen, wie glatter endothelialer Muskelzellen (Yu et al. 2008), Gliazellen (Bernascone
et al. 2010) und kardialer Fibroblasten (Braun et al. 2010; Chen et al. 2012). Chen et al. (2012)
identifizieren bei kardialen Fibroblasten die P2X4- P2X7- und P2Y>-Rezeptoren als relevante
Rezeptoren. EPDCs exprimieren ebenfalls den ionotropen P2X4-Rezeptor und P2X7-Rezeptor
sowie den metabotropen P2Y>-Rezeptor (Hesse et al. 2017). Daher wurde in dieser Arbeit
erstmals untersucht, ob ATP ein Stimulus fiir die Migration von EPDCs in vitro darstellt und
somit moglicherweise die Migration von EPDCs in vivo orchestriert. Hierfiir wurde, wie bei
den Versuchen zur chemotaktischen Wirkung von ATP, der Transwellmigrationsassay von
NeuroProbe verwendet. Dabei wurde die Migration von EPDCs nach Zugabe von ATP, dem
unselektiven P2X-Rezeptor-Agonisten BZATP und dem selektiven P2Y>-Rezeptor-Agonisten
2-ThioUTP zur Zellsuspension untersucht. Die Ergebnisse zeigen bei den unselektiven und
selektiven ATP-Rezeptor-Agonisten weder eine Zunahme noch eine Hemmung der Migration
im Vergleich zu den unstimulierten EPDCs (Abb. 7A). Es ist denkbar, dass eine Diffusion der
Agonisten iiber die Membran nach einiger Zeit erfolgt, sodass es zu einem ungewollten
Verdiinnungseffekt kommen kann. Daher wurde zusétzlich die Migration bei Zugabe der
Agonisten zur Zellsuspension und zum Medium in der unteren Kammer untersucht. Hierbei
konnte ebenfalls kein stimulierender oder inhibitorischer Effekt auf die Migration der EPDCs

beobachtet werden (Abb. 7B).

Insgesamt deuten die Ergebnisse nicht darauf hin, dass nach MI freigesetztes ATP in vivo als
Chemoattractant fiir EPDCs fungieren konnte, auch ist ATP in vivo wahrscheinlich kein

wichtiger Faktor, der die Migration der EPDCs beeinflusst.

62



5.3.3 Chemotaktische Wirkung von Adenosin auf EPDCs

Wie bereits in der Einleitung beschrieben (Kap. 1.4.3) ist der Abbau des pro-inflammatorischen
und pro-fibrotischen ATPs durch Ectoenzyme, wie CD73, essenziell, um die Immunantwort zu
regulieren (Bonner et al. 2013). Die CD73-abhingige Bereitstellung von Adenosin bewirkt
beim Infarkt des Herzens unter anderem einen Schutz des Myokards (Eckle et al. 2007). Die
Aktivierung der Adenosin-Rezeptoren A2A und A2B beeinflusst die Funktion von
Immunzellen, indem beispielsweise die Migration und Chemotaxis der Zellen gehemmt wird
(Wakai et al. 2001; van der Hoeven et al. 2008; Save et al. 2011; Gessi et al. 2011; Wang und
Chen 2018). Bei Nicht-Immunzellen, wie endothelialen Zellen, wird hingegen eine
chemotaktische Wirkung von Adenosin beobachtet (Grant et al. 2001; Fernandez et al. 2012).
Im Gegensatz dazu detektierten Mohamadnejad et al. (2010) bei mesenchymalen Stammzellen
keine chemotaktische Wirkung von Adenosin. Untersuchung zur chemotaktischen Wirkung
von Adenosin bei kardialen Zellen, z.B. kardialen Fibroblasten, sind aktuell nicht bekannt. In
dieser Arbeit wurde die chemotaktische Wirkung von Adenosin-Rezeptor-Agonisten auf
EPDCs untersucht. Hierfiir wurde der Transwellmigrationsassay von Neuro Probe genutzt und
iiber eine semipermeable Membran ein Konzentrationsgradient des selektiven A2A -Rezeptor-
Agonisten CGS-21680 und des selektiven A2B-Rezeptor-Agonisten BAY60-65833 aufgebaut.
Die Agonisten wurde in den Konzentrationen 1 uM und 10 uM verwendet. Die Ergebnisse
zeigten weder eine chemotaktische Wirkung des A2A-Rezeptor-Agonist, noch des A2B-
Rezeptor-Agonist auf EPDCs. Dariiber hinaus bewirkten die selektiven Adenosin-Agonisten

auch keine Hemmung der Migration von EPDCs (Abb. 10).

5.3.4 Stimulation der Migration durch Adenosin

Adenosin hemmt nicht nur die Chemotaxis von Immunzellen, sondern moduliert vor allem
durch Stimulation des A2A- und A2B-Rezeptors die Migration verschiedener Zellen (Ahmad
et al. 2009; Gessi et al. 2011; Fernandez-Gallardo et al. 2016). Bei bronchialen Epithelzellen
und Lungenendothelzellen kann eine zum Teil konzentrationsabhingige Steigerung der
Migration durch Stimulation des A2A-Rezeptors beobachtet werden (Allen-Gipson et al. 2007;
Ahmad et al. 2009). Im Gegensatz dazu hemmt Adenosin durch Aktivierung des A2B-
Rezeptors die Migration von Gliazellen (Bernascone et al. 2010) und zeigt ebenso eine

hemmende Wirkung auf die Migration von Zevixkarzinom-Zellen (Gao et al. 2016).

In der vorliegenden Arbeit wurde daher neben den chemotaktischen Effekten von Adenosin die
Effekte einer Aktivierung von Adenosin-Rezeptoren auf die Migration von EPDCs untersucht.
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Die Migration wurde mit Hilfe eines Transwellmigrationsassays nach Gabe eines selektiven
A2A- oder selektiven A2B-Rezeptor-Agonisten nach 6 h analysiert. Die Ergebnisse zeigten,
dass weder durch die Stimulation des A2A-Rezeptors noch durch Stimulation des A2B-
Rezeptors ein Effekt auf die Migration von EPDCs beobachtet werden konnte (Abb. 9). Ein
Einfluss der Konzentration der Adenosin-Rezeptor-Agonisten konnte nicht gefunden werden
(Abb. 9). Die Literatur zeigt, dass Adenosin je nach Zelltyp und aktiviertem Rezeptor
unterschiedliche Effekte auf die Migration von Zellen besitzt (Allen-Gipson et al. 2007;
Bernascone et al. 2010; Fernandez-Gallardo et al. 2016).

Insgesamt zeigen diese Versuche, dass extrazellulires Adenosin in vivo kein entscheidendes
Chemoattractant fiir EPDCs darstellt und dass Adenosin bei der Regulation der Migration von

EPDCs in das infarzierte Myokard wahrscheinlich nicht relevant ist.

5.4 Einfluss purinerger Signale auf die Zytokinexpression von
EPDCs nach MI

Nach MI gebildete EPDCs sezernieren verschiedene parakrine Faktoren, welche die
Angiogenese und Wundheilung positiv beeinflussen und zu einer reduzierten Infarktgrdfle,
sowie verbesserten Herzfunktion fiihren (Zhou et al. 2011). Gleichzeitig kann die Sekretion
pro-inflammatorischer Zytokine zu einer verldngerten und exzessiven inflammatorischen Phase
fithren, die in einer nachhaltigen Gewebeschddigung und ungiinstiger Heilung resultieren kann
(Prabhu und Frangogiannis 2016). ATP und Adenosin konnen neben der Migration und
Proliferation von Zellen die sterile Inflammationsreaktion beeinflussen: Sie sind an der
Aktivierung von Immun- und Nicht-Immunzellen beteiligt und steuern die Sekretion pro- und
anti-inflammatorischer Zytokine sowie die Sekretion von Wachstumsfaktoren (Ferrari et al.

2016b).

5.4.1 Einfluss von ATP auf die Zytokinexpression von EPDCs

Das Nukleotid ATP ist fiir die sterile Inflammationsreaktion nach MI relevant, da es neben
seiner chemotaktischen Wirkung auf Immunzellen (Elliott et al. 2009; Miiller et al. 2017) die
Sekretion pro-inflammatorischer Zytokine und Chemokine stimulieren kann (Ravichandran
2010; Kronlage et al. 2010; Ferrari et al. 2016b). In der vorliegenden Arbeit wurde in vitro
untersucht, ob eine Stimulation der ATP-Rezeptoren die Zytokinexpression von EPDCs

beeinflusst. Hierfliir wurde nach Behandlung der EPDCs iiber 6 h mit dem P2X-Rezeptor-
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Agonisten BzZATP und dem P2Y;-Rezeptor-Agonisten 2-ThioUTP die RNA aus EPDCs
isoliert, in cDNA transkribiert und mittels quantitativer Real-Time-PCR die Expression der

Zytokine IL-6, IL-11 und IL-12a quantifiziert.

Die Ergebnisse zeigten, dass eine Behandlung mit dem P2X-Rezeptor-Agonisten BZATP die
Expression des Zytokins IL-6 signifikant steigerte (Abb. 11). Eine Aktivierung des P2Y>-
Rezeptors durch den selektiven Agonisten 2-Thio-UTP zeigte hingegen keinen Einfluss auf die
Expression von IL-6. Es scheint, dass die gesteigerte IL-6 Expression in EPDCs unabhéngig
von einer Aktivierung des P2Y;-Rezeptors stattfindet. Das Zytokin IL-6 hat pleiotrope Effekte
(Frangogiannis 2014): Einerseits hat IL-6 durch Initiierung der Inflammation und
Wundheilung, sowie der Wirkung auf die Gewebeintegritit eine protektiven Effekt nach MI
(Fontes et al. 2015). Andererseits fiihrt die chronische IL-6-Erhéhung zu einer anhaltenden
Inflammation (Fontes et al. 2015) und spielt eine zentrale Rolle in der Entstehung der
myokardialen Fibrose (Feng et al. 2022). Insgesamt scheint die pro-inflammatorische Wirkung
von IL-6 zu iiberwiegen (Libby 2021), denn erhohte IL-6 Level nach MI sind mit einer
verminderten kardialen Funktion assoziiert (Groot et al. 2019) und die Gabe eines IL-6-
Antagonisten fiihrt bei Patienten mit Nicht-ST-Hebungsinfarkt zu einer verminderten
Inflammation (Kleveland et al. 2016). Die gesteigerte IL-6 Expression in EPDCs durch ATP
konnte somit zu einer ungiinstigen Verlingerung der Inflammation und Entstehung einer
Fibrose beitragen. Weder die Stimulation mit BZATP noch mit 2-ThioUTP hatte einen
signifikanten Effekt auf die Expression von IL-11 in EPDCs (Abb. 11). Es zeigte sich jedoch
eine reduzierte Expression der IL-12-Untereinheit p35 nach Stimulation mit BZATP und dem
P2Y;-Rezeptor-Agonisten 2-ThioUTP (Abb. 11). Die Untereinheit p35 kommt sowohl im pro-
inflammatorischen Zytokin IL-12 sowie in dem anti-inflammatorischen Zytokin IL-35 vor.
Wihrend eine reduzierte Expression von IL-12p35 mit einer verbesserten kardialen Funktion
bei Méusen nach MI einhergeht (Kan et al. 2016), kann ein positiver Effekt von IL-35 auf
kardiovaskuldre Erkrankungen festgestellt werden (Ye et al. 2020). Die Funktion und Wirkung
einer ATP-vermittelten Reduktion der p35-Expression in EPDCs bleibt daher unklar. Hier sind
weitere Untersuchungen notwendig, um die autokrine und parakrine Rolle von IL-12 und IL-

35 auf EPDCs und das kardiale Remodelling nach MI zu untersuchen.

5.4.2 Einfluss von Adenosin auf die Zytokinexpression von EPDCs

Anders als das pro-inflammatorisch wirkende ATP hat Adenosin iiber seine jeweiligen

Rezeptoren unterschiedliche Wirkung auf die Inflammation und Bildung von Zytokinen
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(Feoktistov und Biaggioni 2011). Adenosin kann zum einen anti-inflammatorisch wirken und
protektive Effekte nach MI vermitteln (Khoa et al. 2001; Gessi et al. 2011; Cronstein und
Sitkovsky 2017). Uber Aktivierung des A2A-Rezeptors induziert Adenosin die Expression des
anti-inflammatorischen Zytokin IL-10 (Boros et al. 2015) und hemmt die Produktion des pro-
inflammatorischen Zytokins IL-12 (Khoa et al. 2001). Hieriiber bewirkt Adenosin eine
Verringerung der inflammatorischen Antwort (Hasko et al. 2008). Zum anderen kann Adenosin
pro-inflammatorisch wirken, indem es die Sekretion pro-inflammatorischer Zytokine, wie

beispielsweise IL-6 steigert (Sitaraman et al. 2001; Feng et al. 2010; Fredholm et al. 2011).

In dieser Arbeit zeigte sich, dass nach Aktivierung des A2A-Rezeptors keine Verdnderung in
der Expression der untersuchten Zytokine (IL-6, IL-11 und IL-12a) beobachtet werden konnte.
Die Aktivierung des A2B-Rezeptors fithrte zu einer signifikanten Steigerung der Expression
von IL-6 und IL-11. IL-11 trdgt zur Inflammation, zur Aktivierung von Myofibroblasten und
Ablagerung von ECM und damit zur Organdysfunktion des Herzens bei (Schafer et al. 2017,
Corden et al. 2020). In kardialen Fibroblasten ist IL-11 fiir die pro-fibrotische Wirkung von
TGF-betal essenziell und beeinflusst die Proteinsynthese und Proteinsekretion (Schafer et al.
2017). Uber die Hochregulation des pro-inflammatorischen und pro-fibrotischen Zytokins IL-
11 durch Aktivierung des A2B-Rezeptors sind EPDCs mdglicherweise an der

Inflammationsreaktion und Entstehung einer Fibrose nach MI beteiligt.

Die Aktivierung des A2B-Rezeptors flihrt zu einer Hemmung der Expression der IL-12-
Untereinheit p35. Wie bereits in Kapitel 5.4.1 beschrieben, kommt die Untereinheit p35 sowohl
im pro-inflammatorischen IL-12 als auch im anti-inflammatorischen IL-35 vor (Jones und
Vignali 2011; Vignali und Kuchroo 2012), wobei die Wirkung von IL-35 nicht abschlieBend
geklart ist (Hasegawa et al. 2016; Tait Wojno et al. 2019). Weitere Versuche sind notwendig,
um die Bedeutung der Expression von IL-12 und IL-35 durch EPDCs zu kléren.

Im Ergebnis zeigen die in dieser Arbeit erhobenen Daten, dass ATP und Adenosin die
Zytokinexpression von EPDCs im infarzierten Herzen beeinflussen konnen. Sowohl ATP als
auch Adenosin kdnnten auch in vivo durch Hochregulation der IL-6 Expression in EPDCs die
Inflammationsreaktion nach MI modulieren. Interessanterweise konnte hier besonders
Adenosin iiber den A2B-Rezeptor eine zentrale Rolle spielen, da die Aktivierung des A2B-
Rezeptors in vitro einen deutlich stirkeren Effekt auf die Expression von IL-6 zeigte als eine
Aktivierung der ATP-Rezeptoren. Ebenso legen die Ergebnisse die Vermutung nahe, dass
Adenosin iiber den A2B-Rezeptor in vivo bei der Regulation der IL-11 Expression von EPDCs

eine wichtige Rolle spielen konnte. Die Rolle von ATP hingegen scheint im Vergleich zu
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Adenosin bei der Hochregulation des pro-fibrotischen Zytokins IL-11 vernachldssigbar zu sein.
Somit konnte Adenosin iiber den A2B-Rezeptor von EPDCs sowohl die Inflammationsreaktion
als auch die Fibrosebildung nach MI modulieren und somit wesentlich die Heilung des Herzens

nach MI beeinflussen.
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5.5 Ausblick

Im Rahmen eines MI kommt es zur Zellschiadigung mit massiver Freisetzung von Nukleotiden
und Nukleosiden (Lazarowski et al. 2003; Boros et al. 2015), allerdings werden diese durch
ubiquitdr vorkommende Ectoenzyme rasch abgebaut (Zimmermann 2000; Yegutkin 2008;
Ravichandran 2010). In dieser Arbeit konnte kein Einfluss von ATP- und Adenosin-Rezeptor-
Agonisten auf die Proliferation von EPDCs unter in vitro Bedingungen beobachtet werden. Es
ist zu beachten, dass die in der Arbeit verwendeten EPDCs von Rattenherzen fiinf Tage nach
I/R gewonnen und kultiviert wurden. Moglicherweise spielen purinerge Signale nur innerhalb
der ersten Tage nach MI bei der Bildung von EPDCs eine Rolle. Daher sollten in weiteren
Versuchen EPDCs zu fritheren Zeitpunkten nach MI isoliert werden und der Einfluss von ATP
und Adenosin auf deren Proliferation untersucht werden. In der Literatur wird ein Einfluss von
ATP und Adenosin auf die EMT einiger Zellen beschrieben (Gao et al. 2016, Martinez-Ramirez
et al. 2017; Zuccarini et al. 2017). Ob purinerge Signale einen Einfluss auf die EMT von
Epikardzellen und somit auf die Bildung von EPDCs haben, sollte in weiteren Versuchen
erforscht werden, um die Rolle von ATP und Adenosin bei der Bildung von EPDCs besser zu

verstehen.

Des Weiteren konnte in der Arbeit keine chemotaktische Wirkung von ATP- und Adenosin-
Rezeptor-Agonisten auf EPDCs festgestellt werden, und es konnte kein Einfluss auf die
Migration von EPDCs gezeigt werden. Interessanterweise wird in der Literatur bei einigen
Zellen ein Einfluss von ATP und Adenosin auf die Migration von Zellen zu bekannten
Chemoattractants beobachtet (Chen et al. 2006; Hashmi et al. 2007; Kukulski et al. 2009). In
weiterfilhrenden Versuchen sollte untersucht werden, ob ATP und Adenosin die Chemotaxis
von EPDCs zu bestimmten Chemoattractants, wie z.B. VEGF, TNF-a, TGF-  oder IL-1p,
modulieren (Mitchell et al. 2007; Shinde und Frangogiannis 2014 Shi et al. 2017; Braile et al.
2020). Zudem vermuten einige Autoren einen synergistischen Effekt von ATP und Adenosin
auf die Migration (Chen et al. 2006; Kronlage et al. 2010). Hier sind weitere Versuche
notwendig, um herauszufinden, ob fiir die Migration von EPDCs ein Zusammenspiel von ATP

und Adenosin relevant ist.

Zuletzt zeigt diese Arbeit, dass ATP- und Adenosin-Rezeptor-Agonisten die Zytokinexpression
von EPDCs signifikant beeinflussen konnen. Durch die gesteigerte Expression der pro-
inflammatorischen Zytokine IL-6 und IL-11 nach Aktivierung von ATP- und Adenosin-
Rezeptoren in vitro konnten EPDCs eine wichtige Funktion in der Modulation der

Inflammationsreaktion und Fibrosebildung besitzen. Besonders das pro-fibrotische Zytokin IL-
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11 (Schafer et al. 2017) konnte auch einen autokrinen Effekt auf EPDCs haben und
beispielsweise eine Steigerung der ECM-Produktion bewirken. Hier sind weitere
Untersuchungen notwendig, um die funktionelle Bedeutung der ATP und Adenosin-
abhdngigen Regulation der Zytokinexpression von EPDCs zu kldren. Neuere Studien sehen
durch Antagonisierung von bestimmten Zytokinen positive Effekte auf die Herzfunktion nach
MI (Kleveland et al. 2016; Ridker et al. 2017). Gleichzeitig birgt eine allgemeine
Antagonisierung multifunktioneller Zytokine die Gefahr gravierender Nebenwirkungen, wie
z.B. Infektionen (Fontes et al. 2015; Metcalfe et al. 2020). Ein besseres Verstindnis der
regulatorischen Rolle von EPDCs im infarzierten Herzen kann helfen, zielgenau kritische
Punkte in der Signaltransduktion pharmakologisch anzusteuern, um die kardiale Heilung nach

MI zu unterstiitzen.
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