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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Thrombozyten sind zentrale Mediatoren in der Pathophysiologie des akuten Myokardinfarkts
(AMI). Neben ihrer etablierten Funktion in der Himostase tragen sie wesentlich zur Progression
des myokardialen Gewebeschadens bei, insbesondere durch die Induktion und Verstirkung
inflammatorischer Prozesse. Friithere Studien haben gezeigt, dass Thrombozyten bei Patientinnen
und Patienten mit AMI nicht nur das Fortschreiten der Erkrankung begiinstigen, sondern auch
Rezidivrate und Mortalitét signifikant erhdhen. Wihrend der ischdmischen Phase und insbesondere
in der frithen Reperfusionsphase kommt es zu einer ausgepriagten Thrombozytenaktivierung, die

eine starke lokale Entziindungsreaktion im Myokard ausldst [1-6].

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Mechanismen der Thrombozytenregulation und die
inflammatorische Antwort nach AMI systematisch zu untersuchen. Hierzu wurden zwei
Mausmodelle mit Thrombozytopenie — Mp//-Méuse sowie Mduse mit antikOrpervermittelter
Thrombozytendepletion — mit Wildtypméusen (wt-Méusen) verglichen. Der Fokus lag auf der
Identifikation zentraler Faktoren und molekularer Mechanismen, die die Regulation der

Thrombozytenzahl nach AMI beeinflussen.

Die zeitabhingige Analyse der Genexpression der Ashwell-Morell-Rezeptor- (AMR)-
Untereinheiten Asgrl und Asgr2 zeigte eine dynamische Hochregulation in der akuten Phase nach
AMI (6-24 Stunden), gefolgt von einer Normalisierung zwischen dem 5. und 21. Tag in wt-
Maiusen. Dies unterstreicht die Rolle des AMR als kritischen Regulator der entziindungsinduzierten
Thrombopoese. Parallele Genexpressionsprofile wurden fiir den IL-6-Rezeptor beobachtet, der

ebenfalls innerhalb von 6-24 Stunden signifikant hochreguliert wurde.

Die Thrombozytendepletion und der Mp/-Knockout fithrten zu unterschiedlichen Anpassungen der
Signalwege, was auf komplexe kompensatorische Mechanismen hinweist. Die Expression des 7po-
Gens in der Leber war 24 Stunden nach AMI in wt-Mausen signifikant erhoht, wihrend Mpl /-
Maiuse bereits vor dem AMI erhohte TPO-Spiegel aufwiesen. Dies unterstreicht die zentrale Rolle
des Mpl-Rezeptors in der Thrombopoese, da Mpl~/-Miuse trotz erhohter TPO-Konzentrationen

eine ausgeprigte Thrombozytopenie entwickelten. In diesen Méusen konnte zudem eine
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kompensatorische Hochregulation inflammationsrelevanter Gene wie [/-6r, Asgrl und Asgr2

nachgewiesen werden.

Die STAT3-Phosphorylierung stieg signifikant innerhalb von 6-24 Stunden nach AMI an und
spiegelte die frilhe Aktivierung inflammatorischer Signalwege wider. Im Gegensatz dazu zeigte
STATS in wt-Mausen eine verstdrkte STATS-Phosphorylierung ab dem 5. Tag nach AMI, was auf

eine Rolle in spiteren, moglicherweise regenerativen Prozessen hindeutet.

In der Milz konnte innerhalb von 24 Stunden nach AMI ein signifikanter Anstieg der
Megakaryozytenzahl beobachtet werden, was auf eine Mobilisierung aus dem Knochenmark
schlieBen ldsst. Dies unterstreicht die Rolle der Milz als zentrales Organ in der frithen Phase nach

AMI, wihrend das Knochenmark die langfristige Thrombopoese steuert.

Diese Ergebnisse erweitern das Verstindnis der Thrombozytenregulation und der
inflammatorischen Antwort nach AMI und er6ffnen therapeutische Perspektiven. Die gezielte
Modulation der AMR-, Mpl-, TPO-, IL-6R- und STAT-Signalwege bietet vielversprechende

Ansitze zur Kontrolle von Entziindung und Thrombose bei Patientinnen und Patienten mit AMI.
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Summary

Platelets are central mediators in the pathophysiology of acute myocardial infarction (AMI). In
addition to their established role in hemostasis, they significantly promote myocardial tissue injury,
primarily by initiating and amplifying inflammatory processes. Previous studies have shown that
platelets not only accelerate disease progression in patients with AMI but also significantly increase
the risk of recurrence and mortality. During the ischemic phase — and particularly in the early
reperfusion phase — platelet activation is markedly increased, initiating a pronounced local

inflammatory response within the myocardium [1-6].

The aim of this study was to systematically investigate the mechanisms of platelet regulation and
the inflammatory response following AMI. To this end, two thrombocytopenic mouse models —
Mpl/- mice and mice with antibody-mediated platelet depletion — were compared with wild-type
mice (wt mice). The focus was on identifying key molecular factors and pathways regulating

platelet counts after AMI.

Time-resolved gene expression analyses revealed a dynamic upregulation of the Ashwell-Morell
receptor (AMR) subunits 4sgr/ and Asgr2 during the acute post-infarction phase (6-24 hours),
followed by normalization within 5-21 days in wt mice. These findings highlight AMR as a critical
regulator of inflammation-driven thrombopoiesis. A parallel gene expression pattern was observed
for the interleukin-6 receptor (IL-6R), which was also significantly upregulated during the early
post-AMI period.

Platelet depletion and Mpl knockout led to distinct signaling adaptations, suggesting complex
compensatory mechanisms. Hepatic expression of the 7po gene was significantly elevated 24 hours
after AMI in wt mice, whereas Mp/~/~ mice had already exhibited elevated TPO levels prior to AMI.
Despite these elevated TPO concentrations, Mp//~ mice developed severe thrombocytopenia,
emphasizing the central role of Mpl signaling in effective thrombopoiesis. These mice also showed

a compensatory upregulation of inflammation-related genes such as //-6r, Asgri, and Asgr2.

Phosphorylation of STAT3 increased significantly within 6-24 hours post-AMI, indicating early

activation of inflammatory signaling pathways. In contrast, enhanced phosphorylation of STATS
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was observed starting from day 5 after AMI in wt mice, suggesting a role in later, potentially

regenerative processes.

A significantly increased number of splenic megakaryocytes were observed within 24 hours post-
AMI, indicating mobilization from the bone marrow. This highlights the spleen’s role as a central
organ in early thrombopoietic responses, whereas the bone marrow governs long-term platelet

production.

In summary, these findings deepen our understanding of platelet regulation and the inflammatory
response following AMI and suggest new therapeutic perspectives. Targeted modulation of the
AMR, Mpl, TPO, IL-6R, and STAT signaling pathways may offer promising strategies for

controlling inflammation and thrombosis in patients with AMI.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Grundlagen: Die Bedeutung Kardiovaskulidrer Erkrankungen

Trotz eines Riickgangs der kardiovaskuldren Mortalitdit in den letzten Jahrzehnten stellen
kardiovaskuldre Erkrankungen (engl. cardiovascular diseases, CVDs) weiterhin die weltweit
hiufigste Todesursache dar [7-9]. Im Jahr 2017 bestétigte Global Burden of Diseases, Injuries, and
Risk Factors Study (GBD), dass CVDs weltweit fiir iiber 17 Millionen Todesfdlle verantwortlich
waren. Dies machte 32% aller Todesfélle und 46% aller an nicht iibertragbaren Krankheiten
gestorbener Patienten aus. CVDs verursachen somit mehr als doppelt so viele Todesfille wie
Krebserkrankungen und mehr als alle iibertragbaren, neonatalen sowie erndhrungsbedingten
Erkrankungen zusammen [7, 8, 10]. In Europa fithren CVDs jdhrlich zu {iber 4 Millionen
Todesfdllen, was etwa 45 % aller Todesfélle entspricht. Dabei stellen die koronare Herzkrankheit
(KHK) und zerebrovaskuldre Erkrankungen mit 1,8 Millionen bzw. 1 Million Todesféllen die
hdufigsten Ursachen fiir CVD-bedingte Mortalitét dar [8, 11-13]. Das akute Koronarsyndrom
(ACS) umfasst ein Spektrum klinischer Manifestationen, das von instabiler Angina pectoris tiber
den nicht-ST-Strecken-Hebungsinfarkt (NSTEMI) bis hin zum ST-Strecken-Hebungsinfarkt
(STEMI) reicht [14-16]. ACS tritt infolge eines Verschlusses der Koronararterien auf, der durch
die Ruptur oder Erosion einer atherosklerotischen Plaque bedingt ist. Dies fiihrt zur Bildung eines
nicht-okklusiven oder okklusiven intraluminalen Thrombus in einer oder mehreren
Koronararterien. Sowohl ein intraluminaler Thrombus als auch eine distale thrombotische
Embolisation konnen den koronaren Blutfluss unterbrechen und dadurch eine
Sauerstoffunterversorgung des Myokards verursachen, was letztlich zum Zelltod von
Kardiomyozyten fiihrt [14, 16]. Nach einem ACS kann es im Ubergang vom akuten zum
chronischen Myokardinfarkt (MI) infolge der Ausbildung von fibrotischem Myokardgewebe und
der Entwicklung einer koronaren Herzinsuffizienz weiterhin zu ventrikuldren Arrhythmien und

einem sekundéren plotzlichen Herztod kommen [17].
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Zusammenfassend stellt der MI eine schwerwiegende kardiovaskuldre Erkrankung mit
mikrovaskuldrem Schaden der Herzgefdfle dar, die mit einer hohen Rezidivrate und Mortalitét

assoziiert ist [1, 2].

1.2 Thrombozyten

Im klassischen Versténdnis liegt die Hauptfunktion der Thrombozyten in der Himostase. Darunter
versteht man die physiologische Funktion dieser anukledren Blutzellen, Blutungen zu verhindern.
Dariiber hinaus gelten Thrombozyten auch als pathophysiologische Ausldser thrombotischer
GefédBverschliisse in erkrankten GefdBen (Thrombosen), die zu ischdmischen Schidigungen
unterschiedlicher Gewebe fithren konnen - etwa bei Myokardinfarkt oder Schlaganfall [18, 19].
Bei Patientinnen und Patienten mit AMI spielen Thrombozyten eine zentrale Rolle beim
Fortschreiten der Erkrankung sowie bei der Erh6hung von Rezidivrate und Mortalitdt. Wahrend
der Ischdmie und insbesondere in der frithen Phase der Reperfusion nach ischdmischen Ereignissen
werden sie stark aktiviert und konnen eine ausgeprédgte lokale inflammatorische Reaktion im

Myokard ausldsen [1-6].

Thrombozyten entstehen aus Megakaryozyten, spezialisierten Zellen des Knochenmarks. Dieses
ist stark vaskularisiert und dicht mit Megakaryozyten geringer Motilitdt besiedelt. Die Mehrzahl
reifer Megakaryozyten befindet sich in den Kapillaren sinusformiger Gefaf3e, von wo aus sie die
Thrombozytenvorldufer durch die Endothelschicht in den Blutkreislauf freisetzen [20-22]. Die
Megakaryopoese - also die Entwicklung der Megakaryozyten - erfolgt primédr im Knochenmark
und beschreibt einen komplexen Prozess, bei dem sich himatopoetische Stammzellen tiber mehrere
Differenzierungsstufen zu Megakaryozyten entwickeln. Nach ihrer Reifung schniiren diese
Zytoplasmafortsétze ab, die in den Blutkreislauf gelangen und dort zu funktionalen Thrombozyten
reifen. Dabei werden Organellen, Vesikelstrukturen und Granula vom Zellkdrper der

Megakaryozyten auf die entstehenden Thrombozyten iibertragen [23-28].

Durch eine kontinuierliche Elimination und die tdgliche Neubildung von etwa 10'"' Thrombozyten
wird eine stabile Thrombozytenkonzentration im humanen Blut aufrechterhalten - typischerweise
im Bereich von 150.000 bis 400.000 Zellen pro Mikroliter [25]. Eine strikte Regulation der

Thrombopoese ist essenziell, um spontane Blutungen bei zu niedrigen sowie arterielle
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Gefédlverschliisse und Organschidden bei zu hohen Thrombozytenzahlen zu verhindern. Die
Kontrolle dieser Balance erfolgt durch komplexe Mechanismen, welche die Produktion und den
Abbau von Thrombozyten unter physiologischen und pathologischen Bedingungen steuern [27,

29].

Neben ihrer himostatischen Funktion wirken Thrombozyten auch als aktive Sekretionszellen. Sie
setzen verschiedene Mediatoren aus intrazelluldren Speichergranula frei, darunter a-Granula,
elektronendichte 0-Granula und lysosomale A-Granula. Diese freigesetzten Substanzen modulieren
vielfdltige physiologische und pathophysiologische Prozesse, wie z. B. Himostase, Angiogenese,

Tumorwachstum, Gewebereparatur sowie immunologische und entziindliche Reaktionen.

Chronische Entziindungen sind hdufig mit einer reaktiven Thrombozytose (>450.000/ul)
assoziiert, wahrend akute systemische Infektionen typischerweise mit einer abrupten Abnahme der

Thrombozytenzahl (Thrombozytopenie, < 150.000/ul) einhergehen [27, 30].

1.3 Rolle der Thrombozyten im Myokardinfarkt

Es konnte zunehmend beobachtet werden, dass bei ACS-Patienten eine erhOhte
Aggregationsfahigkeit der Thrombozyten sowie ein erhdhter Anteil aktivierter Thrombozyten im
Blut nachweisbar sind [3-6]. Aus der Pathophysiologie des MI ist bekannt, dass Thrombozyten
neben ihrer Funktion in der Himostase im vaskuldren System eine wichtige Rolle spielen. Dazu
zdhlen die Forderung der atherosklerotischen Plaquebildung, die Plaque-Instabilitét, Thrombose
sowie das Wiederauftreten von Koronarereignissen bzw. Restenose nach primirer perkutaner
Koronarintervention (PCI) [1, 2]. Zusitzlich spielen Thrombozyten eine ursidchliche Rolle bei der
Pathogenese der myokardialen Schidigung durch myokardiale Ischdmie/Reperfusion (I/R), indem
sie wihrend des MI aktiviert werden und mit Leukozyten interagieren [31-35]. Aktivierte
Thrombozyten adhdrieren am aktivierten Endothel und interagieren mit T-Lymphozyten,
Monozyten, Neutrophilen sowie Faktoren des Gerinnungssystems, wobei diese Wechselwirkungen
eine thromboinflammatorische Reaktion im Myokard ausldsen. Somit fordern eine libermifige
inflammatorische Reaktion des Herzens in den Tagen nach dem MI das Fortschreiten der

Atherosklerose und den Umbau der GefiaBBe sowie zusitzliche Zellschidden und eine kontraktile
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Dysfunktion, die die Ausdehnung des Infarktareals vergroBBern und eine aberrante Remodellierung

des Myokards verursachen [5, 26, 31-43].

Friihere Studien zeigten, dass bereits zwei Minuten nach Reperfusion Thrombozyten am aktivierten
Endothel adhirieren und diese Adhision bis zu 60 Minuten nach Reperfusion zunimmt. Zudem
beschriankt sich diese Adhision auf das zuvor ischdmische Myokard, und die adhérenten
Thrombozyten kolokalisieren mit Leukozyten. Dariliber hinaus korreliert der Grad der
Thrombozytenaktivierung mit der Dauer der Ischimie und dem Ausmal} der Gewebenekrose.
Aktivierte Thrombozyten wurden ausschlieBlich im zuvor ischdmischen Myokard gefunden, was
darauf hinweist, dass Endothelaktivierung oder -dysfunktion sowie Zytokine oder Chemokine, die
im ischdmischen Myokard freigesetzt werden, zur Thrombozytenadhdsion beitragen. Es wurde
festgestellt, dass Neutrophile in denselben ischdmischen Regionen wie Thrombozyten rekrutiert
werden, wobei die Infiltration von Neutrophilen im Vergleich zur Thrombozytenadhédsion
verzogert erfolgt [3, 5]. Zusitzlich wurde nachgewiesen, dass Thrombozyten verschiedene 16sliche
Faktoren enthalten, darunter inflammatorische Zytokine und von Thrombozyten abgeleitete
Wachstumsfaktoren [44]. Es gibt mehrere Hinweise darauf, dass Thrombozyten und ihre 16slichen
Faktoren die Funktion der Kardiomyozyten unabhéngig von ihrer Rolle bei okklusiver

Koronarthrombose und Ischdmie beeinflussen konnen [45].

Aktivierte Thrombozyten setzen nach einer koronaren Thrombose Granulainhalte frei, die die
zelluldre Extravasation und Akkumulation im Myokard sowie immunaktivierende Reaktionen von
Leukozyten beeinflussen. Freigesetzte thrombozytenabgeleitete Mikropartikel und Exosomen
induzieren die Expansion von Fibroblasten und deren Transdifferenzierung zu Myofibroblasten,
welche traditionell als Hauptverantwortliche fiir die Adhision an der extrazelluldren Matrix (EZM)
nach Gewebeverletzungen angesehen werden. Letztendlich werden abgestorbene Kardiomyozyten
durch kollagenes Narbengewebe ersetzt. Eine verldngerte Aktivierung der Fibroblasten und deren
Umwandlung zu Myofibroblasten fiihrt zu einer nachteiligen myokardialen Remodellierung, die

sich auch auf das nicht direkt betroffene Myokard ausweiten kann [18, 46, 47].

Bei Patienten sowie Méausen mit AMI erhoht sich der Plasmaspiegel von Katecholaminen um das
Zwei- bis Dreifache. Dieser Befund liefert Hinweise auf Mechanismen, die die Freisetzung von
Thrombozyten und Monozyten aus der Milz auslosen und somit die Entziindung fordern. Es ist

bekannt, dass die Milz Thrombozyten im Korper speichert und freisetzen kann [38, 48, 49]. Die
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Daten deuten darauf hin, dass die Freisetzung von Thrombozyten aus der Milz fiir die Zunahme

der Anzahl zirkulierender Thrombozyten im Zusammenhang mit AMI verantwortlich ist [38].

1.4 Thrombozyten Abbau

Megakaryozyten im Knochenmark setzen Vorlduferzellen der Thrombozyten ins Blut frei, in dem
sie zu reifen Thrombozyten heranreifen. Beschéddigte oder seneszente Thrombozyten werden von
Makrophagen der Milz sowie der Leber, insbesondere von den Kupffer-Zellen, erkannt und
eliminiert [50]. Verschiedene Studien weisen darauf hin, dass die Mechanismen des
Thrombozytenabbaus bei Menschen und Mausen trotz einiger Unterschiede viele
Gemeinsamkeiten aufweisen [50]. Ein wesentlicher Unterschied besteht beispielsweise in der
Lebensdauer der Thrombozyten, die beim Menschen 7 bis 10 Tage und bei Méusen 4 bis 5 Tage
betrigt [S1, 52]. Ein hoheres Alter der Thrombozyten fiihrt zur Erschopfung der Zellen, einem
Zustand mit reduzierter Sekretions- und Thrombusbildungsfahigkeit [53].

Der Abbau der Thrombozyten erfolgt hauptsichlich in der Leber [54]. Die ortsstindigen
Lebermakrophagen, die sogenannten Kupffer-Zellen, machen etwa 15 % des Lebergewebes aus
und sind in den hepatischen Sinusoiden lokalisiert [54]. Aufgrund ihrer Anordnung in den
durchbluteten Sinusoiden sind die Membranrezeptoren der Kupffer-Zellen so positioniert, dass sie
mit im Blutstrom befindlichen Substanzen in Kontakt kommen und diese aus dem Kreislaufsystem
entfernen konnen. Hepatische sinusoidale Endothelzellen vermitteln den Abbau von
Thrombozyten zudem durch Endozytose [55]. Neben der Leber fungieren auch Milz und Lunge als
potenzielle Orte des Thrombozytenabbaus [56].

Es existieren mehrere Mechanismen, die den Abbau von Thrombozyten vermitteln (Abb. 1):

Die Lebensdauer von Thrombozyten wird durch ein Gleichgewicht im Zytoplasma zwischen dem
pro-apoptotischen BAX-BAK-Signalweg und den anti-apoptotischen Proteinen der Bcl-2-Familie,
einschlieBlich Bcl-2, Bel-w und Bcel-xL, bestimmt, welche sowohl in menschlichen als auch in
murinen Thrombozyten exprimiert werden [27, 50, 57-59]. Reife Thrombozyten weisen zu Beginn
ihres Lebenszyklus ein gewisses Kontingent der anti-apoptotischen Bcl-2-Proteine auf, das mit der
Zeit abnimmt und dadurch die Inhibition des BAX-BAK-Signalwegs authebt. Dieser Signalweg

16st die mitochondriale Lyse, die Freisetzung von Cytochrom ¢ und die Aktivierung
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cytoplasmatischer Caspasen aus. Caspasen zerlegen das Zytoskelett und fiihren zur
Hochregulierung von Phosphatidylserin auf der Membran der Thrombozyten. Zellen, die
Phosphatidylserin auf ihrer Oberfliche exprimieren, werden von spezialisierten Phagozyten,
Makrophagen und dendritischen Zellen erkannt und eliminiert [60]. Zusétzlich zu den Rezeptoren,
die Phosphatidylserin erkennen, ist die Makrophagenmembran mit weiteren Rezeptoren, wie
beispielsweise dem Integrin aMP2, besetzt, die beschidigten Thrombozyten binden kénnen [61]
(Abb. 1A).

Mit zunehmendem Alter der Thrombozyten werden die negativ geladenen Sialinsdurereste auf den
Glykostrukturen der Oberflache seneszenter Thrombozyten durch Neuraminidasen (Sialidasen)
entfernt. Neuraminidasen sind Glykosidhydrolasen, die terminale Sialinsdure aus Glykanen
ablosen konnen (Desialylierung) [50]. Desialylierte Thrombozyten werden durch ihre terminalen
Galaktosestrukturen von den hepatischen Ashwell-Morell-Rezeptoren (AMR) erkannt, in die
Leber aufgenommen und anschlieBend in den hepatischen Sinusoiden aus dem Blut entfernt [27,
50, 62]. Die Bindung an den AMR induziert zudem eine Erhohung der Thrombopoietinsynthese in
Hepatozyten, die als hamatopoetisches Zytokin die Thrombozytose (Thrombopoese)
stimuliert [50] (Abb. 1B).

Nach der Desialylierung verlieren seneszente Thrombozyten zusidtzlich Galaktose
(Deglycosylierung), was zur Exposition von N-Acetylglucosamin (GlcNAc, D-GlucosAMIn)
filhrt. Diese modifizierten Thrombozyten werden von anderen Kohlenhydratrezeptoren,
insbesondere dem Integrin aMf2, erkannt, wodurch ihre Aufnahme durch Kupffer-Zellen

vermittelt wird [50, 63] (Abb. 1C).

Unter pathologischen Bedingungen, insbesondere bei Immunreaktionen, binden autoreaktive
Antikorper an das Integrin allbB3 und/oder an das Glykoprotein (GP) Iba als Teil des von-
Willebrand-Rezeptorkomplexes (GPIb-IX) auf der Membran der Thrombozyten. Dadurch kénnen
diese Thrombozyten iiber Fc-Rezeptoren an Makrophagen und zytotoxische CD8*-T-
Lymphozyten binden und in der Milz abgebaut werden [25, 63] (Abb. 1D).

Spezifische Anti-GPIba-Antikorper (im Gegensatz zu Anti-allbp3-Antikorpern) induzieren neben
dem Abbau der Thrombozyten durch Makrophagen und Lymphozyten zusitzlich die

Desialylierung der Thrombozyten. Dadurch konvergiert das Signal mit dem immunvermittelten

16



Einleitung

Abbau tiber den AMR, welcher wiederum die Thrombopoietinsynthese in Hepatozyten erhoht [25,
29, 63] (Abb. 1E).
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Abbildung 1: Mechanismen des Abbaus von Thrombozyten. (A) Der pro-apoptotische BAX-BAK-Signalweg
initiiert die mitochondriale Lyse, die Freisetzung von Cytochrom ¢ sowie die Aktivierung cytoplasmatischer Caspasen.
Diese Caspasen zerlegen das Zytoskelett und bewirken die Hochregulierung von Phosphatidylserin auf der
Thrombozytenmembran. Thrombozyten, die Phosphatidylserin exponieren, werden von Immunzellen erkannt und
eliminiert. (B) Desialylierte Thrombozyten werden durch ihre terminalen Galaktosestrukturen von hepatischen AMRs
erkannt, daraufhin in der Leber aufgenommen und in den hepatischen Sinusoiden aus dem Blut entfernt. (C) Nach der
Desialylierung verlieren die Thrombozyten zusitzlich Galaktose (Deglycosylierung), wodurch N-Acetylglucosamin
(GleNAc) exponiert wird. Diese modifizierten Thrombozyten werden vom Integrin aMp2 erkannt, was ihre Aufnahme
durch Kupffer-Zellen vermittelt. (D) Autoreaktive Antikérper binden an das Integrin ollbB3 und/oder an das
Glykoprotein Iba als Teil des von-Willebrand-Rezeptorkomplexes (GPIb-IX) auf der Thrombozytenmembran.
Dadurch konnen diese Thrombozyten iiber Fc-Rezeptoren an Makrophagen und zytotoxische CD8*-T-Lymphozyten
binden und in der Milz abgebaut werden. (E) Spezifische Anti-GPIba-Antikdrper induzieren zudem die Desialylierung
der Thrombozyten, wodurch ein Signal entsteht, das mit dem immunvermittelten Abbau iiber den AMR konvergiert
und zusétzlich die Thrombopoietinsynthese in Hepatozyten erhoht.

Abbildung wurde unter Verwendung grafischer Vorlagen von Servier Medical Art erstellt, www.servier.com, lizenziert

unter CC BY 3.0.
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1.5 Ashwell-Morell-Rezeptor

Der Ashwell-Morell-Rezeptor (AMR), auch als hepatischer Asialoglycoproteinrezeptor (ASGPR)
bezeichnet, war der erste in Sdugetieren identifizierte und isolierte zelluldre Lektin-Rezeptor [64].
Er vermittelt die Bindung und Endozytose einer Vielzahl exogen applizierter Glykoproteine,
welche frei von Sialinséure sind und terminal exponierte Galactose-(Gal) -Reste an den Enden ihrer

Glycanketten tragen [64, 65].

Der AMR besteht aus Transmembran-Glykoproteinen, die als Leber-Lektin-1 bzw.
Asialoglycoprotein-1 (HL-1 oder ASGR1) sowie Leber-Lektin-2 bzw. Asialoglycoprotein-2 (HL-
2 oder ASGR2) bezeichnet werden und von eng verwandten Genen ASGRI und ASGR?2 kodiert
werden [66, 67]. ASGRI und ASGR2 werden iiberwiegend in der Leber exprimiert und gelten dort
als charakteristische Marker fiir Hepatozyten, sind jedoch auch in einigen extrahepatischen
Geweben nachweisbar [68]. In verschiedenen zelluldren Kontexten bei Sdugetieren konnte eine
Homo- und Heterooligomerisierung der Glykoproteine ASGR1 und ASGR2 beobachtet werden,
die funktionellen Varianten des AMR bilden. Die am hiufigsten vorkommende und funktionell
starkste Konformation besteht aus zwei ASGR1- und einer ASGR2-Kette und weist die hochste
Affinitat fir terminale Galactosereste auf [69, 70] (Abb. 2).
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Abbildung 2: Oligomerisierung der Glykoproteine ASGR-1 und ASGR-2 fiihrt zur Bildung funktioneller
Varianten des Ashwell-Morell-Rezeptors. Die hdufigste Konformation des AMR besteht aus zwei ASGR-1-Ketten
und einer ASGR-2-Kette und weist die hochste Affinitdt zu terminaler Galactose auf.

Abbildung wurde unter Verwendung grafischer Vorlagen von Servier Medical Art erstellt, www.servier.com, lizenziert

unter CC BY 3.0.

AMRs befinden sich auf der Plasmamembran der Hepatozyten in den Kapillaren der sinusoidalen
Lebergefde und sind so positioniert, dass freiliegende Galactose auf der Oberfliche der
Thrombozyten sowie weitere zirkulierende Glykoproteine an sie binden und anschlieend in der
Leber entfernt werden [71-75]. Dariiber hinaus fiihren die AMRs neben der Vermittlung des
Abbaus seneszenter Thrombozyten durch die Induktion der Thrombopoietin (TPO)-Produktion zu
einer Stimulation der Thrombopoese [25, 76]. In diesem Zusammenhang erkennen die AMRs in
der Leber die desialylierten Thrombozyten im Blutkreislauf und sind verantwortlich fiir einen
direkten Riickkopplungsmechanismus zwischen dem Abbau der desialylierten Thrombozyten und
der Expression sowie Sekretion der hepatischen 7PO-mRNA iiber die Janus-Tyrosinkinase 2
(JAK?2) - und Signaltransducer and activator of transcription 3 (STAT3) -Phosphorylierung sowie
die STAT3-Translokation in den Zellkern. Somit wirkt sich die Interaktion zwischen
Thrombozyten und Hepatozyten liber TPO direkt auf die Megakaryozyten im Knochenmark aus
und stimuliert die Thrombopoese [27, 77, 78] (Abb. 3).
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Desialylierter Thrombozyt

=

Abbildung 3: Signalweg der Thrombozyten-Bindung an den AMR mit nachgeschalteter STAT3-Aktivierung,
der zur Expression von TPO-mRNA fiihrt. In der Leber erkennen AMRs zirkulierende desialylierte Thrombozyten
und vermitteln einen direkten Feedbackmechanismus zwischen deren Abbau und der Expression sowie dem Export
hepatozytdrer TPO-mRNA. Dieser Prozess erfolgt iiber die Phosphorylierung von JAK2 und STAT3 sowie die
Translokation von STAT3 in den Zellkern.

Abbildung wurde unter Verwendung grafischer Vorlagen von Servier Medical Art erstellt, www.servier.com, lizenziert

unter CC BY 3.0.

1.6 Interleukin-6 und Interleukin-6 Rezeptor

Eine Reihe entziindlicher Erkrankungen wie ACS, Colitis ulcerosa, rheumatoide Arthritis,
Ovarialkarzinom u.a. sind mit Thrombozytose und erhdhten TPO-Konzentrationen im Blut
assoziiert [79-82]. Dafiir spielt Interleukin-6 (IL-6) eine zentrale Rolle als multifunktionaler,
proinflammatorischer Entziindungsmediator, der bei inflammatorischen Zustinden - etwa bei

akuter myokardialer Ischdmie/Reperfusion - rasch freigesetzt wird.

Das proinflammatorische IL-6 ist ein Zytokin mit vier a-Helices und 184 Aminoséuren, das {iber

ein einzigartiges Rezeptorsystem im Organismus zahlreiche biologische Funktionen ausiibt. Unter
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entziindlichen Bedingungen wird es von Fibroblasten, Monozyten, Makrophagen, T-Zellen und
Endothelzellen synthetisiert und reguliert verschiedene Prozesse wie Entziindung, Hdmatopoese,
Immunantwort und Akutphasenreaktionen [83-85]. Der IL-6-Rezeptor (IL-6R) auf der
Plasmamembran von Hepatozyten besteht aus einer GP80- und zwei GP130-Untereinheiten. Die
Bindung von IL-6 an seinen Rezeptor (IL-6R) aktiviert primir das GP130-assoziierte Janus-

Tyrosinkinase 1 (JAK1) und in geringerem Maf}e auch JAK?2 [86].

Es wurde gezeigt, dass IL-6 eine messbare Affinitit ausschlieBlich zu GP80, nicht jedoch zu GP130
aufweist. Ebenso zeigt GP80 keine Affinitit zu GP130. Nur nach Bildung des IL-6/GP80-
Komplexes kann eine Bindung an GP130 erfolgen. Dies hat funktionelle Konsequenzen: Wihrend
GP130 in nahezu allen Korperzellen exprimiert wird, kommt GP80 nur in wenigen Zelltypen vor,
darunter Hepatozyten, bestimmte Leukozyten, Epithelzellen (z. B. Gallenepithelzellen) sowie
nichtepitheliale Zellen (z.B. hepatische Sternzellen). Dementsprechend konnen nur GP80-
exprimierende Zellen direkt auf IL-6 reagieren [85, 87]. JAK1 ist an den zytoplasmatischen Anteil
von GP130 gebunden. Die Dimerisierung von GP130 fiihrt zur JAK1 sowie Aktivierung von in
geringerem Ausmall von JAK2 [25, 86, 88]. Beide Kinasen phosphorylieren STAT3 und
ermoglichen so dessen Translokation in den Zellkern. Dort induziert STAT3 die Expression der
TPO-mRNA sowie von Proteinen der Akutphasenreaktion, was in der Folge eine Erhéhung der

Thrombopoese wihrend akuter Entziindungen bewirkt [86, 89, 90] (Abb. 4).
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Abbildung 4: IL-6/IL-6R/JAK1-2/STAT3-Signalweg, der zur Expression von TPO-mRNA fiihrt. Die Bindung
des Zytokins Interleukin-6 (IL-6) an den IL-6-Rezeptor (IL-6R, bestehend aus GP80 und GP130) aktiviert primér die
mit GP130 assoziierte JAK1 und in geringerem Mafe JAK2. Beide Kinasen phosphorylieren STAT3, das daraufhin
in den Zellkern transloziert wird. Dort induziert STAT3 die Expression von 7PO-mRNA sowie von Proteinen der
Akutphasenreaktion, was zu einer verstirkten Thrombopoese wéhrend akuter Entziindungsprozesse fiihrt.

Abbildung wurde unter Verwendung grafischer Vorlagen von Servier Medical Art erstellt, www.servier.com, lizenziert

unter CC BY 3.0.

1.7 Janus-Tyrosin-Kinase

Die Janus-Tyrosin-Kinasen (JAK) stellen eine Familie intrazellulérer, nicht-rezeptorgebundener
Tyrosin-Kinasen dar, die bei Sdugetieren aus vier Mitgliedern besteht: JAK1, JAK2, JAK3 und
Tyrosin Kinase 2 (TYK2)[91, 92]. Diese Proteine spielen eine zentrale Rolle bei der
Signaltransduktion, die durch eine Vielzahl von Membranrezeptoren initiiert wird. Insbesondere
wird JAK2 mit wichtigen nachgeschalteten Signalproteinen, darunter die STATSs, assoziiert. Diese
regulieren wiederum die Expression diverser Proteine, die an der Induktion oder Hemmung der

Apoptose beteiligt sind [91, 93, 94].
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1.8 Signaltransduktor und Transkriptionsaktivator

Die Signaltransduktoren und Transkriptionsaktivatoren (STATSs) besitzen die Fihigkeit, Signale
aus verschiedenen Signalkaskaden zu integrieren und eine Vielzahl von Genen zu regulieren, die
an Prozessen wie Zellwachstum, Differenzierung und Uberleben beteiligt sind. Der JAK/STAT-
Signalweg vermittelt multiple Signale und spielt eine bedeutende Rolle bei der Pathogenese
zahlreicher Krebserkrankungen sowie entziindlicher Prozesse. Nach Aktivierung der STAT-
Familie (STATI1 bis STAT6) durch Tyrosinphosphorylierung erfolgt deren Dimerisierung und
Translokation in den Zellkern, wo sie als Transkriptionsfaktoren fungieren [93]. Dariiber hinaus
konnen STAT3, STATS und STAT6 auch in nicht-phosphorylierter Form in den Kern transloziert
werden. Obwohl diese Form nicht an die charakteristische STAT-DNA-Bindungsstelle binden
kann, besitzen sie die Fihigkeit, in Kooperation mit anderen Transkriptionsfaktoren
unterschiedliche DNA-Zielsequenzen zu erkennen und dadurch die Genexpression auch
unabhéngig von der Phosphorylierung zu modulieren. Diese Mechanismen kdnnen das Risiko fiir

die Entwicklung von Krebserkrankungen erh6hen [95-98].

1.9 Thrombopoietin

Thrombopoietin (TPO) ist der primire Regulator und das wichtigste himatopoetische Zytokin, das
die Thrombozytose durch die Férderung und Stimulation der Megakaryozyten-Vorlduferzellen
(MK-Vorldufer) im Knochenmark steuert. Dadurch ist TPO fiir eine schnelle Reaktion auf
Thrombozytenverlust sowie fiir die Regulierung der Thrombozytenzahl im homdostatischen
Zustand verantwortlich [21, 25, 29, 86, 99]. Northern-Blot-Analysen verschiedener Organe von
wt-Méusen zeigten, dass die TPO-Produktion in mehreren Organen wie den Nieren, der glatten
Muskulatur, der Milz und dem Knochenmark erfolgt, wobei die hchste Konzentration von 7PO-
mRNA in der Leber nachweisbar ist [25, 27, 29, 50, 79, 100-104]. Bekannt ist, dass die hepatische
TPO-Synthese durch die Bindung alter, desialyierter Thrombozyten an die Ashwell-Morell-
Rezeptoren sowie bei entziindlichen Erkrankungen durch Stimulation der IL-6-Rezeptoren
reguliert wird, was zur Aktivierung des JAK/STAT3-Signalwegs fiihrt. Darauthin wird die
hepatische Tpo-Expression induziert, und das TPO-Protein wird ohne Speicherung direkt in den

Blutkreislauf sezerniert [27, 86, 89, 105].
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TPO wirkt durch Bindung an einen spezifischen Zelloberflichenrezeptor, das Myeloproliferative
Leukdmievirus Onkogen (engl. myeloproliferative leukemia virus oncogene, Mpl), auf die MK-
Vorlduferzellen. Dies fiihrt zu einer Rezeptor-Dimerisierung und Aktivierung intrazelluldrer
Signaltransduktionswege in der Zielzelle [21]. Die bekanntesten dieser Signalwege sind die
Proteine der JAK/STAT-Familie, welche phosphoryliert werden und das Zellwachstum fordern.
Dariiber hinaus werden auch MAP-Kinasewege (engl. mitogen-activated protein kinase) aktiviert,
die zur Zellreifung sowie zur Induktion proliferationsfordernder und apoptosehemmender Signale

beitragen [106,107, 108].

Die Aufnahme und der Abbau von zirkulierendem TPO erfolgt iiber eine Mpl-vermittelte
Endozytose in Thrombozyten, wobei vor allem junge Thrombozyten das TPO maximal
internalisieren konnen [25, 29, 105, 109-112]. Auf der Membranoberflache eines Thrombozyten
sind etwa 56 + 17 Mpl-Rezeptoren vorhanden, an die TPO bindet und anschlieBend durch den
Thrombozyten internalisiert und abgebaut wird [110].

1.10 Onkogen des myeloproliferativen Leukimievirus

Das Onkogen des myeloproliferativen Leukdmievirus (Mpl), auch als Thrombopoietin-Rezeptor
(TPO-Rezeptor) bezeichnet, ist ein homodimerer Rezeptor mit extrazelluldren, transmembranen
und intrazelluldiren Doménen. Die extrazelluldre Doméne besteht aus zwei aufeinanderfolgenden
Zytokin-Rezeptormotiven. Die transmembrane Doméne bildet eine a-Helix, die fiir die Insertion
des Rezeptors in die Zellmembran notwendig ist. Die intrazellulire Doméne ist essenziell fiir die

Signaltransduktion, da sie die Bindung an JAK?2 vermittelt [113].

Die Expression von Mpl ist auf der Oberfliche hdmatopoetischer Stammzellen der
Megakaryozyten-Linie sowie auf undifferenzierten Vorlduferzellen beschriankt. Dort 16st die
Stimulierung durch den Liganden TPO kritische Uberlebens- und proliferative Signale aus [107].
Die Mpl-Expression auf himatopoetischen Stammzellen begrenzt die Verfiigbarkeit von TPO, um
eine iibermdfige Megakaryozytose und Myeloproliferation zu verhindern. Zudem gibt es Hinweise
darauf, dass TPO direkte Effekte auf die himatopoetischen Stammzellen ausiiben kann [21, 114].
Die Aktivierung von Mpl durch TPO fithrt zur Aktivierung mehrerer intrazelluldrer

Signalmolekiile, darunter JAK2, TYK2, STATS, STAT3 sowie MAP-Kinasen. Nach der
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Aktivierung wird der TPO/Mpl/JAK2-Komplex internalisiert und entweder recycelt oder haufiger
durch Proteasomen und Lysosomen abgebaut [24, 113, 115, 116] (Abb. 5).

Knochenmark MK-Vorliufer MK Thrombozyten-Vorlaufer

Abbildung 5: Megakaryopoese und Thrombozytose. TPO wirkt durch Bindung an den Rezeptor Mpl auf die
Megakaryozyten-Vorlauferzellen, wodurch die Migration und Differenzierung dieser Vorldufer zu reifen
Megakaryozyten gefordert wird. Nach ausreichender Reifung schniiren die Megakaryozyten Vorlduferzellen der
Thrombozyten ab. Dabei wird die Ubertragung von Organellen, Vesikelstrukturen und Granula vom Zellkorper der
Megakaryozyten auf die Thrombozytenvorldufer sichergestellt.

Abbildung wurde unter Verwendung grafischer Vorlagen von Servier Medical Art erstellt, www.servier.com, lizenziert
unter CC BY 3.0.
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2 Zielsetzung

Es gibt zunehmende Hinweise darauf, dass bei Patienten mit ACS eine erh6hte thrombozytére
Aggregationsfahigkeit sowie ein erhohter Anteil aktivierter Thrombozyten im Blut beobachtet
werden. Dies fiihrt dazu, dass Thrombozyten wéhrend der Ischdmie und der frithen Reperfusion
nach der Ischdmie aktiviert werden, was eine ausgepréigte lokale inflammatorische Reaktion im
Myokard induziert. Somit spielen Thrombozyten eine entscheidende Rolle beim Fortschreiten

sowie bei der Erhohung der Wiederauftretensrate und Mortalitét bei Patienten mit MI [1-6].

Der Fokus der vorliegenden Arbeit liegt auf der systematischen Untersuchung der Mechanismen
der Regulation von Thrombozyten sowie der inflammatorischen Antwort nach AMI. Hierzu
wurden zwei verschiedene thrombozytopenische Mausmodelle - Mp//-Méause sowie Miuse mit
antikdrpervermittelter Thrombozytendepletion - mit wt-Médusen verglichen. Zur Analyse wurden
murine Gewebeproben, insbesondere aus Leber, Milz und Knochenmark, 24 Stunden nach I/R
entnommen und mit nichtischdmischem Gewebe verglichen. In einigen Mauslinien wurden dariiber
hinaus erweiterte Zeitpunkte (6 Stunden, 5 Tage und 21 Tage nach AMI) beriicksichtigt, um
zeitliche Dynamiken differenzierter erfassen zu konnen. Ziel der Studie war es, potenzielle
Faktoren und Mechanismen zu identifizieren, die maf3geblich an der Regulation von Thrombozyten

beteiligt sind.
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3 Material

3.1 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 1: Verbrauchsmaterialien

Material

15 ml Falcon-Réhrchen

Corning Science Mexico, #352095

50 ml Falcon-Rohrchen

Corning Science Mexico, #352070

96-Well-Platte

Sarstedt, #83.3924.300

96-Well Reaktions-Platte fiir PCR

MicroAmp Fast Optical, applied bioystems,
#4346906

Deckgliser 24 x 60 mm Engelbrecht, #k12460
Objekttriger Marienfeld, #1000612
Pipette Eppendorf, #05-403-151

Prolene-Faden

Ethicon, #8695H

Reaktionsgefille Safe Seal, Sarstedt, #72.706
Skalpell Neolab, #11566
3.2 Gerate

Tabelle 2: Geriite

Binokular Nikon SMZ25

Lichtquelle: Digital Slight DS-U3, Nikon
Blotkammer Perfect Blue Semi Dry Elektroblotter, PeqLab
Homogenisator Precellys 24-Dual, BERTIN, #432-3750
Imager Fusion FX-Vilber
Inkubator Memmert, D06059 Modell 300
Laufkammer Perfect Blue Doppel-Gelsystem,

#700-0436
Mikrotom Microtom Heidelberg; D-6900

Typ 400, FabrNr 299, #HM400
Mikroskop(e) Axioskop; Zeiss

Objektive: Plan-Neofluar (20x)

29


https://de.vwr.com/store/supplier/id/BERT/bertin
https://www.vilber.com/pdf/leaflet/leaflet-fusion-fx.pdf

Material

Kamera: Axiocam 105 color

pH-Meter WTW, #pH526
Photometer BioPhotometer; Eppendorf, #035995
Plattenreader GloMax-Multi Detection System; Promega,

#SA3030

Real-Time PCR System

Applied biosystems ViiA 7, #4453534

Stickstoffbehilter

MACH SM-43; MVE Croygenics

Stromquelle

PowerPac Universal; Bio Rad, #1645070

Thermoschiittler TS - 100C

Hartenstein; #104.1800

Thermocycler Mastercycler nexus gradient; Eppendorf,
#035735

Vortexer Cenco Instrument

Waage Sartorius Quintix6102-18S, # GZ-11955-07

Zentrifuge(n) Centrifuge 5424 R, Eppendorf

Centrifuge 5415 C, Eppendorf

Zentrifuge 2-16P, Sigma

3.3 Chemikalien

Tabelle 3: Chemikalien, Losungen und Puffer

4 x Sammelgel-Puffer

6.05 g Trizma Base (Sigma, #T6066)
0.4g SDS (Roth, #2326.1) in 100 ml
A. dest. (0.4% SDS)

pH=16,8

4 x Trenngel-Puffer

91 g Trizma Base

500 ml A. dest.

2 g SDS (Roth, #2326.1), (0.4% SDS)
pH=28.8

5 x TGE-Laufpuffer

15.1 g Trizma Base
72 g Glycin (Sigma, #G8898-500G)
25 ml 20% SDS (Roth, #2326.1)
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Material

1000 ml A. dest.
pH=38,3

(auf 1 x mit A. dest. verdiinnen zur

Anwendung)

6 x Limmli-Puffer

7ml 4 x Tris/ HCL/ SDS
pH=16,8

3 ml Glycin (Sigma, #G8898-500G)

1 g SDS (Roth, #2326.1)

0.93 g DTT (Sigma, #D0632-5g)
1.2 g Bromphenolblau (VWR,
#1.081.220.005)

AcrylAMId Fertiglosung

Roth, #A516.1

Ammoniumperoxodisulfat 10%

(APS 10%)

1 g APS (Roth, #9592.2)
10 ml A. dest.

Apyrase 500U

Sigma, #A7646

Bovine Serum Albumin (BSA)

Sigma, #A7906

Clarity Western ECL-Substrate

1 ml Peroxidaseldsung,
Bio-Rad #1705060

1 ml Luminol/Enhancersolution
Bio-Rad #1705060

2 ml destilliertem Wasser.

DNase recombinant RNAse-free

Roche, #04716728001

EDTA 10%

10 g EDTA
100 ml PBS
pH=74

Eosin G-Losung 1% methanolisch

Roth, #3139.2

Essigsaure

Sigma, #320099-500ML

Fast SYBR Green Master Mix

appliedbiosystems, #4385612

Himatoxylinlosung sauer nach Mayer

Roth, #T865.3




Material

IP-Puffer

15 mM Trizma Hydrochlorid #T5941
155 mM  NaCL
#15HM229B1)

1 mM EDTA (Sigma, #E9884)
0.005% NaNj3

1 L A. dest.

(Fresenius  Kabi,

Lysepuffer (fiir murine Thrombozyten)

IP-Puffer
1 % IGPAL (Sigma, #MKBJ62266V)
1 x Protease Inhibitor (Roche, #04693124001)

Milchpulver

Ferma Reform Magermilchpulver

NaCl-Losung

Fresenius Kabi, #1 SHM229B1

N, N, N’, N'-Tetramethyl ethylenediAMIne
(TEMED)

Sigma, #T9281

Paraffin

Roth, #6642.1

Paraformaldehydlosung 4% (PFA 4%)

Roth, #P087.5

Phosphate buffered Saline (PBS)

Sigma, #D8537

Prostaglandin 12 (PGI2)

Calbiochem, #538925

Ponceau S solution

Sigma, #6226-79-5

Proteinase-Inhibitor

cOmplete Tablets Mini Easypack, Roche,
#04693124001

RNA Isolation Reagent (TRI REAGENT)

Sigma, #19424

RNeasy Mini Kit

Quiagen, #74104

Roti Histokitt

Roth, #6638.1

Roti Histol

Roth, #6640.4

Tris-buffered saline-Tween (TBS-T)

Tris (Sigma, #77-86-1) / HC13,6 g
NaCl9 g, pH=17,6
0.05 % Tween 20

Tween 20

VWR, #¢8.221.840.500

Tween-Phosphate buffered Salinev
(T - PBS)

0.05 % Tween 20 in PBS

Tyrode-Puffer (Stock 20 x)

2.73 M Natriumchlorid
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Material

Tyrode-Puffer (1 x, zur Anwendung)

53.6 mM Kaliumchlorid

238 mM Natriumhydrogencarbonat
8 mM Dinatriumhydrogen-phosphat
0.5 M Hepes (Roth, #9105.2)

1 x Stock 20x

18 x A. dest.

0.1 M MgCl2 (Magnesiumchlorid, Roth,
#KK36.1)

10 % Glukose

10 % BSA (Sigma, #A7906-50MG)

0.1 M CaCl2,

pH =735

3.4 Kits

Tabelle 4: Kits

Entwicklerlosung fiir Western-Blot System

Clarity Western ECL Substrate, Bio-Rad,
#170-5060

ReliaPrep RNA Tissue Miniprep System

Promega, #26010

ImProm-II"™ Reverse Transcription System-

Promega, #A3800

Precellys Lysing

Bertin #P000918-LYSKO0-A

3.5 Antikorper fiir Western-Blot

Tabelle 5: Primiire Antikorper fiir Western-Blot

GAPDH (14C10) Rabbit mAb

Cell Signaling; #2118S

STAT3 (D3Z26) Rabbit mAb

Cell Signaling; #12640S

P-STAT3 (Y705) Rabbit mAb

Cell Signaling; #9145S

STATS (D206Y) Rabbit mAb

Cell Signaling; #94205S

P-STATS5 (Y694) (C11C5) Rabbit mAb

Cell Signaling; #9359S
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Tabelle 6: Sekundire Antikorper fiir Western-Blot

ECL-Anti  Rabbit 1gG  horseradish | GE Healthcare, #NA9340V
Peroxidase linked F(ab) 2 fragment

3.6 Primer fiir qRT-PCR

Tabelle 7: Primersequenzen fiir QRT-PCR

mAsgr 1 Sforward "ACGTGAAGCAGTTAGTGTCTG’ Eurofins Genomics
#025658555

mAsgr 1 reverse "CCTTCATACTCCACCCAGTTG’ Eurofins Genomics
#025658556

mAsgr 2 Sforward "GCTCAGTGGCGATGATGAAC’ Eurofins Genomics
#027600124

mAsgr 2 reverse "AGAGGCGCTGAGGAAAGG’ Eurofins Genomics
#027600125

Fstl 1 Sforward "AGCCCACGTGCCTCTGCATT’ Eurofins Genomics
#026960313

Fstl 1 reverse "GGCTGGCAGATGGACTCGCA’ Eurofins Genomics
#0269603 14

11-6-r Sforward "CTGCCAACCTTGTGGTATCAG’ Eurofins Genomics
#026483146

11-6-r reverse "GCAGCAAGTAGTAACTCGGGT’ Eurofins Genomics
#026483147

mTpo Sforward "CACAGCTGTCCCAAGCAGTA’ Eurofins Genomics
#026358698

mTpo reverse "CATTCACAGGTCCGTGTGTC’ Eurofins Genomics
#026358699
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3.7 Software

Tabelle 8: Software

Material

Binokular, NIS-Elements BR4 Nikon
Imager, FUSION FX Vilber
Mikroskop, ZEN 2 (blue edition) Zeiss

GraphPad Prism (Version 9)

GraphPad Software, LLC

PC

Microsoft
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4 Methoden

4.1 Tierexperimentelle Methoden

4.1.1 Mausmodelle

Der tierversuchsbasierte Teil der Arbeit wurde in der universitédtsinternen Zentralen Einrichtung
fir Tierforschung und wissenschaftliche Tierschutzaufgaben der Universitidt Diisseldorf
durchgefiihrt. Eine hierfiir erforderliche Genehmigung fiir Tierversuche liegt vom Landesamt fiir
Natur, Umwelt und Verbraucherschutz Nordrhein-Westfalen (LANUV NRW) unter dem
Aktenzeichen AZ 84-02.04.2015.A558 vor.

Die tierversuchsgestiitzte Arbeit zur Induktion der myokardialen Ischdmie nach Depletion der
Thrombozyten bei Méusen wurde durch Mitarbeitende der Klinik fiir Kardiologie, Pneumologie
und Angiologie des Universitétsklinikums Diisseldorf durchgefiihrt. Die Organentnahmen wurden
ausschlieBlich durch die wissenschaftliche Mitarbeiterin Frau Dr. Meike Klier durchgefiihrt, die
im Besitz einer giiltigen Genehmigung zur Durchfiihrung von Tierversuchen ist. In der
vorliegenden Dissertation wurden ausschlieBlich die von ihr entnommenen Organmaterialien

verwendet.

Im Rahmen dieses Projekts wurde ein Mausstamm durch Riickkreuzung der C57BL/6J (Janvier)-
Mauslinie generiert und fiir die tierexperimentellen Arbeiten gezielt geziichtet. Dadurch konnten
Maiuse mit den Genotypen Mpl*/* und Mpl/~ (Onkogen des Myeloproliferative Leukemia Virus)
aufgezogen werden. Die Genotypisierung erfolgte mittels quantitativer Real-Time-PCR (qRT-
PCR).

Zusitzlich wurden ménnliche C57BL/6J-Méuse im Alter von 10-12 Wochen eingesetzt. Diese
wurden 24 Stunden vor der Durchfiihrung der Ischdmie mit anschlieBender Reperfusion entweder
mit IgG (#R300, emfret) oder durch antikorpervermittelte Thrombozyten-Depletion (Antikdrper:
emfret, 2 ng/kg Korpergewicht) behandelt.
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Wihrend der IgG-Antikorper als Kontrolle verwendet wurde, bewirkte der depletierende
Antikorper die gezielte Elimination von Thrombozyten. Nach Applikation erkennt der
depletierende Antikorper die GPIba-Molekiile auf der Oberflache von Thrombozyten und markiert
diese fiir deren Entfernung. Die Elimination der Thrombozyten aus dem Blutkreislauf erfolgt Fc-
unabhéngig. Dies bedeutet, dass die klassische antikorpervermittelte Phagozytose iiber Fcy-
Rezeptoren nicht den primdren Mechanismus darstellt. Stattdessen induziert die Bindung des
Antikorpers an GPIba eine Desialylierung der Thrombozytenoberfliche. Diese Modifikation
macht die Thrombozyten fiir den Ashwell-Morell-Rezeptor in der Leber erkennbar, was eine rasche

und effiziente Entfernung aus dem Kreislauf ermoglicht.

Der C57BL/6J-Mausstamm diente als wt-Kontrollgruppe. Die Euthanasie der Miuse erfolgte nach
erfolgreicher Anésthesie mit Ketamin (100 mg/kg Korpergewicht) und Xylazin (10 mg/kg
Korpergewicht) durch thorakale Er6ffnung und nachfolgernder Herzpunktion.

Tabelle 9: Versuchstiergruppen

Versuchsgruppe | Versuchstiere Fragestellung Untersuchungsmethode
Kontrolle -C57BL/6J Einfluss des | -Induktion einer I/R durch
Myokardinfarkts auf | das ,,closed-chest*“Modell
die Regulation von | mit 60 Min Ischimie
Anzahl der | -Western-Blot-Analysen
Mpl -Mpl**
Thrombozyten -qRT-PCR
-Mpl”
-HE-Farbung
GPIb- -C57BL/6J +
Antikorper IgG-Antikorper
behandelt -C57BL/6J +
Depl.-
Antikorper
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4.1.2 Induktion der Ischimie/Reperfusion im Mausmodell

Die Induktion der I/R erfolgte durch entsprechend geschultes Personal (sieche 2.1.1) unter
Anwendung des closed-chest-Modells. Die Versuchstiere wurden wihrend des gesamten

experimentellen Zeitraums engmaschig tiberwacht und tierérztlich versorgt.

4.1.2.1 Das closed-chest Modell zur Indukation der Ischimie/Reperfusion

Die Induktion der Ischdmie erfolgte bei geschlossenem Thorax, nachdem die Ligatur zundchst 3-5
Tage vor dem Eingriff unter thorakaler Eroffnung angelegt worden war. Nach erfolgreicher
Anisthesie mit Ketamin (100 mg/kg Korpergewicht) und Xylazin (10 mg/kg Korpergewicht) sowie
trachealer Intubation wurde die Maus an eine Beatmungsmaschine angeschlossen und auf einer auf
37 °C aufgeheizten Wiarmematte positioniert. AnschlieBend wurde die Haut parasternal etwa 1 cm
weit inzidiert und eine Thorakotomie im dritten Interkostalraum durchgefiihrt. Mithilfe eines
Polyethylen-Rings (PE-10) wurde eine lockere Schlaufe um die linke Koronararterie (/eft anterior
descending, LAD) mit einem Prolene-Faden gelegt. Eine blasse Verfiarbung des Apex nach kurzem
Zug an der Schlaufe galt als Hinweis auf die korrekte Platzierung der Ligatur. Die Prolene-Faden
wurden nach aullen geleitet und in einer subkutanen Tasche fixiert. AbschlieBend wurden Thorax
und Haut verschlossen. Die Extubation der Maus erfolgte, sobald nach dem Absetzen der Isofluran-
Narkose erste Reflexe beobachtbar waren. Drei bis fiinf Tage nach Ligaturanlage wurde die
Ischdmie bei geschlossenem Thorax induziert. Hierzu wurde das Tier erneut mit Isofluran
narkotisiert und zur Uberpriifung der Herzfunktion an ein Echokardiographiegerit angeschlossen.
Die Ischdmie wurde iiber einen Zeitraum von 60 Minuten durch Zug an den Prolene-Faden erzeugt,
wobei eine ST-Strecken-Erhebung im EKG als Zeichen fiir eine erfolgreiche Okklusion diente.

Die postoperative Versorgung der Versuchstiere erfolgte gemiBl dem genehmigten Antrag zur

Durchfiihrung von Tierversuchen.
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4.2 Proteinbiochemische Methoden

4.2.1 Western-Blot-System

Mittels des Western Blot ist es mdglich, die Phosphorylierung von Proteinen zu untersuchen. Dabei
werden die Proteine zunichst durch elektrophoretische Auftrennung anhand ihrer Molekiilgrofe in
einem Polyacrylamidgel getrennt. AnschlieBend erfolgt der elektrophoretische Transfer der
Proteine mittels elektrischer Spannung in einer Transferkammer von dem Gel auf eine
Nitrozellulose-Membran. Das auf diese Weise erzeugte Bandenmuster bleibt erhalten und

ermOglicht den spezifischen Nachweis der Proteine mittels Antikorper.

Zur detaillierten Analyse des Einflusses von I/R auf die Regulation der AMR- und IL-6-R-
abhéngigen Signalkaskaden wurden Lysate aus Leberzellen verschiedener Versuchsgruppen
prépariert. Die Phosphorylierung von STAT3 sowie STATS wurde nachgewiesen und quantifiziert.
Die Lysate wurden im Verhéltnis 6:1 mit 6% Lammli-Puffer versetzt und fiir 5 Minuten bei 95 °C
erhitzt, um die enthaltenen Proteine zu denaturieren. Der Lammli-Puffer wirkt dabei reduzierend
auf Disulfidbriicken und linearisiert die Proteine. Die Proteine der Leberzelllysate wurden
anschlieend mittels diskontinuierlicher SDS-PAGE (engl. sodium dodecyl sulfate polyacrylamide
gel electrophoresis) in einem Polyacrylamidgel aufgetrennt, das aus einem Trennungsgel (10 %)
und einem Sammelgel (5%) bestand (Tabelle 10). Diese Gele besitzen unterschiedliche

PorengroBen und pH-Werte und wurden in einer Elektrophoresekammer gegossen.

Tabelle 10: Zusammensetzung des Trenn- und Sammelgels pro Gel

Bestandteile Trenngel (10%) Sammelgel (5%)
4x Sammelgel-Puffer, pH= 6.8 - 1.25 ml

4x Trenngel-Puffer, pH= 8.8 2.8 ml -

Acrylamid 30% 3.75 ml 650 ul

dest. Wasser 4.7 ml 3.1ml

APS 10% 112.5 ul 25 ul

TEMED 11.25 pl 5ul
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Nach der vollstindigen Polymerisation des Gels in der Elektrophoresekammer wurde das Gel in
der mit 1x Elektrophoresepuffer (TGE) gefiillten Kammer mit den Proben beladen. Zusétzlich
wurde ein Protein-Marker als Referenz fiir die Molekiilgrofle in einer Randtasche des Gels
aufgetragen. Die Proteine werden durch das anionische SDS gleichméfig negativ geladen. Nach
Anlegen einer Spannung von 25 mA an die Elektrophoresekammer wandern die Proteine mit einer
ithrer Groe entsprechenden Geschwindigkeit zur Anode, wodurch sie im Trenngel entsprechend
ithrer Molekiilmasse aufgetrennt werden. Das Ende der Laufspur der Proteine im Gel wird mit Hilfe
von Bromphenolblau (Farbefront) im Lammli-Puffer markiert. Der Lauf wird gestoppt, sobald die
Férbefront das Ende des Gels erreicht hat. Nach der vollstindigen Trennung der Proteine im Gel
erfolgt der eigentliche Western Blot (Semi-Dry-Western Blot), bei dem die gelelektrophoretisch

aufgetrennten Proteine auf eine Nitrozellulose-Membran transferiert (geblottet) werden.

Fiir den Blotting-Prozess werden zuniachst mehrere Lagen Filterpapier in verschiedenen Puffern
getrinkt und in einer definierten Reihenfolge i{ibereinander angeordnet: Zundchst werden drei
Filterpapierlagen in Blot-Puffer A (Tabelle 11) getrdnkt und platziert. Darauf folgen drei
Filterpapierlagen, die zuvor in Blot-Puffer B getrinkt wurden. AnschlieBend werden die
Nitrozellulose-Membran (15 Sekunden in Blot-Puffer B getridnkt) und das Elektrophorese-Gel (in
Blot-Puffer C getrinkt) aufgelegt. AbschlieBend werden sechs Filterpapierlagen, die in Blot-Puffer
C getrinkt sind, auf die Anordnung gelegt (Abb. 6).
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Abbildung 6: Aufbau eines Blots innerhalb des Western-Blot-Verfahrens

Tabelle 11: Blot-Puffer Zusammensetzung

Bestandteile Blot-Puffer A Blot-Puffer B Blot-Puffer C
Tris 18,15 ¢ 1,5¢g -
6-Aminocapronsiure - - 2,6 ¢

MeOH 100 ml 100 ml 100 ml

A. dest. 400 ml 400 ml 400 ml
pH-Wert 10,4 10,4 -

Zwischen Kathode und Anode der Transferkammer fiir den elektrophoretischen Proteintransfer
wird iiber eine Stunde eine Spannung von 70 mA angelegt, wodurch die negativ geladenen Proteine
in Richtung Anode wandern. Durch hydrophobe Wechselwirkungen werden die Proteine auf die
Membran iibertragen, sodass das Proteinverteilungsmuster der zuvor aufgetrennten Proteine auf
der Membran abgebildet wird. Der korrekte Transfer der Proteine auf die Membran wird durch
Féarbung mit Ponceau S-Férbelosung visuell kontrolliert. AnschlieBend wird die Farbung durch
mehrmaliges Spiilen der Membran mit TBS-T-Pufferlosung entfernt. Um spezifische Proteine auf
der Membran zu detektieren, werden zunichst unspezifische Bindungsstellen durch Blockierung

mit einer {Ubersittigten Proteinlosung (5% Milchpulver in TBS-T) fiir 1 Stunde bei
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Raumtemperatur auf einem rotierenden Inkubator blockiert. Nach dreimaligem Waschen der
Membran fiir jeweils 5 Minuten mit TBS-T erfolgt die Inkubation mit dem spezifischen priméiren
Antikorper (in 5% BSA in TBS-T mit 0,02 % Natriumazid) bei 4 °C iiber Nacht auf dem
rotierenden Inkubator. Am folgenden Tag wird die Membran dreimal fiir jeweils 5 Minuten mit
TBS-T gewaschen, um unspezifisch gebundene Antikorper zu entfernen. AnschlieBend erfolgt die
Inkubation mit dem sekundéren Antikorper (Anti-Rabbit IgG Horseradish Peroxidase, 1:2500 in
5 % Milchpulver in TBS-T) fiir ca. 1 Stunde bei Raumtemperatur. Nach erneutem Waschen mit
TBS-Twird die Detektion der Horseradish Peroxidase mittels verstirkter Chemilumineszenz (engl.
enhanced chemiluminescence, ECL) durchgefiihrt. Hierzu wird die Membran fiir 15 Sekunden bei
Raumtemperatur mit der Chemilumineszenz-Reagenz inkubiert. Die bei dieser Reaktion
freigesetzte Energie in Form von Licht wird mit einem Chemilumineszenz-Detektionssystem
(Fusion FX-Vilber) detektiert. Das Chemilumineszenz-Detektionssystem ermdoglicht die
Visualisierung des spezifisch gebundenen Antikorpers und somit den indirekten Nachweis des

Proteins.

4.3 Molekularbiologische Methoden

4.3.1 Quantitative Echtzeit-Polymerasekettenraktion (QRT-PCR)

(engl. quantitative real-time polymerase chain reaction)

Die qRT-PCR-Methode wird verwendet, um die Menge an komplementérer DNA (cDNA) in einer
Probe zu bestimmen. Die cDNA wird zuvor aus der isolierten Gesamt-RNA einer Probe des
Versuchstiers synthetisiert. Fiir die Analyse der Expression des Asgr, des 1I-6-r sowie von Tpo in
Hepatozyten wurden Lysate aus Leberproben der jeweiligen Versuchsgruppen hergestellt. Nach
der RNA-Isolierung und anschlieBenden Synthese der cDNA wurden mittels qRT-PCR die
Expressionsprofile der Zielgene quantitativ erfasst. Die Amplifikation der PCR-Produkte kann
dabei in Echtzeit durch Fluoreszenzfarbstoffe detektiert werden, wodurch spezifische Transkripte

quantitativ ausgewertet werden konnen.
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Zur Etablierung dieser Methode werden folgende Schritte in der angegebenen Reihenfolge

durchgefiihrt:

1. Isolierung der RNA
2. Synthese der cDNA
3. qRT-PCR unter Verwendung von SYBR Green

4.3.1.1 Isolierung der RNA aus murinen Lysate von Leberzellen

Im ersten Schritt werden die bei —70 °C tiefgefrorenen Lebergewebe mit 500 pl TRIzol und mithilfe
des Gewebehomogenisierungs-Kits (Precellys) fiir 30 s bei 5000 rpm homogenisiert. AnschlieBend
wird das RNeasy Mini Kit zur RNA-Isolierung entsprechend den Herstelleranweisungen eingesetzt.
Dabei wird die RNA aus den Leberzellen durch wiederholte Zentrifugations- und Waschschritte
mit den bereitgestellten Pufferlosungen isoliert und schlieBlich in 30 pl RNase-freiem Wasser
eluiert. Die Konzentration und Reinheit der Gesamt-RNA in jeder Probe werden photometrisch

bestimmt, um eine Vergleichbarkeit der Proben sicherzustellen.

4.3.1.2 Synthese der cDNA

Vor der cDNA-Synthese wird ein DNase-Verdau mit RNase-freier, rekombinanter DNase
durchgefiihrt, um gegebenenfalls vorhandene DNA-Reste in den Proben abzubauen. Das Ergebnis
ist eine reine mRNA-Losung. Hierzu werden 2 ul DNase zu 18 pul Gesamtvolumen der mRNA-
Probe hinzugefiigt und bei 37 °C fiir 30 Minuten inkubiert. AnschlieBend werden die Proben bei
75 °C fir 10 Minuten erhitzt, um die DNase zu deaktivieren. Erst danach erfolgt die cDNA-
Synthese. Alle Proben mit einem Gesamtvolumen von 18 ul mRNA-Probe enthalten eine
einheitliche Gesamtkonzentration von 0,2 ug RNA-Eluat, um eine Vergleichbarkeit der Proben
sicherzustellen. Durch Zugabe von 2 pl DNase wird das Gesamtvolumen jeder Probe auf 20 pl
erhoht. Fiir die cDNA-Synthese mittels reverse Transkription wurde das ImProm-II™ Reverse
Transcription System-Kit der Firma Promega verwendet. Zundchst werden 20 ul der mRNA-
Losung mit 2 pl Oligo(dT)-Primer versetzt, anschlieBend werden 9 ul Mastermix hinzugefiigt. Der

Mastermix setzt sich wie folgt zusammen: (Tabelle 12)
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Tabelle 12: Zusammensetzung des Mastermixes fiir cDNA-Synthese pro Ansatz

Methoden

ImProm-II 5x Reaction Buffer 4.0 ul
MgCl; (7 mM) 25wl
dANTP-Mix (0,5 mM je dANTP) 1.0l
Recombinant RNasin Ribonuclease Inhibitor 0.5 ul
ImProm-II Reverse Transcriptase 1.0 ul
Gesamt 9.0 ul

Die cDNA-Synthese wird in einem Thermocycler durch folgendes Programm (Tabelle 13)

durchgefiihrt.

Tabelle 13: Thermocycler-Programm fiir cDNA-Synthese

Primerhybridisierung: Anlagerung der Primer

an die RNA-Strénge

25 °C, 5 Min

Elongation: Synthese des komplementiren

DNA-Strangs

42 °C, 60 Min

Inaktivierung der Reversen Transkriptase

72 °C, 15 Min

4.3.1.3 qRT-PCR unter Verwendung von SYBR Green

Zur Durchfiihrung der qRT-PCR wurde Follistatin-related protein 1 (Fstll) als Referenzgen

verwendet, da festgestellt wurde, dass Fst// in Leberzellen konstant exprimiert wird. Somit eignet

es sich als Referenz, um Unterschiede in der zelluldren Gesamtexpression bei der Auswertung zu

normalisieren. Fiir die Analyse des RNA-Priparats wurden die Messungen fiir jeden Primer und

jede Probe in technischem Triplikat durchgefiihrt. Die Primer-Sequenzen sind in Tabelle 14

dargestellt.
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Tabelle 14: Primersequenzen fiir qRT- PCR

Methoden

Name Richtung 5'— 3’ Sequenzen

Fistll forward "AGCCCACGTGCCTCTGCATT’
Fistll reverse '"GGCTGGCAGATGGACTCGCA’
1l-6-r forward "CTGCCAACCTTGTGGTATCAG’
1l-6-r reverse "GCAGCAAGTAGTAACTCGGGT’
mAsgr 1 forward "GAGTCGAAGCTGGAAAAACAG’
mAsgr 1 reverse "‘CCTTCATACTCCACCCAGTTG’
mAsgr 2 forward "ACGTGAAGCAGTTAGTGTCTG’
mAsgr 2 reverse "‘CCTTCATACTCCACCCAGTTG’
mTpo forward "CACAGCTGTCCCAAGCAGTA’
mTpo reverse "CATTCACAGGTCCGTGTGTC’

Zuerst werden je Ansatz 2 pl der cDNA-Proben mit 18 pl eines Mastermix gemischt. Die

Gesamtvolumina von 20 pl pro Ansatz werden auf eine Mikrotiterplatte pipettiert. Der Mastermix

beinhaltet folgende Reagenzien: (Tabelle 15)

Tabelle 15: Mastermix-Zusammensetzung fiir QRT-PCR pro Ansatz

Fast SYBR Green Master Mix

10 pl

A. dest.

6 ul

Primer forward

1wl

Primer reverse

1l

Gesamt 18 ul

Mithilfe des ViiA 7 Real-Time PCR-Systems wird die Genexpression der unterschiedlichen

Zielgene nach Durchlaufen des folgenden Programms (Tabelle 16) gemessen:
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Tabelle 16: Programm der qRT-PCR

Zielgen Fstll 11-6-r Asgrl Asgr2 Tpo
Prozess
Zyklen 35
Denaturierung 2 Min /90 °C
Primer Annealing | 58 - 62 °C
Elongation 10 Sek. /95 °C

Die gemessenen Schwellenwerte (C7, engl. cycle threshold) mittels des ViiA™ 7 Real-Time PCR-
Systems ermdglichen die quantitative Auswertung der qRT-PCR fiir das jeweilige Zielgen in jeder
Probe. Dabei gilt: Je hoher die Ausgangskonzentration der cDNA des Zielgens in einer Probe, desto

niedriger ist der entsprechende C7-Wert.

4.4 Histologisches Verfahren

Die Euthanasie der Tiere erfolgte nach erfolgreicher Andsthesie mit Ketamin (100 mg/kg) und
Xylazin (10 mg/kg) durch thorakale Er6ffnung. AnschlieBend wurden die Milz sowie das Femur
entnommen und fiir 24 Stunden in 4 % Paraformaldehyd (PFA) fixiert. Nach der Fixierung wurde
das Femur fiir eine Woche in EDTA-L6sung inkubiert, um eine Entkalkung (Dekalzifikation) zu
ermoglichen. Die Milz wurde nach der Fixierung, das Femur nach der Entkalkung, jeweils in einer
aufsteigenden Ethanolreihe entwéssert und anschlieend fiir 12 Stunden in Roti®-Histol inkubiert.
Danach erfolgte eine Infiltration der Gewebeproben in fliissigem Paraffin tiber 6 Stunden. Zum
Abschluss wurden die Proben in Paraffin eingebettet. Aus den paraffinierten Gewebeproben
wurden 5um dicke Schnittpraparate angefertigt und auf Objekttrager aufgezogen. Die
Gewebeschnitte wurden durch Inkubation bei 50 °C fiir 30 Minuten mittels Warme auf dem

Objekttrager fixiert.
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4.4.1 Hiamalaun Eosin-Firbung

Mithilfe der Hédmalaun-Eosin-(HE)-Fiarbung wurde die Megakaryopoese in der Milz und im
Knochenmark des Femurs der verschiedenen Versuchsgruppen histologisch analysiert. Fiir die
Durchfiihrung der Firbung wurden die Gewebeschnitte zunédchst durch eine absteigende
Alkoholreihe (Tabelle 17) entparaffiniert. Anschlieend erfolgte eine Inkubation der Schnitte in
Hiamalaunlosung fiir 10 Minuten. Nach kurzem Spiilen mit Leitungswasser wurden die Schnitte fiir
60 Sekunden in 1 % HCI in 70 % Ethanol differenziert und anschlieend fiir 10 Minuten unter
flieBendem Wasser bldulich gefirbt (Blduung). Im ndchsten Schritt wurden die Schnitte fiir 40
Sekunden in 1% Eosinlosung kontrastgefirbt und im Anschluss durch eine aufsteigende
Alkoholreihe (s. Tabelle 17) entwéssert. Abschlieend erfolgte die Eindeckung der Schnitte mit
Histokitt.

Tabelle 17: Alkoholreihe

10 Min Roti-Histol
2 Min 100% EtOH
absteigende 2 Min (2 x) 96% EtOH
Alkoholreihe 2 Min 70% EtOH
10 Min Héamalaun-Losung
kurz waschen in
Leitungswasser
Firbung 60 Sek. 1% HCL/
70% EtOH
10 Min in flieBendem
Leitungswasser
40 Sek. 1% Eosin-Losung
2 Min 70 % EtOH
2 Min (2 x) 96 % EtOH
aufsteigende 2 Min 100 % EtOH
Alkoholreihe 10 Min Roti Histol
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In diesem Projekt wurde die Anzahl der Megakaryozyten im Milzparenchym sowie im

Knochenmark der jeweiligen Mausversuchsgruppen mikroskopisch quantifiziert, um die

Vergleichbarkeit zwischen den Versuchsgruppen sicherzustellen.

4.5 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mithilfe des Programms GraphPad Prism. Die Anzahl der

Versuchstiere pro Gruppe wird mit (n) angegeben. In allen Diagrammen ist auf der Y-Achse der

Mittelwert (MW) dargestellt. Zusétzlich wurde der Standardfehler des Mittelwerts (engl. standard

error of the mean, SEM) in die Diagramme eingetragen.

Zur Uberpriifung, ob zwischen zwei Versuchsgruppen ein signifikanter Unterschied besteht, wurde

ein t-Test durchgefiihrt. Das Signifikanzniveau wurde wie folgt definiert und in den Diagrammen

gekennzeichnet:

p - Wert <0.05: * p- Wert <0.01: **

p- Wert <0.001: ***
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5 Ergebnisse

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Untersuchung der Mechanismen, die an der Regulation
der Thrombozytenzahl nach einer Gewebeschddigung infolge einer I/R-Verletzung beteiligt sind.
Im Fokus standen dabei die Signalwege der Asgr-Genexpression (Asialoglykoprotein-Rezeptor),
der /l-6r-Genexpression sowie die Aktivierung der STAT-Signaltransduktionskaskaden in der
Leber und deren Einfluss auf die nachfolgende TPO-Produktion. Dariiber hinaus wurden die
Verdnderungen in der Anzahl der Megakaryozyten im Knochenmark und in der Milz nach einer

I/R-Verletzung analysiert.

Es wurde untersucht, ob der Anstieg der Thrombozytenzahl nach I/R durch Verdnderungen in der
Asgr-und I/-6r-Genexpression in der Leber sowie durch daraus resultierende Modulationen in den
Signalwegen (z.B. STATs) und der TPO-Produktion vermittelt wird. Erginzend dazu wurde
analysiert, inwieweit sich die Anzahl der Megakaryozyten in Knochenmark und Milz als Reaktion

auf eine I/R-Verletzung verindert.

Die Untersuchungen konzentrierten sich sowohl auf den Ausgangszustand (naiver Zustand) als
auch auf Zeitpunkte 24 Stunden nach einem AMI. In einigen Mauslinien wurden dariiber hinaus
erweiterte Zeitpunkte (6 Stunden, 5 Tage und 21 Tage nach AMI) beriicksichtigt, um zeitliche

Dynamiken differenzierter erfassen zu konnen.

Als Wildtyp diente die Mauslinie C57BL/6J. Dariliber hinaus wurden Tiere derselben Linie
eingesetzt, die entweder mit I[gG-Kontrollantikdrpern (Kontrollgruppe) oder mit depletierenden
Antikorpern (Depl.) behandelt wurden. Zusétzlich wurde eine genetisch modifizierte Zuchtlinie
mit den Genotypen Mpl*/* (wildtypischer Thrombopoietin-Rezeptor, Kontrollgruppe) und Mpl /-
(defizienter Thrombopoietin-Rezeptor) untersucht. Die Genotypisierung erfolgte mithilfe von

qRT-PCR.

Frithere Studien haben gezeigt, dass die Thrombozytenzahl bei depletierten Méusen sowie bei
Mpl/~Tieren im Vergleich zu den jeweiligen Kontrollgruppen (IgG-behandelte bzw. Mpl*/*-
Mause) drastisch reduziert ist und lediglich etwa 2 % bzw. 13 % der Kontrollwerte betrigt. Diese
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deutlichen Unterschiede unterstreichen die Bedeutung der jeweiligen Signalwege und der

genetischen Modulation fiir die Regulation der Thrombozytenproduktion (Abb. 7*).
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Abbildung 7*: Bestimmung der Thrombozytenzahlen in depletierten und Mpl/-Miusen im Vergleich zu den
jeweiligen Kontrollgruppen. Die Thrombozytenzahl (Plt) wurde im peripheren Blut mittels automatisierter
hidmatologischer ~ Analyse  quantifiziert. = Untersucht wurden = Méuse nach  Antikorper-vermittelter
Thrombozytendepletion (Depl.) im Vergleich zu IgG-behandelten Kontrolltieren sowie Mpl-defiziente Méause (Mpl7/")
im Vergleich zu ihren Kontrollgruppen (Mp!*/*). (A) Die Thrombozytenzahl betrédgt in depletierten Méusen etwa 2 %
der Werte IgG-behandelter Kontrollméduse (n = 3-5). (B) Die Thrombozytenzahl liegt in Mp//-Méusen bei etwa 13
% der Werte von Mpl*/*-Mausen (n = 3-5). Die Daten werden als Mittelwert + SEM (Standardfehler des Mittelwertes)
dargestellt. Die statistische Auswertung erfolgte mittels ungepaartem t-Test (***P < 0,001). *Die Abbildung wurde

freundlicherweise von Frau Dr. Meike Klier zur Verfiigung gestellt.

Diese Arbeit untersucht insbesondere die Hypothese, dass die Regulation von TPO und STAT-
Signaltransduktionswegen durch die Expression von Asgr und //-6r eine zentrale Rolle bei der
Erhohung der Thrombozytenzahl nach einem AMI spielt. Dariiber hinaus wird untersucht, wie
genetische und immunmodulatorische Modifikationen insbesondere Mpl-Defizienz und
Thrombozytendepletion diese Mechanismen beeinflussen. Die Ergebnisse dieser Arbeit beleuchten
die molekularen Mechanismen der Regulation von Thrombozyten und der inflammatorischen
Reaktion nach MI. Die Hauptbefunde umfassen Verianderungen in der Expression von Asgr-, I/-
6r- und Tpo-Genen sowie deren zeitliche Dynamik in Abhéngigkeit von der jeweiligen

Behandlung.
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5.1 Molekularbiologische Analyse

Der primire Abbau von Thrombozyten erfolgt iiberwiegend in der Leber [54]. Zur Analyse der
Genexpression des Asgr, des I/-6r sowie der Tpo in Hepatozyten wurden Lysate aus Leberproben
der jeweiligen Versuchstiere gewonnen. Nach der Isolierung der Gesamt-RNA aus den Proben
erfolgte die Synthese der komplementiren DNA (cDNA) mittels reverser Transkription. Zur
Quantifizierung der cDNA in jeder Probe und zur Bestimmung der Expressionsmuster der Zielgene
wurde qRT-PCR eingesetzt. Dies ermoglichte eine prazise Erfassung und einen Vergleich der

Genexpressionsprofile zwischen den verschiedenen Mauslinien.

Ziel der Genexpressionsanalyse war es, potenzielle Einfliisse eines MI auf die Regulation von Asgr
und Il-6r sowie auf die Expression von 7po-mRNA zu identifizieren und deren Rolle in der

Regulation der Thrombozytenzahl zu untersuchen.

In diesem Abschnitt werden die Verdnderungen der Genexpression in der Leber analysiert, mit
besonderem Fokus auf die zeit- und behandlungsabhingige Regulation der Gene Asgrl, Asgr2, II-
6rund Tpo.

5.1.1 Ashwell-Morell Rezeptor

Der AMR befindet sich auf der Plasmamembran der Hepatozyten in den Kapillaren der
sinusoidalen Lebergefdle. Der Rezeptor besteht aus Transmembranglykoproteinen, die als
Asialoglycoprotein-1 (Asgrl) und Asialoglycoprotein-2 (Asgr2) bezeichnet werden [66, 67]. Die
Hochregulation von Asgrl und Asgr2 weist darauf hin, dass der AMR eine zentrale Rolle bei der
Elimination von desialylierten Thrombozyten spielt, die nach einem AMI vermehrt auftreten. Der
AMR, der aus zwei Asgrl-Ketten und einer Asgr2-Kette besteht, stellt die am héaufigsten
vorkommende Konformation mit der hochsten Affinitdt flir terminale Galactose dar. Wihrend
bislang bekannt war, dass sowohl Asgr/ als auch Asgr2 von Hepatozyten exprimiert werden,
konnte jiingst gezeigt werden, dass Asgrl auch auf der Membran von Kupffer-Zellen exprimiert
wird. Die zeitliche Regulation von Asgr/ und 4Asgr2 deutet darauf hin, dass diese Gene eng mit der
entziindungsbedingten Thrombopoese verkniipft sind [69, 70, 117]. Zur Kldrung der Rolle des IL-

6R in diesem Netzwerk wurden zudem die Expressionsmuster der entsprechenden Gene analysiert.
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5.1.1.1 Asgrl-Genexpression

Die Analyse der Expression des Asgrl/-Gens mittels qRT-PCR bei wt-Tieren der Mauslinie
C57BL/6J zeigte eine dynamische Regulation zu verschiedenen Zeitpunkten nach einem AMI.
Sechs Stunden nach AMI war eine Hochregulation der Genexpression erkennbar. Im Zeitraum
zwischen 6 und 24 Stunden nahm die Genexpression ab, blieb jedoch iiber dem Ausgangsniveau.
Fiinf Tage nach AMI war die Genexpression signifikant herabreguliert, und nach 21 Tagen blieb

sie weiterhin auf einem deutlich reduzierten Niveau (Abb. 8A).

Die Asgri-Genexpression war bei naiven Méusen (prd-AMI) in der Gruppe, die mit Depl.-
Antikorpern behandelt wurde, im Vergleich zu Méusen, die mit [gG-Kontrollantikdrpern behandelt
wurden, signifikant vermindert. Sechs Stunden nach AMI zeigten beide Gruppen eine signifikante
Hochregulation der Asgri-Genexpression im Vergleich zu naiven Miusen. 24 Stunden nach AMI
kam es in beiden Gruppen zu einer signifikanten Herabregulation der Asgr/-Genexpression, die
bei den mit Depl.-Antikorpern behandelten Méusen im Vergleich zur Kontrollgruppe noch
ausgeprigter war (Abb. §B).

Die Analyse der Genexpression des Asgri-Gens in Mpl*/* und Mpl/- Mausmodellen zeigte bei
naiven Miusen nur geringe Unterschiede zwischen den beiden Genotypen. Nach 24 Stunden war
eine Hochregulation der Asgrl-Expression bei den Mpl/- Méusen im Vergleich zu den Mpl'/*
Maiusen zu beobachten. Diese Unterschiede waren jedoch statistisch nicht signifikant (Abb. 8C).
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Abbildung 8. Analyse der hepatischen Asgrl-Genexpression nach akutem Myokardinfarkt (AMI) mittels qRT-
PCR. Die Expression des Asgri-Gens wurde in Lebergewebe quantifiziert. Die qRT-PCR erfolgte unter Verwendung
eines geeigneten Referenzgens und wurde nach der 2*-AACt-Methode ausgewertet. Untersucht wurden Wildtypméause
(C57BL/6J), Méause nach Antikorper-vermittelter Depletion (Depl.) im Vergleich zu IgG-behandelten Méusen sowie
Mpl-defiziente Méuse (Mpl/") im Vergleich zu Kontrollgruppen (Mpl*/*). (A) In Wildtypméausen (C57BL/6J) zeigt
sich 6 h und 24 h pAMI eine Hochregulation der Asgr/-Expression, gefolgt von einer signifikanten Abnahme zu den
spéteren Zeitpunkten 5 d und 21 d pAMI (n = 3-4). (B) Die Asgri-Expression ist in beiden Gruppen 6 h pAMI
signifikant erhoht. Nach 24 h ist die Expression in beiden Gruppen signifikant reduziert, mit einer ausgepragteren

Abnahme in der Depl.-Gruppe (n = 3-5). (C) Mpl/-Maiuse zeigen 24 h nach AMI eine hohere Asgri-Expression als
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Mpl*/*-Kontrolltiere, ohne dass der Unterschied statistische Signifikanz erreicht (n = 3-5). Die Daten werden als

Mittelwert + SEM (Standardfehler des Mittelwertes) dargestellt. Die statistische Auswertung erfolgte mittels
ungepaartem t-Test (*P < 0,05; **P < 0,01; ***P <0,001).

5.1.1.2 Asgr2-Genexpression

Die Analyse der Genexpression mittels qRT-PCR zeigte bei wt-Tieren (C57BL/6J) eine
signifikante Hochregulierung der Asgr2-Genexpression 24 Stunden nach AMI. Die Expression
erreichte zu diesem Zeitpunkt ihren hochsten Wert im Vergleich zu naiven Madusen. Fiinf Tage
nach AMI war die Asgr2-Genexpression weiterhin erhoht, jedoch etwas geringer als nach 24
Stunden. 21 Tage nach AMI =zeigte sich eine deutliche Herunterregulierung der Asgr2-

Genexpression, die jedoch immer noch iiber dem Niveau der naiven Tiere lag (Abb. 9A).

Die Asgr2-Genexpression war sowohl bei mit Depl.-Antikérpern als auch mit IgG-
Kontrollantikdrpern behandelten Mausen sechs Stunden nach AMI im Vergleich zu naiven Miusen
signifikant hochreguliert. 24 Stunden nach AMI zeigte sich in beiden Gruppen eine signifikante
Herabregulation der Asgr2-Genexpression, welche bei den mit Depl.-Antikdrpern behandelten
Maiusen im Vergleich zu den mit IgG-Kontrollantikorpern behandelten Méusen noch starker

ausgeprigt war (Abb. 9B).

Die Analyse der Expression des Asgr2-Gens in Mpl*/*- und Mpl-/-Mausmodellen zeigte bei naiven
Mausen nur geringe Unterschiede, wobei die Expression in den Mp/~/-Miusen leicht hoher war
als in den Mpl*/*-Méusen. Nach 24 Stunden war in beiden Mausmodellen eine Hochregulation der
Asgr2-Expression zu beobachten, wobei die Mpl-/~-Miuse erneut eine hohere Expression zeigten

als die Mpl*/*-Méuse. Diese Unterschiede waren jedoch nicht signifikant (Abb. 9C).
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Abbildung 9. Analyse der hepatischen Asgr2-Genexpression nach akutem Myokardinfarkt (AMI) mittels qRT-
PCR. Die Expression des 4sgr2-Gens wurde in Lebergewebe quantifiziert. Die qRT-PCR erfolgte unter Verwendung
eines geeigneten Referenzgens und wurde nach der 2*-AACt-Methode ausgewertet. Untersucht wurden Wildtypméuse
(C57BL/6J), Méause nach Antikorper-vermittelter Depletion (Depl.) im Vergleich zu IgG-behandelten Méusen sowie
Mpl-defiziente Méuse (Mpl7/") im Vergleich zu Kontrollgruppen (Mpl/*). (A) Es zeigt sich eine signifikante
Hochregulation der Asgr2-Expression 24 h pAMI sowie ein weiterhin erhdhtes Expressionsniveau an Tag 5 pAMI;

nach 21 Tagen ist ein Riickgang der Expression erkennbar (n = 3—4). (B) Sowohl IgG-behandelte als auch depletierte
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Maéuse (Depl.) weisen 6 h pAMI eine ausgepragte Hochregulation der Asgr2-Expression auf; 24 h pAMI zeigt sich in
beiden Gruppen ein signifikanter Riickgang, der in der Depl.-Gruppe starker ausgeprégt ist (n = 3-5). (C) 24 Stunden
nach AMI ist die Asgr2-Expression in beiden Mausmodellen erhoht, wobei Mpl/-Méuse hohere Werte als Mpl*/*-
Mause aufweisen; dieser Unterschied erreicht jedoch keine statistische Signifikanz (n = 3-5). Die Daten werden als
Mittelwert + SEM (Standardfehler des Mittelwertes) dargestellt. Die statistische Auswertung erfolgte mittels
ungepaartem t-Test (*P < 0,05; **P < 0,01; ***P <0,001).

5.1.2 Il-6r-Genexpression

Das IL-6 wird unter entziindlichen Bedingungen von Fibroblasten, Monozyten, Makrophagen, T-
Zellen und Endothelzellen synthetisiert [84, 85]. Verschiedene Entziindungszustinde wie das ACS,
Colitis ulcerosa und rheumatoide Arthritis sind mit Thrombozytose sowie erhdhten TPO-

Plasmaspiegeln assoziiert [79-82].

Die qRT-PCR-Analyse von Lysaten aus Leberzellen wt-Tiermodellen zeigte eine Hochregulierung
der [l-6r-Genexpression sechs Stunden nach AMI. Im weiteren Verlauf war die [//-6r-

Genexpression jedoch fiinf Tage nach AMI signifikant herunterreguliert (Abb. 10A).

Bei naiven Méusen, die mit Depl.-Antikdrpern behandelt wurden, zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede in der /L-6R-Genexpression zwischen den Gruppen. Sechs Stunden nach AMI war
die /L-6R-Genexpression bei den mit IgG-Kontrollantikorpern behandelten Méusen signifikant
hochreguliert, wahrend sie bei den mit Depl.-Antikorpern behandelten Médusen zwar erhoht, jedoch
nicht signifikant war. 24 Stunden nach AMI wurde in beiden Gruppen eine Herunterregulierung
der IL-6R-Genexpression im Vergleich zu sechs Stunden nach AMI beobachtet, wobei diese
Herunterregulation bei den mit Depl.-Antikdrpern behandelten Miusen signifikant ausfiel (Abb.
10B).

Die Analyse der /L-6R-Genexpression bei den naiven Mp/-Mauslinien ergab, dass Mpl/~-Miuse
eine signifikant geringere //-6r-Genexpression im Vergleich zu Mpl*/*-Mdusen aufwiesen. 24
Stunden nach AMI zeigte sich bei den Mpl*/*-Méusen keine Verdnderung der //-6r-Genexpression
im Vergleich zu naiven Mpl*/*-Midusen. Hingegen wiesen die Mp/~/-Miuse 24 Stunden nach AMI
einen signifikanten Anstieg der //-6r-Genexpression gegeniiber naiven Mpl/~-Mé&usen auf (Abb.

10C).
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Abbildung 10. Analyse der hepatischen I/-6r-Genexpression nach akutem Myokardinfarkt (AMI) mittels qRT-
PCR. Die Expression des //-6r-Gens wurde in Lebergewebe quantifiziert. Die qRT-PCR erfolgte unter Verwendung
eines geeigneten Referenzgens und wurde nach der 2*-AACt-Methode ausgewertet. Untersucht wurden Wildtypmause
(C57BL/6J), Méause nach Antikorper-vermittelter Depletion (Depl.) im Vergleich zu IgG-behandelten Méusen sowie
Mpl-defiziente Méause (Mpl /") im Vergleich zu Kontrollgruppen (Mpl*/*). (A) In Wildtypmausen zeigt sich 6 h nach
AMI eine Hochregulation der //-6r-Expression, wéhrend an Tag 5 pAMI ein signifikanter Riickgang sichtbar wird,;
nach 21 Tagen ndhert sich die Expression dem Ausgangsniveau an (n = 3-5). (B) Sechs Stunden pAMI weisen sowohl
IgG-behandelte Méuse als auch depletierte Méause eine erhdhte //-6r-Expressionswerte auf, wobei die Hochregulation
in der IgG-Gruppe signifikant ausfallt; 24 h pAMI ist in beiden Gruppen ein Riickgang erkennbar, der in der Depl.-
Gruppe signifikant ist (n = 3-5). (C) Naive Mpl/7/-Mduse zeigen eine signifikant geringere //-6r-Expression als naive
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Mpl*/*-Méuse. Nach 24 h pAMI ist bei Mpl/-Méusen eine signifikante Hochregulation im Vergleich zu ihren naiven
Ausgangswerten erkennbar, wiahrend bei Mpl*/*-Mdusen keine Verdnderung sichtbar ist (n = 3-5). Die Daten werden
als Mittelwert =+ SEM (Standardfehler des Mittelwertes) dargestellt. Die statistische Auswertung erfolgte mittels
ungepaartem t-Test (*P < 0,05; **P <0,01; ***P <0,001).

5.1.3 Tpo- Genexpression

Die qRT-PCR-Analyse der Lysate aus Leberzellen von wt-Tieren (C57BL/6J) zeigte eine
Hochregulierung der 7po-Expression bereits sechs Stunden nach AMI, wobei nach 24 Stunden eine
signifikante Hochregulierung festgestellt wurde. Fiinf Tage nach AMI war die 7po-Expression
signifikant herunterreguliert und erreichte ein Niveau, das dem der naiven Méuse entsprach (Abb.

11A).

Bei naiven Miusen war die 7po-Expression in der Gruppe, die mit Depl.-Antikérpern behandelt
wurde, signifikant hoher als bei mit IgG-Kontrollantikdrpern behandelten Tieren. Sechs Stunden
nach AMI stieg die 7po-Expression in der IgG-Kontrollgruppe signifikant an und sank 24 Stunden
nach AMI wieder signifikant ab. Im Gegensatz dazu zeigte die 7po-Expression bei mit Depl.-
Antikorpern behandelten Maiusen sowohl sechs als auch 24 Stunden nach AMI eine

Hochregulation, die jedoch statistisch nicht signifikant war (Abb. 11B).

Die Analyse der 7po-Expression in den Mpl/-Mauslinien ergab, dass naive Mpl/~-Méuse eine
signifikant hohere 7po-Expression im Vergleich zu naiven Mpl*/*-Méusen aufwiesen. 24 Stunden
nach AMI zeigten Mpl*/*-Méduse eine signifikante Hochregulation der 7po-Expression im
Vergleich zu naiven Mpl*/*-Midusen. Bei Mp//-Maiusen konnte 24 Stunden nach AMI hingegen
keine signifikante Verdanderung der 7po-Expression im Vergleich zu den naiven Mp/~/-Miusen

festgestellt werden (Abb. 11C).
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Abbildung 11. Analyse der hepatischen 7po-Expression nach akutem Myokardinfarkt (AMI) mittels qRT-PCR.
Die Expression des Tpo-Gens wurde in Lebergewebe quantifiziert. Die qRT-PCR erfolgte unter Verwendung eines
geeigneten Referenzgens und wurde nach der 2*-AACt-Methode ausgewertet. Untersucht wurden Wildtypmause
(C57BL/6J), Méause nach Antikorper-vermittelter Depletion (Depl.) im Vergleich zu IgG-behandelten Méusen sowie
Mpl-defiziente Mause (Mpl7/") im Vergleich zu Kontrollgruppen (Mpl*/*). (A) Wildtypméuse zeigen 24 h nach AMI
eine signifikante Hochregulation der 7po-Expression; an Tag 5 pAMI ist ein signifikanter Riickgang auf ein Niveau
sichtbar, das dem der naiven Tiere entspricht (n = 3—4). (B) Naive depletierte Mause weisen eine signifikant hohere

Tpo-Expression auf als IgG-behandelte Tiere. Sechs Stunden pAMI ist die Expression in der IgG-Gruppe signifikant
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erhoht, wahrend die Depl.-Gruppe sowohl 6 h als auch 24 h pAMI erhohte Werte zeigt, jedoch weniger ausgepragt.
Nach 24 h pAMI zeigt sich in der IgG-Gruppe ein signifikanter Abfall der Expression (n = 3-5). (C) Naive Mpl7/ -
Maéuse zeigen eine signifikant hohere 7po-Expression als naive Mpl*/*-Tiere. Nach 24 h pAMI steigt die Expression
bei Mpl*/*-Méusen signifikant an, wéhrend bei Mpl/-Maiusen im Vergleich zu ihren naiven Ausgangswerten kaum
eine Verdnderung erkennbar ist (n = 3—5). Die Daten werden als Mittelwert = SEM (Standardfehler des Mittelwertes)
dargestellt. Die statistische Auswertung erfolgte mittels ungepaartem t-Test (*P < 0,05; **P < 0,01; ***P <0,001).

5.2 Proteinbiochemische Analyse

Zur detaillierten Untersuchung des Einflusses von I/R auf die Regulation der AMR- und IL-6R-
abhéngigen Signalkaskaden wurden Lysate aus Leberzellen der verschiedenen Versuchsgruppen
gewonnen. Ziel war die Detektion und Quantifizierung der Expression sowie der Phosphorylierung
der Signaltransduktoren STAT3 und STATS. Die Phosphorylierung der Proteine wurde mittels
Western-Blot-Analyse untersucht, einem etablierten Verfahren zur Charakterisierung
posttranslationaler Modifikationen. Nach Aktivierung der STAT-Proteine (STAT1-STAT6) durch
Tyrosinphosphorylierung kommt es zur Dimerisierung und Translokation in den Zellkern. Dort
fungieren die phosphorylierten STATs als Transkriptionsfaktoren, die die Expression von
Zielgenen regulieren, darunter die mRNA fiir die Synthese von TPO und Akutphaseproteinen.
Diese Prozesse spielen eine zentrale Rolle bei der entziindungsbedingten Signaliibertragung sowie

der Regulation der Thrombopoese [86, 89, 90, 93].

5.2.1 STAT3-Signalweg

Studien haben gezeigt, dass sowohl desialylierte Thrombozyten als auch IL-6 iiber die AMR-
JAK2- beziehungsweise IL-6R-JAK1-Signalkaskaden in Leberzellen zur Phosphorylierung von
STAT3 fiihren. Dies bewirkt die Translokation von STAT3 in den Zellkern und stimuliert
anschlieBend die Expression von Tpo. Ob STAT3 nach der Translokation direkt an den TPO-
Promotor bindet, ist bisher jedoch nicht abschlieend geklart [25, 71].

Der Vergleich der Western-Blot-Analysen sowie die statistische Auswertung zeigten bei
wildtypischen Tieren (C57BL/6J) eine signifikante Erhohung des Phosphorylierungsniveaus von
STAT3 (pSTAT3) sechs Stunden nach AMI im Vergleich zu naiven Méusen. Im Gegensatz dazu
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waren 24 Stunden, 5 Tage und 21 Tage nach AMI keine signifikanten Verdnderungen im

Phosphorylierungsniveau von STAT3 im Vergleich zu naiven Miusen nachweisbar (Abb. 12A).

Vor AMI war die Phosphorylierung von STAT3 bei mit IgG-Kontrollantikérpern behandelten
Maéusen geringer als bei Médusen, die mit Depl.-Antikorpern behandelt wurden. Sechs Stunden nach
AMI zeigte sich bei den mit IgG-Kontrollantikdrpern behandelten Méusen ein signifikanter
Anstieg der STAT3-Phosphorylierung, die 24 Stunden nach AMI im Vergleich zu sechs Stunden
nach AMI signifikant zuriickging und nahezu das Ausgangsniveau erreichte. Bei den mit Depl.-
Antikorpern behandelten Miusen war die STAT3-Phosphorylierung sechs Stunden nach AMI
erhoht und 24 Stunden nach AMI wieder reduziert, wobei diese Verdnderungen jedoch statistisch

nicht signifikant waren (Abb. 12B*).

Bei den Mpl-Mauslinien zeigte das Phosphorylierungsniveau von STAT3 24 Stunden nach AMI
sowohl bei Mpl*/*- als auch bei Mp//-Maiusen einen signifikanten Anstieg im Vergleich zu den
jeweiligen naiven Kontrollgruppen. Die Phosphorylierungsniveaus von STAT3 unterschieden sich
jedoch weder vor AMI noch 24 Stunden danach signifikant zwischen den beiden Mauslinien (Abb.
12C).
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Abbildung 12. Western-Blot-Analyse der STAT3-Phosphorylierung (pSTAT3) in Lebergewebe nach akutem
Myokardinfarkt (AMI). Leberlysate wurden mittels Western Blot analysiert, um phosphoryliertes STAT3 (pSTAT3)
und Gesamt-STAT3 (STAT3) nachzuweisen. GAPDH diente als Beladungskontrolle. Untersucht wurden
Wildtypmaéuse (C57BL/6J), Mause nach Antikorper-vermittelter Depletion (Depl.) im Vergleich zu IgG-behandelten
Mausen sowie Mpl-defiziente Méuse (Mpl /") im Vergleich zu Kontrollgruppen (Mpl*/*). (A) Sechs Stunden nach AMI
ist in Wildtypméusen eine signifikante Zunahme der STAT3-Phosphorylierung erkennbar; zu spéteren Zeitpunkten
(24 h,5d,21 d pAMI) liegen die Werte nahe dem Niveau naiver Tiere (n = 3). (B*) Bei IgG-behandelten Méusen wird
6 h pAMI ein signifikanter Anstieg der STAT3-Phosphorylierung beobachtet, gefolgt von einem signifikanten
Riickgang auf nahezu Ausgangsniveau nach 24 h pAMI. Depletierte Méuse zeigen 6 Stunden nach AMI ebenfalls eine
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erhohte STAT3-Phosphorylierung, die nach 24 Stunden wieder abnimmt; diese Verdnderungen erreichen jedoch keine
statistische Signifikanz (n = 3). (C) In beiden Mpl-Genotypen (Mp!*/* und Mpl7/") ist 24 h pAMI ein signifikanter
Anstieg der STAT3-Phosphorylierung im Vergleich zu den jeweiligen naiven Kontrollen sichtbar (n = 3). Die Daten
werden als Mittelwert £ SEM (Standardfehler des Mittelwertes) dargestellt. Die statistische Auswertung erfolgte
mittels ungepaartem t-Test (*P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001). *In Zusammenarbeit mit Herrn Dr. Friedrich

Reusswig.

5.2.2 STATS-Signalweg

Studien haben gezeigt, dass viele Proteine, deren Expression in der Leber nach der Translokation
von phosphoryliertem STAT3 in den Zellkern induziert wird, auch mit STATS verkniipft sind.
Folglich werden nach der Translokation von phosphoryliertem STATS in den Zellkern dieselben
Proteine exprimiert wie bei phosphoryliertem STAT3 [27, 93].

Die statistische Auswertung der Western-Blot-Daten zeigte bei wt-Tieren (C57BL/6J) eine
signifikante Erhohung des Phosphorylierungsniveaus von STATS am 5. Tag nach AMI im
Vergleich zu naiven Tieren. Im Gegensatz dazu wurden sechs Stunden, 24 Stunden und 21 Tage
nach AMI keine signifikanten Verdnderungen der STATS-Phosphorylierung im Vergleich zu
naiven Tieren beobachtet (Abb. 13A).

Die Auswertung der Western-Blot-Daten ergab sowohl bei mit IgG-Kontrollantikérpern als auch
bei mit Depl.-Antikorpern behandelten Méusen eine signifikante Reduktion der Phosphorylierung
von STATS 24 Stunden nach AMI im Vergleich zu den jeweiligen Werten vor AMI. Zum gleichen
Zeitpunkt (vor und 24 Stunden nach AMI) war das Phosphorylierungsniveau von STATS bei mit
Depl.-Antikdrpern behandelten Méusen signifikant geringer als bei mit IgG-Kontrollantikérpern
behandelten Tieren (Abb. 13B)

Das Phosphorylierungsniveau von STATS war bei Mpl/-Méusen im Vergleich zu Mp/*/*-Miusen
sowohl vor AMI als auch 24 Stunden nach AMI niedriger. Dieser Unterschied war vor AMI
statistisch signifikant. Zudem zeigte die STATS5-Phosphorylierung 24 Stunden nach AMI weder
bei Mpl*/*- noch bei Mpl~/-M4iusen eine signifikante Regulation im Vergleich zu den jeweiligen
naiven Tieren (Abb. 13C).
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Abbildung 13. Western-Blot-Analyse der STATS-Phosphorylierung (pSTATS) in Lebergewebe nach akutem
Myokardinfarkt (AMI). Leberlysate wurden mittels Western Blot analysiert, um phosphoryliertes STATS (pSTATS)
und Gesamt-STATS (STATS) nachzuweisen. GAPDH diente als Beladungskontrolle. Untersucht wurden
Wildtypmaéuse (C57BL/6J), Mause nach Antikorper-vermittelter Depletion (Depl.) im Vergleich zu IgG-behandelten
Maéusen sowie Mpl-defiziente Mause (Mp!7/") im Vergleich zu Kontrollgruppen (Mpl/"). (A) In Wildtypmé&usen ist am
5. Tag pAMI ist eine signifikante Zunahme der STATS5-Phosphorylierung sichtbar, wihrend zu den {ibrigen
Zeitpunkten (6 h, 24 hund 21 d pAMI) nur geringe Verdnderungen im Vergleich zu naiven Tieren erkennbar sind (n
= 3). (B) Naive depletierte Mause weisen eine signifikant geringere STAT5-Phosphorylierung auf als IgG-behandelte
Maéuse. 24 h pAMI zeigen beide Gruppen eine signifikante Abnahme der pSTATS-Werte im Vergleich zu ihren naiven
Ausgangswerten, wobei depletierte Mause signifikant niedrigere Werte aufweisen (n = 3—4). (C) Naive Mpl/-Miuse
zeigen eine geringere STATS-Phosphorylierung als Mpl*/*-Tiere, sowohl vor AMI als auch 24 Stunden danach. 24
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Stunden pAMI ist bei beiden Mauslinien keine signifikante Verdnderung der STAT5-Phosphorylierung im Vergleich
zu den jeweiligen naiven Kontrollen erkennbar (n = 3). Die Daten werden als Mittelwert + SEM (Standardfehler des
Mittelwertes) dargestellt. Die statistische Auswertung erfolgte mittels ungepaartem t-Test (*P <0,05; **P <0,01; ***P
<0,001).

5.3 Histologie

Im Rahmen dieses Projekts wurde die Megakaryopoese in der Milz sowie im Knochenmark des
Femurs der verschiedenen Versuchsgruppen mittels Himalaun-Eosin-Farbung untersucht. Ziel war
es, die Anzahl der Megakaryozyten im Milzparenchym und im Knochenmark mikroskopisch zu
quantifizieren und die Ergebnisse zwischen den Versuchsgruppen vor und nach dem AMI
vergleichend auszuwerten. Diese Analyse diente dazu, potenzielle Unterschiede in der
Megakaryozytenzahl sowie deren Verdnderungen als Reaktion auf den MI systematisch zu erfassen
und zu bewerten. Die histologische Untersuchung von Knochenmark und Milz verfolgte das Ziel,
Unterschiede in der Megakaryozytenzahl zwischen verschiedenen Mausmodellen und

Behandlungsgruppen zu identifizieren.

5.3.1 Histologische Analyse von Knochenmark

Das in der Leber synthetisierten TPO werden unmittelbar nach ihrer Produktion ohne
Zwischenspeicherung in den Blutkreislauf freigesetzt. Die Interaktion zwischen IL-6,
Thrombozyten und Hepatozyten in der Leber fiihrt zu einer TPO-vermittelten Regulation, die
direkt auf die Megakaryozyten im Knochenmark einwirkt und somit die Thrombopoese

stimuliert [27, 77, 78, 86, 89, 105].

Mittels Hamalaun-Eosin-(HE-)Farbung konnte die Anzahl der Megakaryozyten vor und nach dem
AMI analysiert werden. Die statistische Auswertung représentativer mikroskopischer Aufnahmen
zeigte bei wt-Tieren (C57BL/6J) 24 Stunden nach AMI keine signifikanten Verédnderungen der
Megakaryozytenzahl im Vergleich zu naiven Kontrolltieren (Abb. 14A).

Bei mit IgG-Kontrollantikdrpern behandelten Méusen war die Megakaryozytenzahl vor AMI
signifikant hoher als bei mit Depl.-Antikorper behandelten Tieren. Am 5. Tag nach AMI zeigte
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sich bei IgG-behandelten Méusen ein signifikanter Riickgang der Megakaryozytenzahl im
Vergleich zu naiven Méusen. Im Gegensatz dazu war die Megakaryozytenzahl bei mit Depl.-
Antikorpern behandelten Méusen am 5. Tag nach AMI signifikant hoher als bei naiven
Kontrolltieren (Abb. 14B).

Bei den Mpl-defizienten Mauslinien zeigte sich, dass Mpl*/*-Mause durchgehend eine signifikant
hohere Megakaryozytenzahl im Vergleich zu Mpl/-Méusen aufwiesen. Wéhrend sich die
Megakaryozytenzahl bei Mpl*/*-Médusen vor und nach AMI nicht signifikant verdnderte, stieg sie
bei Mpl/-Miausen am 5. Tag nach AMI signifikant an (Abb. 14C).
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Abbildung 14. Histologische Analyse der Megakaryopoese im Knochenmark nach akutem Myokardinfarkt
(AMI). Knochenmarkpriparate wurden mittels Hématoxylin-Eosin-(HE-)Farbung untersucht. Megakaryozyten
wurden anhand ihrer charakteristischen Grofle und Morphologie identifiziert und in definierten Gesichtsfeldern
quantifiziert. Untersucht wurden Wildtypmause (C57BL/6J), Méuse nach Antikdrper-vermittelter Depletion (Depl.)
im Vergleich zu IgG-behandelten Mausen sowie Mpl-defiziente Méuse (Mpl7/") im Vergleich zu Kontrollgruppen
(Mpl'/%. (A) In Wildtypméusen zeigen sich 24 Stunden nach AMI keine auffilligen Verdnderungen der

Megakaryozytenzahl im Vergleich zu naiven Tieren (n = 3—4). (B) Naive depletierte Mause weisen signifikant weniger
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Megakaryozyten auf als naive IgG-behandelte Mause. Am 5. Tag pAMI zeigt die IgG-Gruppe eine signifikant
reduzierte Megakaryozytenzahl, wahrend depletierte Mause zu diesem Zeitpunkt eine signifikante Zunahme der
Megakaryozytenzahl aufweisen (n = 3-6). (C) Mpl”/-Miduse zeigen in allen Zeitpunkten signifikant mehr
Megakaryozyten als Mpl/-Mé&use. Bei Mpl7/-Mausen ist am 5. Tag pAMI eine Zunahme der Megakaryozytenzahl
erkennbar, wihrend sich bei Mpl'/*-Miuse keine deutlichen Anderungen zeigen (n = 3—7). Die MaBstabsbalken
entsprechen einer Lange von 50 pm. Die Daten werden als Mittelwert + SEM (Standardfehler des Mittelwertes)
dargestellt. Die statistische Auswertung erfolgte mittels ungepaartem t-Test (*P < 0,05; **P < 0,01; ***P <0,001).

5.3.2 Histologische Analyse der Milz

Die Milz ist als Speicherorgan fiir Thrombozyten bekannt und kann diese bei Bedarf freisetzen.
Aktuelle Studien legen nahe, dass die Mobilisierung von Thrombozyten aus der Milz maligeblich
zur Erhohung der zirkulierenden Thrombozytenanzahl beitrdgt - insbesondere im Kontext eines
AMI und der damit verbundenen kardialen inflammatorischen Reaktion. Im Gegensatz dazu fiihrt
eine Splenektomie zu einer signifikanten Reduktion der Akkumulation von Leukozyten und
Thrombozyten im Myokard des Infarktareals. Dadurch kann sowohl die Ausdehnung des
Infarktareals verringert als auch eine kardiale Dilatation und Funktionseinschrankung abgemildert

werden [38, 48, 49].

Mittels HE-Farbung und anschlieBBender statistischer Auswertung repréisentativer Bildausschnitte
konnte gezeigt werden, dass die Anzahl der Megakaryozyten im Milzparenchym bei wt-Tieren 24

Stunden nach AMI signifikant hoher war als bei naiven Tieren (Abb. 15A).

24 Stunden nach AMI zeigte sich bei mit Depl.-Antikorpern behandelten Mausen ein signifikanter
Anstieg der Megakaryozytenzahl im Vergleich zu naiven Tieren. Auch bei mit IgG-
Kontrollantikdrpern behandelten Mausen wurde ein leichter Anstieg beobachtet, dieser erreichte
jedoch keine statistische Signifikanz. Am fiinften Tag nach AMI war in der IgG-Gruppe eine
leichte Reduktion der Megakaryozytenzahl festzustellen, wéihrend in der Depl.-Gruppe ein
tendenzieller Anstieg beobachtet wurde. Diese Unterschiede waren jedoch nicht signifikant (Abb.

15B).

Die Untersuchung der Mp/-Méuse zeigte, dass Mpl*/*-Méuse sowohl vor als auch 24 Stunden nach

AMI eine signifikant hohere Megakaryozytenzahl aufwiesen als Mpl/-Maiuse. Bei beiden

Gruppen stieg die Anzahl der Megakaryozyten 24 Stunden nach AMI im Vergleich zu naiven
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Tieren an. Am fiinften Tag nach AMI nahm die Megakaryozytenzahl in beiden Gruppen signifikant
ab, blieb jedoch bei Mpl/*-Miausen weiterhin hoher als bei Mpl/-Méusen (Abb. 15C*).
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Abbildung 15. Histologische Analyse der Megakaryozyten im Milzparenchym nach akutem Myokardinfarkt
(AMI). Milzgewebe wurden mittels Himatoxylin-Eosin-(HE-)Féarbung untersucht. Megakaryozyten wurden anhand
ihrer charakteristischen Grofle und Morphologie identifiziert und in definierten Gesichtsfeldern quantifiziert.

Untersucht wurden Wildtypméuse (C57BL/6J), Mause nach Antikdrper-vermittelter Depletion (Depl.) im Vergleich
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zu IgG-behandelten Méusen sowie Mpl-defiziente Méuse (Mpl /") im Vergleich zu Kontrollgruppen (Mp/*/*). (A) In
Wildtypmaéusen ist 24 h pAMI eine erhdhte Anzahl von Megakaryozyten im Milzparenchym nachweisbar (n = 5-7).
(B) In der Depl.-Gruppe ist 24 h pAMI eine signifikant erh6hte Megakaryozytenzahl erkennbar (n = 3-5). (C*) Mpl*/*-
Maéuse weisen sowohl im naiven Zustand als auch 24 h pAMI eine signifikant h6here Megakaryozytenzahl auf als
Mpl/-Miéuse. In beiden Genotypen steigt die Megakaryozytenzahl 24 h pAMI an und nimmt am 5. Tag pAMI wieder
ab. (n = 3-6). Die Malistabsbalken entsprechen einer Lange von 50 um. Die Daten werden als Mittelwert + SEM
(Standardfehler des Mittelwertes) dargestellt. Die statistische Auswertung erfolgte mittels ungepaartem t-Test (*P <
0,05; **P < 0,01). *In Zusammenarbeit mit Frau Dr. Meike Klier.
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6 Diskussion

6.1 Thrombozyten in der Pathophysiologie des akuten Myokardinfarkts

Thrombozyten spielen eine zentrale Rolle in der Pathophysiologie des AMI. Studien zeigen, dass
Thrombozyten wéhrend der ischdmischen Phase sowie der frithen Reperfusion aktiviert werden,
was sowohl lokale, als auch systemische inflammatorische Reaktionen verstirkt. Diese
Aktivierung fiithrt zur Rekrutierung von Leukozyten und zur Bildung von Thromben, wodurch der
Schaden im ischdmischen Gewebe potenziert wird. Diese Mechanismen verdeutlichen, warum eine
gesteigerte Aktivitit der Thrombozyten mit einer schlechteren Prognose bei AMI-Patienten
korreliert [1-6, 138]. Durch eine akute Thrombozytendepletion im Mausmodell wird nach MI bzw.
I/R eine deutlich geringere Infarktgrofle beobachtet. Ebenso wird eine Verbesserung der frithen
und spiten kardialen Funktion festgestellt. Diese Effekte werden mit einer Reduktion
thrombozytenvermittelter Entziindungsreaktionen, einer geringeren Apoptoserate im ischdmischen
Myokardareal sowie einer abgeschwichten Ausprdgung fibrotischer Umbauprozesse in
Verbindung gebracht. Insgesamt wird durch die akute Verminderung der Thrombozyten eine
Abschwichung jener pathophysiologischen Mechanismen erreicht, die typischerweise zur
Progression des Gewebeschadens beitragen [140]. Im Gegensatz dazu wird in chronisch
thrombozytopenen Modellen, wie etwa in Mpl/-Méusen, trotz dauerhaft niedriger
Thrombozytenzahlen keine konsistente Verringerung der InfarktgréBe und kein eindeutig
verbessertes strukturelles Remodeling festgestellt. Die funktionellen und morphologischen
Parameter bleiben dabei hiufig nahezu unveréndert im Vergleich zu Mp/*/*-Kontrolltieren. Dieses
divergente Muster ldsst darauf schliefen, dass bei chronischer Thrombozytopenie langfristige
hédmatopoetische und immunologische Kompensationsmechanismen entstehen, die die protektiven
Effekte einer kurzfristigen Depletion abschwéchen oder neutralisieren konnen. Damit wird
hervorgehoben, dass akute und chronische Thrombozytenreduktion unterschiedliche biologische
Konsequenzen entfalten. Fiir die Interpretation der experimentellen Befunde ist daher die strikte
Unterscheidung zwischen einer zeitlich eng begrenzten Depletion und einer genetisch bedingten,

dauerhaft bestehenden Thrombozytopenie von zentraler Bedeutung [138, 140].
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6.2 Hintergrund und bisherige Erkenntnisse

Vorangegangene Studien haben gezeigt, dass Storungen in der Mpl-Regulation entweder zu
Thrombozytose oder Thrombozytopenie fiihren konnen. Mpl/-Méduse weisen trotz erhdhter TPO-
Plasmaspiegel eine ausgeprigte Thrombozytopenie auf, da ihnen Megakaryozyten fehlen. In
diesen Miusen betrdgt die Thrombozytenzahl 10-15% der Werte von wt-Méusen. Eine
Transfusion von desialylierten Thrombozyten zeigt bei Mp//-Miusen keinen Einfluss auf die
Thrombozytenzahl, was darauf hinweist, dass die Regulation der Thrombozyten vollstindig von

TPO und seinem Rezeptor (Mpl) abhingig ist [21, 25, 27, 107, 118-123].

Bei Patienten mit chronisch myeloischer Leukdmie (CML) konnte eine signifikante
Herunterregulation der Mpl-Expression im Vergleich zu gesunden Kontrollen nachgewiesen
werden. Zudem zeigen Untersuchungen, dass die Uberexpression von Mp! zur Entwicklung akuter
myeloischer Leukdmie (AML) beitragen kann. Insgesamt deuten diese Daten darauf hin, dass die
Fehlregulation der Mpl-Signaliibertragung eine entscheidende Rolle bei der Entstehung
hédmatologischer Malignitéten spielt [124, 125].

Auf Grundlage dieser Erkenntnisse ldsst sich vermuten, dass bei Mp/-Mausmodellen durch die
Uber- bzw. Unterexpression von Mpl und die daraus resultierende Leukémie [126] nicht nur die
Thrombopoese erheblich beeinflusst wird, sondern auch weitere regulatorische Faktoren moduliert
werden, die eine direkte oder indirekte Rolle in der Regulation der Thrombozyten spielen. Es
bedarf weiterer Untersuchungen, um die spezifischen molekularen Mechanismen zu identifizieren,
die bei Mpl/-Maiusen verdndert sind, sowie deren Interaktionen mit der Regulation der

Thrombozyten zu verstehen.

6.3 Dynamik der Asgrl- und Asgr2-Expression als Marker des AMI

Aktuelle Studien zeigen, dass neben Hepatozyten auch Kupffer-Zellen auf ihrer Zellmembran den
AMR mit Asgri-Untereinheiten exprimieren. In Méusen werden desialylierte Thrombozyten
iiberwiegend von Kupffer-Zellen phagozytiert, was diese Zellen als primire Akteure bei der

Elimination von Thrombozyten identifiziert. Es wurde festgestellt, dass Mause, denen der AMR
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fehlt, desialylierte Thrombozyten nicht effektiv eliminieren konnen, sodass diese weiter im
Kreislauf zirkulieren. Dies fiihrt bei diesen Tieren zu einer erhdhten Thrombozytenzahl [27, 76,

117, 127].

Dariiber hinaus fiihrt ein globales IL-6R-Defizit bei Médusen zu einer kompensatorischen
Hochregulierung des AMR in der Leber, was eine gesteigerte 7po-Expression und eine signifikant
erhohte Thrombozytenzahl im Vergleich zu wt-Mdusen zur Folge hat. Studien mit Asgr2-
Knockout-Méusen zeigten zudem einen erhdhten //-6r-mRNA-Spiegel in der Leber, was auf eine

enge Verbindung zwischen dem AMR und dem IL-6R hinweist [87, 128].

Die akute Phase nach Auftreten eines akuten MI die typischerweise 24 bis 48 Stunden andauert, ist
von einer Hochregulierung der Asgr-Genexpression und einer erhohten Konzentration
inflammatorischer Parameter begleitet. Diese Beobachtungen deuten darauf hin, dass der AMR in
der akuten Phase nach einem MI eine zentrale Rolle bei der Regulation der Thrombozyten und der

inflammatorischen Reaktion spielt [18, 38, 41, 129].

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die Asgr/- und Asgr2-Genexpression im Verlauf der Zeit
dynamisch reguliert wird, was eine zentrale Rolle in der Inflammatorischen Reaktion und
Regulation von Thrombozyten nach einem MI einnimmt. In den Leberzellen der wt-Tieren wurde
sowohl fiir Asgrl als auch fiir Asgr? eine dynamische Hochregulierung beobachtet, die ihr
Maximum 6 Stunden (4sgrl) bzw. 24 Stunden (4sgr2) nach akutem Myokardinfarkt erreichte. Die
Expression sank jedoch nach 5 bzw. 21 Tagen deutlich ab, was auf die Riickkehr zur Homdostase
nach der akuten Phase hinweist. Dieser Befund unterstreicht, dass die zeitabhéngige Regulation
von Asgrl und Asgr2 sowie die funktionelle Kopplung von AMR und IL-6R zentrale Mechanismen
der Thrombozytenhomdostase und der entziindlichen Reaktion in der akuten Phase nach MI

darstellen.

Sowohl die Depletions- als auch die IgG-Kontrollgruppen zeigten eine signifikante
Hochregulierung der Asgri- und Asgr2-Genexpression 6 Stunden nach AMI in den Leberzellen.
24 Stunden nach AMI zeigte sich jedoch in der Depletionsgruppe eine stirkere Herabregulierung
im Vergleich zur IgG-Gruppe. Dies deutet darauf hin, dass die Abwesenheit von Thrombozyten

die zeitliche Dynamik der 4sgr-Genexpression beeinflusst.
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Zwischen Mpl*/*- und Mpl/~-Mé&usen zeigten sich vor AMI keine signifikanten Unterschiede in
der Asgri- und Asgr2-Genexpression. 24 Stunden nach AMI war jedoch in Mpl~/-Miusen eine
hohere Expression von Asgrl und Asgr2 zu beobachten, was auf eine mogliche kompensatorische
Hochregulierung in den Leberzellen hinweist, um die fehlende Mpl-Signaliibertragung
auszugleichen. Obwohl in Mp//~-Méusen eine hohere Asgrl- und Asgr2-Expression festgestellt

wurde, war dieser Unterschied statistisch nicht signifikant.

Der Vergleich der akut depletierten Mausmodelle mit den chronisch thrombozytopenen Mpl /-
Maiusen verdeutlicht, dass akute Thrombozytendepletion direkte Auswirkungen auf die Dynamik
der Asgr-Genexpression hat, wihrend chronische Thrombozytopenie durch langfristige
kompensatorische Mechanismen ausgeglichen wird. Dies unterstreicht, dass die zeitliche Prisenz
und Signaliibertragung von Thrombozyten entscheidend fiir die Regulation von Asgr/ und Asgr2

nach AMI ist.

Zusammenfassend bestitigen die Ergebnisse, dass die Regulation der Asgri- und Asgr2-
Genexpression die Rolle dieser Gene als Marker der akuten Phase nach einem MI unterstiitzt. Dies
untermauert die Hypothese, dass der AMR ein kritischer Regulator der entziindungsbedingten

Thrombopoese nach einem akuten Myokardinfarkt ist.

6.4 Zeitabhiangige Regulation der IL-6R-Genexpression

Studien belegen, dass bei Mdusen nach einem MI innerhalb der ersten drei bis vier Tage eine
ausgeprigte inflammatorische Phase einsetzt. Diese ist gekennzeichnet durch eine deutliche
Hochregulation inflammatorischer Zytokine wie Interleukin-6 (IL-6) sowie durch eine Infiltration
von Immunzellen in das Myokardinterstitium. Frithere Untersuchungen zeigen zudem, dass eine
systemische Immunaktivierung, wie sie beispielsweise in septischen Zustinden auftritt,
thrombotische Ereignisse induzieren kann. Ein chronisch erhdhter IL-6-Spiegel im Blut wird mit
dem Auftreten eines ACS assoziiert. IL-6 stimuliert unter inflammatorischen Bedingungen die
Expression der 7po in der Leber und fiihrt so zu einer gesteigerten Thrombopoese [18, 38, 128-
132]. Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass ein MI bereits innerhalb von 24 Stunden einen
signifikanten Anstieg inflammatorischer Parameter induziert, die sowohl systemisch als auch lokal

eine zentrale Rolle in der Reaktion auf ischdmisch geschédigtes Gewebe spielen. Thrombozyten
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konnen tiber ihre Interaktion mit Leukozyten eine Aktivierung dieser Zellen bewirken, was zur
Freisetzung von Zytokinen wie IL-6 fiihrt. Gleichzeitig wirkt IL-6 auf die Leber und steigert dort
die Tpo-Expression, wodurch die Thrombopoese angeregt wird [138, 139].

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen eine dynamische Regulation der //-6r-Expression nach AMI
in den Leberzellen, die sowohl vom genetischen Hintergrund als auch von immunmodulatorischen
Interventionen beeinflusst wird. Besonders die Verdnderungen innerhalb der ersten 24 Stunden
nach dem Infarkt liefern entscheidende Einblicke in die zugrunde liegenden inflammatorischen

Signalwege.

In wt-Méausen wurde sechs Stunden nach AMI eine ausgepridgte Hochregulation der [/-67-
Expression beobachtet, was auf eine starke Aktivierung entziindlicher Signalwege in der akuten
Phase hinweist. Bereits nach 24 Stunden fiel die Expression auf nahezu basale Werte zurtick.
Dieses transiente Muster ist typisch fiir eine kurzzeitige Aktivierung proinflammatorischer
Signaltransduktionswege. Die ausgepridgte Hochregulation in der Friihphase unterstreicht die

zentrale Rolle von IL-6 sowohl in der Inflammationsantwort als auch in der Thrombopoese.

Auch in der IgG-Kontrollgruppe wurde sechs Stunden nach AMI eine signifikante Hochregulation
der /I-6r-Expression festgestellt. In der mit Depletionsantikdrpern behandelten Gruppe war die
Expression ebenfalls erhoht, jedoch ohne statistische Signifikanz. 24 Stunden nach dem Infarkt
war die [//-6r-Expression in beiden Gruppen reduziert, wobei der Riickgang in der
Depletionsgruppe signifikant stirker ausgepragt war. Dies deutet darauf hin, dass die Abwesenheit

von Thrombozyten die zeitliche Dynamik der //-6r-Expression beeinflusst.

Bereits vor AMI wiesen Mpl/-Méuse eine signifikant niedrigere //-6r-Expression im Vergleich
zu Mpl*/*-Mausen auf, was darauf hindeutet, dass die chronische Abwesenheit von Thrombozyten
die Expression von //-6r in Leberzellen reduziert. 24 Stunden nach dem Infarkt blieb die //-67-
Expression in Mpl’/*-Méusen stabil, wihrend sie in Mpl/-Méiusen signifikant anstieg. Diese
Beobachtung lésst auf eine kompensatorische Hochregulation schlieen, die durch das Fehlen der

Mpl-vermittelten Signaliibertragung ausgeldst wird.

Zusammenfassend bestitigen die Daten eine zeitabhidngige Regulation der //-6r-Genexpression
nach AMI. Wéhrend Mp//*-Méuse eine stabile //-6r-Expression aufweisen, zeigen Mpl/-M4iuse
eine kompensatorische Hochregulation mdglicherweise als Reaktion auf eine gestorte
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Thrombopoese. Die bei Mpl/-Méusen beobachtete kompensatorische Hochregulation der //-67-
Expression weist darauf hin, dass eine gestorte Thrombopoese die IL-6-abhingigen
Entziindungswege nach akutem Myokardinfarkt wesentlich moduliert. Dies unterstreicht die aktive
immunregulatorische Rolle der Thrombozyten im postischdmischen Gewebe und legt nahe, dass
thrombozytire Dysfunktionen eine verstirkte oder dysregulierte inflammatorische Antwort
begiinstigen konnen. Die ausgeprigte Reduktion der //-6r-Expression 24 Stunden nach AMI in der
Depletionsgruppe weist zudem auf eine gezielte Modulation inflammatorischer Signalwege.
Bereits in der frithen Phase nach einem STEMI steigt IL-6 im Plasma deutlich an; Studien zeigen
einen dreifachen Anstieg innerhalb der ersten 24 Stunden, der mit gréBerem Infarktvolumen
korreliert. Gleichzeitig setzen aktivierte Thrombozyten IL-6 frei, was in vitro die NO-Produktion
in Endothelzellen reduziert und somit die lokale Entziindungsreaktion unterstiitzt [ 140, 141]. Diese
Befunde legen nahe, dass eine gestérte Thrombopoese etwa bei Mpl-Defizienz nicht nur die

Thrombozytenzahl, sondern auch die IL-6-Signalwege beeinflusst.

6.5 Expression des 7po-Gens und Regulation nach Myokardinfarkt

Bei Patienten mit Thrombozytopenie ist die Dichte des Mpl-Rezeptors auf der Oberfldche von
Megakaryozyten und Thrombozyten signifikant reduziert. Dies flihrt zu einer verminderten
Bindung und Aufnahme von TPO sowie zu erhohten TPO-Plasmaspiegeln. Die Gabe von IL-6
induziert eine Thrombozytose, begleitet von einem Anstieg der TPO-Konzentration, was darauf
hindeutet, dass die Thrombozytenzahl allein nicht ausschlaggebend fiir die Regulation der TPO-
Spiegel und der Thrombopoese ist. Vielmehr scheint die Elimination des zirkulierenden TPO von
mehreren  Faktoren abzuhdngen insbesondere von der Thrombozytenanzahl, der
Megakaryozytenmasse sowie der Mpl-Rezeptordichte auf deren Zelloberflichen [25, 99, 118,
130]. Wie bereits beschrieben, fiihrt eine IL-6R-Defizit bei Mdusen zu einer kompensatorischen
Hochregulation des AMR. Dies resultiert in einer gesteigerten 7po-Expression in der Leber und
einer signifikanten Zunahme der Thrombozytenzahl. In 4sgr2-Knockout-Médusen wurde zudem ein
erhohter //-6r-mRNA-Spiegel in der Leber festgestellt, was auf eine enge funktionelle Verbindung
zwischen AMR und IL-6R hinweist. Dieser Riickkopplungsmechanismus verdeutlicht, dass die

Tpo-Expression in Hepatozyten einer regulierten Steuerung unterliegt und nicht konstitutiv erfolgt.
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Zahlreiche Studien anderer Arbeitsgruppen belegen, dass der Metabolismus von Thrombozyten
und TPO bei Menschen und Maus durch komplexe Regulationsmechanismen gesteuert wird.
Obwohl die Leber die primére Quelle fiir TPO im Korper darstellt, tragen auch andere Organe
wesentlich zu dessen Regulation bei. So produziert die Niere TPO und leistet damit einen wichtigen
Beitrag zur zirkulierenden Gesamtmenge, wihrend das Knochenmark Thrombopoetin lokal
synthetisiert und so eine gezielte Steuerung der Megakaryopoese ermoglicht. Diese Produktion aus
mehreren Quellen verdeutlicht die Komplexitit der TPO-Homoostase und erklért, weshalb
Storungen in unterschiedlichen Organen die Thrombozytenproduktion erheblich beeinflussen

konnen [27, 79-81, 86, 111].

In wt-Méusen zeigte sich 24 Stunden nach einem AMI eine signifikante Hochregulation der
hepatischen 7Tpo-Expression. Dieses friihe Ansprechen deutet auf eine akute, systemische Reaktion
auf den Infarkt hin, bei der die erhohte TPO-Produktion die Thrombozytenbildung stimuliert, um
die hdmostatische und entziindliche Reaktion in der initialen Phase zu unterstiitzen. Nach fiinf
Tagen normalisierte sich die hepatische 7po-Expression wieder auf das Ausgangsniveau

unbehandelter Tiere.

Diese zeitliche Dynamik zeigt, dass TPO nicht nur fiir die Aufrechterhaltung der
Thrombozytenzahl, sondern auch fiir die Koordination der akuten inflammatorischen Antwort nach
MI eine zentrale Rolle spielt. In der frithen Phase kdnnte die erhhte TPO-Produktion insbesondere
die Aktivitdt von Thrombozyten verstirken, die wiederum zur initialen Zytokinfreisetzung und zur
Modulation der lokalen Entziindungsreaktion im Herzgewebe beitragen. Die anschlieBende
Riickkehr zur Homdostase stellt sicher, dass die Thrombozytenzahl und die inflammatorische
Aktivitdt nicht {ibermdBig ansteigen, wodurch eine Dysregulation oder ein sekundirer

Gewebeschaden verhindert wird [141, 142].

Auch in der IgG-Kontrollgruppe wurde sechs Stunden nach AMI eine signifikante Hochregulation
der Tpo-Expression festgestellt, die sich 24 Stunden spéter deutlich verringerte. Im Vergleich dazu
zeigten mit Depletionsantikorpern behandelte Mause sowohl vor als auch 24 Stunden nach AMI
eine hohere Tpo-Expression als Tiere der Kontrollgruppe. Zu beiden Zeitpunkten - sechs und 24
Stunden nach AMI - war die 7po-Expression in der Depletionsgruppe erhoht. Diese Befunde
deuten darauf hin, dass eine akute, antikorpervermittelte Thrombozytendepletion eine unmittelbare

kompensatorische Aktivierung der hepatischen 7po-Expression auslost, die unabhingig vom AMI
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persistiert. Im Gegensatz zu Modellen mit chronisch gestdrter Thrombopoese wie Mpl-defizienten
Maiusen spiegeln Depletionsgruppe somit eine ausgeprédgte Frithreaktion des TPO-Signalwegs

wider, die die schnelle Wiederherstellung der Thrombozytenzahl nach akutem Verlust unterstiitzt.

Mpl/-Miuse zeigten bereits vor dem AMI eine signifikant erhohte Tpo-Expression im Vergleich
zu Mpl*/*-Méusen, was auf eine verminderte TPO-Clearance infolge fehlender Mpl-Rezeptoren
hindeutet. 24 Stunden nach AMI kam es bei Mpl/*/*-Méusen zu einer signifikanten Hochregulation
der Tpo-Expression, wahrend in Mpl/-Méusen keine signifikante Verdnderung beobachtet wurde.
Diese Beobachtungen unterstreichen die zentrale Rolle von Mpl sowohl in der Regulation der TPO-

Aufnahme als auch in der inflammationsbedingten Thrombopoese.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass die 7po-Expression in der Leber durch genetische
Faktoren wie den Mpl-Status als auch durch Verdnderungen der Thrombozytenzahl reguliert wird.
Ein akuter Thrombozytenverlust wie in der Depletionsgruppe fiihrt zu einer unmittelbaren
kompensatorischen Steigerung der Tpo-Expression, wiéhrend bei chronisch gestorter
Thrombopoese, wie in Mpl-defizienten Maiusen, eine dauerhaft veridnderte Riickkopplung
zwischen Megakaryopoese, Thrombozytenzahl und TPO-Signalweg vorliegt. Dadurch
unterscheiden sich die dynamischen Anpassungsmechanismen deutlich je nach Art und Dauer der
Thrombozytenreduktion. Wéahrend Mpl eine Schliisselrolle in der Steuerung der TPO-Aufnahme
und -Regulation einnimmt, zeigen Depletions- und Kontrollantikorper differenzielle Effekte auf
die hepatische TPO-Expression. Die Korrelation zwischen 7PO-Expression und Verdnderungen in
Asgrl/2 sowie Il-6r bei wt- und Depletionsméiusen spricht fiir eine entziindungsinduzierte
Regulation iiber diese Signalwege. Insgesamt verdeutlichen die vorliegenden Daten die zeit- und
modellspezifische Steuerung der hepatischen 7po-Expression nach AMI, die eng mit
inflammatorischen Prozessen, der Thrombopoese und der Funktion des Mpl-Rezeptors verkniipft

1st.
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6.6 STAT3-Phosphorylierung als Schliisselregulator fiir 7po-Expression

Die vorliegenden Daten deuten darauf hin, dass sowohl desialylierte Thrombozyten als auch IL-6
eine STAT3-vermittelte Expression der hepatischen 7po-mRNA induzieren [77]. Damit
beeinflusst der Signalweg der AMR-JAK2-STAT3-Kaskade iiber desialylierte Thrombozyten
inflammatorische Prozesse. Die Elimination dieser Thrombozyten 16st iiber AMR die Synthese von
Akute-Phase-Proteinen aus, sodass sie als Bestandteil der Akutphasenreaktion interpretiert werden
kann [25, 62]. Eine chronische Aktivierung des IL-6-Signalwegs kann hingegen Leberschiden und
die Entwicklung hepatischer Neoplasien begiinstigen. Um diesem Effekt entgegenzuwirken,
induziert STAT3 die Expression des Suppressors of Cytokine Signaling 3 (SOCS3), welcher
wiederum die gpl130-vermittelte Signaltransduktion negativ reguliert und die gp130-abhéngige
Signaltransduktion begrenzt. Diese Riickkopplung stellt einen Schutzmechanismus gegen

iibermiBige inflammatorische Reaktionen dar [87, 88, 133].

Die Ergebnisse dieser Arbeit belegen die zentrale Rolle von STAT3 in der inflammatorischen
Antwort und in der Regulation der 7po-Expression nach MI. In wt-Mdusen war die STAT3-
Phosphorylierung sechs Stunden nach AMI signifikant erhoht, was auf eine Aktivierung
inflammatorischer Signalwege in der akuten Phase hinweist. Zu spéteren Zeitpunkten - 24 Stunden,
fiinf Tage und 21 Tage nach AMI - war die pSTAT3-Aktivitdt nicht mehr nachweisbar. Dies
unterstreicht den transitorischen Charakter der STAT3-Aktivierung in der initialen

Entziindungsphase.

Bereits vor dem AMI wiesen die Leberzellen von thrombozytendepletierten Mausen eine hohere
STAT3-Phosphorylierung auf als die Kontrollgruppe, was auf die grundsitzliche Rolle von
Thrombozyten in der akuten Phase der inflammatorischen Signalregulation hindeutet. Nach AMI
zeigte sich in der IgG-Gruppe sechs Stunden nach dem Ereignis ein signifikanter Anstieg der
pSTATS3, gefolgt von einer signifikanten Abnahme nach 24 Stunden, die das Ausgangsniveau
nahezu wieder erreichte. Auch in der Depletionsgruppe war sechs Stunden nach AMI eine erhohte
pSTAT3-Aktivitdt nachweisbar; jedoch fiel der Riickgang nach 24 Stunden weniger ausgepragt

aus und war statistisch nicht signifikant.
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Bei Mpl*/*- und Mpl/-Miausen wurde 24 Stunden nach AMI eine signifikant erhohte pSTAT3-
Aktivitdt im Vergleich zu unbehandelten Tieren festgestellt. Zwischen den beiden Genotypen
bestanden zu keinem Zeitpunkt signifikante Unterschiede hinsichtlich der pSTAT3-Niveaus. Dies
weist darauf hin, dass Mpl nicht direkt die Aktivierung von STAT3 beeinflusst, jedoch maligeblich

in die nachgelagerte Regulation der 7po-Expression involviert ist.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass STAT3 eine Schliisselrolle in der frithen
inflammatorischen Antwort nach AMI einnimmt. Die STAT3-Phosphorylierung erfolgt zeitlich
streng reguliert und ist auf die initiale Entziindungsphase begrenzt. Unterschiede in der pSTAT3-
Dynamik zwischen Depletions- und IgG-behandelten Méusen unterstreichen, dass Thrombozyten
wesentlich zur zeitlichen Steuerung der frithen inflammatorischen Signalwege beitragen.
Gleichzeitig verdeutlichen die Befunde aus dem Mpl/-defizienten Modell, dass eine intakte Mpl-
Signalgebung weniger fiir die Aktivierung von STAT3 selbst, sondern vielmehr fiir die korrekte
Regulation der nachgeschalteten 7po-Expression erforderlich ist. Die gleichzeitige Hochregulation
von //-6r und Asgrl/2 korreliert mit der Aktivierung von STAT3, was auf eine koordinierte
Regulation dieser Signalwege hinweist. Die gewonnenen Erkenntnisse erweitern das Versténdnis
der STAT3-vermittelten Steuerung von Entziindungs- und Thrombopoeseprozessen und kdnnten
potenzielle therapeutische Ansatzpunkte fiir inflammatorische und himatologische Erkrankungen

liefern.

6.7 Regulation der STATS-Phosphorylierung nach Myokardinfarkt

STATS-Phosphorylierung fiihrt zur Dimerisierung und Translokation in den Zellkern, wo STATS
die Transkription zahlreicher Gene aktiviert, die unter anderem Zellproliferation, Differenzierung
und Uberleben von Megakaryozyten steuern. Viele dieser Zielgene etwa solche der akuten Phase
oder der himatopoetischen Regulation werden ebenfalls durch STAT3 moduliert, sodass beide

Signalwege funktionell miteinander verkniipft sind [27, 93].

In wt-Mdusen zeigte sich am fiinften Tag nach AMI eine signifikante Erhohung der STATS-
Phosphorylierung, was auf eine mogliche Rolle von STATS in der regenerativen Phase hindeutet.

Zu fritheren Zeitpunkten (sechs und 24 Stunden nach AMI) sowie am Tag 21 blieb die pSTATS-
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Aktivitdt unverdndert. Dies legt nahe, dass STATS nicht primér an der initialen inflammatorischen

Antwort beteiligt ist.

Nach Thrombozyten-Depletion war die pSTATS-Aktivitdt sowohl vor als auch 24 Stunden nach
AMI signifikant geringer als in der IgG-Kontrollgruppe. In beiden Gruppen war zudem 24 Stunden
nach AMI eine Reduktion der pSTATS im Vergleich zu unbehandelten Tieren festzustellen. Diese
Beobachtung weist auf eine Abschwichung der STATS5-vermittelten Signalwege nach der frithen
inflammatorischen Phase hin und unterstreicht, dass STATS in diesem Zeitfenster keine dominante

Rolle in der akuten Immunantwort spielt.

In Mpl/-Méusen war die pSTATS-Aktivitdt sowohl vor als auch 24 Stunden nach AMI geringer
als in Mpl*/*-Méusen. Dies deutet darauf hin, dass Mpl eine wesentliche Rolle bei der Aktivierung
von STATS spielt. Gleichzeitig war in beiden Genotypen 24 Stunden nach AMI keine signifikante
Verdnderung der pSTATS im Vergleich zu unbehandelten Tieren zu erkennen, was erneut darauf

hindeutet, dass STATS5 nicht maBgeblich in die akute Entziindungsphase eingebunden ist.

Zusammenfassend zeigen die Daten, dass die STATS-Phosphorylierung nach AMI
phasenabhéngig reguliert ist und vor allem in spéteren, eher regenerativen Prozessen eine Rolle
spielt. Die abgeschwichte STATS-Aktivitit nach Thrombozytendepletion sowie im Mpl-
defizienten Modell verdeutlicht, dass Thrombozyten und eine intakte Mpl-Signalachse erforderlich
sind, um STATS5-abhéngige Reparatur- und Regenerationsprogramme vollstindig zu aktivieren.
Im Kontext des AMI deutet dies darauf hin, dass Thrombozyten nicht nur an der frithen
Inflammation beteiligt sind, sondern auch fiir eine korrekte Aktivierung von Signalwegen

essenziell sind, die die spétere Gewebeheilung unterstiitzen.
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6.8 Differenzielle Regulation der Anzahl der Megakaryozyten im

Knochenmark

Klinische Beobachtungen zeigen, dass GroBBe und Reife von Megakaryozyten bei Patienten mit
AMI signifikant erhoht sind. Studien belegen zudem, dass ein AMI die Reifung von
Megakaryozyten und die Thrombopoese im Knochenmark fordert, was zu einem Anstieg der

Thrombozytenzahl im Blutkreislauf fiihrt [35, 134, 135].

Die Differenzierung und Reifung von Megakaryozyten im Knochenmark nimmt etwa vier bis fiinf
Tage in Anspruch, wobei die anschlieBende Thrombozytenproduktion und -freisetzung zusétzlich
etwa 24 Stunden erfordert. Vor diesem Hintergrund erscheint es unwahrscheinlich, dass der rasche
Anstieg der Thrombozytenzahl unmittelbar nach einem AMI allein durch eine gesteigerte
Produktion im Knochenmark erkldrbar ist. Der unmittelbare postinfarktbedingte Anstieg der
Thrombozytenzahl resultiert primér aus einer akuten, katecholaminvermittelten Mobilisierung des
splenischen Thrombozytenpools sowie der raschen Freisetzung reifer proplatelets, wiahrend eine
gesteigerte Megakaryopoese aufgrund der erforderlichen Differenzierungszeit erst nach mehreren

Tagen zur Thrombozytenerhhung beitragen kann [38, 136, 137].

In dieser Arbeit zeigte sich, dass die Anzahl der Megakaryozyten im Knochenmark von wt-Miusen
24 Stunden nach AMI im Vergleich zu unbehandelten Kontrolltieren unverdndert blieb. Dies
spricht dafiir, dass die schnelle himatologische Reaktion auf den AMI nicht primér durch eine
akute Zunahme der Megakaryopoese vermittelt wird - im Einklang mit dem bekannten mehrtdgigen

Reifungsprozess der Megakaryozyten.

Vor dem AMI war die Megakaryozytenzahl in der I[gG-Kontrollgruppe signifikant hoher als in der
Depletionsgruppe, was die Effektivitdt der antikdrpervermittelten Depletion von Megakaryozyten
und Thrombozyten bestitigt. Da die zur Depletion eingesetzten Antikorper die gleichen
Oberflachenantigene auf Thrombozyten und Megakaryozyten erkennen, fithrt die
antikdrpervermittelte Thrombozytendepletion auch zu einer Reduktion der Megakaryozytenzahl
im Knochenmark. 24 Stunden nach AMI zeigte sich in der IgG-Gruppe eine Abnahme der
Megakaryozytenzahl, wohingegen die Zellzahl in der Depletionsgruppe signifikant anstieg. Dies

konnte einerseits auf eine durch die vorausgegangene Depletion induzierte kompensatorische

82



Diskussion

Aktivierung der Megakaryopoese zuriickzufiihren sein. Andererseits konnte die anhaltend erh6hte
Megakaryozytenzahl in der Depletionsgruppe darauf hindeuten, dass reife Megakaryozyten
weniger effizient in die zirkulierende Thrombozytenproduktion iibergehen bzw. verzogert
ausgeschleust werden. Die Abnahme in der IgG-Gruppe spricht hingegen fiir eine effektive
Differenzierung und Thrombozytenfreisetzung sowie einen erhdhten Verbrauch im Rahmen der

inflammatorischen Prozesse.

Mpl*/-Miduse wiesen zu allen Zeitpunkten eine signifikant hohere Megakaryozytenzahl im
Knochenmark auf als Mpl/-Méusen. In Mpl*/*-Méusen blieb die Zellzahl sowohl vor als auch
nach AMI konstant, was auf eine stabile, funktionell regulierte Megakaryopoese hindeutet. In
Mpl/-Miusen hingegen war die Megakaryozytenzahl im unbehandelten Zustand stark reduziert,
stieg jedoch flinf Tage nach AMI signifikant an. Dieser verzogerte Anstieg kdnnte eine adaptive
Kompensation iiber alternative Signalwege oder eine Folge eingeschriankter Mobilisierung bzw.
Reifung sein. Trotz dieser Reaktion blieb die Megakaryozytenzahl in Mpl~/-Mé&usen deutlich unter
dem Niveau von Mpl/*-Méusen, was die essenzielle Rolle von Mpl fiir eine effiziente

Megakaryopoese unterstreicht.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass die Regulation der Megakaryozytenzahl im
Knochenmark nach AMI durch mehrere Faktoren beeinflusst wird - darunter Mpl-abhingige
Signalwege sowie die antikorpervermittelte Depletion von Thrombozyten und Megakaryozyten.
Wiéhrend wt- und Mpl’/*-Midusen eine stabile Megakaryopoese aufweisen, deuten die
Verdnderungen in Depl.- und Mp//-Miusen auf kompensatorische Mechanismen oder gestorte

Mobilisierungs- und Reifungsprozesse hin.

6.9 Milz als Schliisselorgan nach akutem Myokardinfarkt

Die Milz speichert etwa 30 % der zirkulierenden Thrombozyten und kann diese bei Bedarf rasch
freisetzen. In Tiermodellen sind die in der Milz sequestrierten Thrombozyten um etwa 20-30 %
grofler als zirkulierende Thrombozyten. Ein AMI fiihrt zur schnellen Mobilisierung dieser
Thrombozyten-Reserven, was mit einer schnelleren Zunahme sowohl der GréBe als auch der
Aktivitdt zirkulierender Thrombozyten einhergeht. Dieser Mechanismus trdgt wesentlich zur

systemischen und kardialen Entziindungsreaktion bei. Studien zeigen, dass eine Splenektomie
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diese durch den AMI induzierten Verdanderungen signifikant abschwécht. Dies legt nahe, dass die
Freisetzung splenischer Thrombozyten eine zentrale Rolle bei der postischdmischen Zunahme der
ThrombozytengroBe sowie den daraus resultierenden  proinflammatorischen  und

prothrombotischen Effekten spielt [38].

Die in dieser Arbeit erhobenen Daten zeigen eine dynamische Anpassung der Megakaryozytenzahl
in der Milz in den ersten Tagen nach einem AMI und unterstreichen die Funktion der Milz als
regulatorisches Schliisselorgan. Zusammengenommen weisen diese Daten sowie frithere Studien
zur Rolle von Milz und Knochenmark beim AMI darauf hin, dass die Milz fiir den initialen, raschen
Anstieg der Thrombozytenzahl nach einem Infarktereignis verantwortlich ist, wéhrend das
Knochenmark ab dem vierten bis flinften Tag die nachfolgende Erh6hung der Thrombozytenzahl
im Blutkreislauf tibernimmt [38, 48, 49, 136, 137].

Bei wt-Mdusen war 24 Stunden nach AMI ein signifikanter Anstieg der Megakaryozytenzahl in
der Milz zu beobachten. Da dieser Anstieg nicht durch eine Neuproduktion im Knochenmark
erklirbar ist, spricht dies fiir eine Mobilisierung von Megakaryozyten aus dem Knochenmark und
deren Umsiedlung in die Milz. Diese schnelle Zunahme kdnnte die Rolle der Milz als aktives
Zentrum der frilhen Immun- und Thrombozytenantwort auf die durch den AMI ausgeloste

Entziindung widerspiegeln.

In den Thrombozyten-depletierten Méusen zeigte sich sowohl 24 Stunden als auch am fiinften Tag
nach AMI eine signifikante Erhohung der Megakaryozytenzahl in der Milz. Im Gegensatz dazu
war die Anzahl in der IgG-Kontrollgruppe nach 24 Stunden unveréndert und nach fiinf Tagen sogar
reduziert. Diese Abnahme konnte auf eine verstirkte Umwandlung reifer Megakaryozyten in
Thrombozyten und damit eine erhdhte Thrombozytenfreisetzung hindeuten. Die persistierende
Erhohung in der Depletionsgruppe hingegen kdnnte auf eine eingeschrankte Differenzierung oder

eine verzdgerte Umsetzung der Megakaryozyten in Thrombozyten zuriickzufiihren sein.

Mpl*/-Miduse wiesen sowohl vor als auch 24 Stunden nach AMI eine signifikant héhere
Megakaryozytenzahl in der Milz auf als Mp//-Méuse, was die entscheidende Rolle von Mpl in
der Regulation der Megakaryopoese unterstreicht. Die schnelle Erhohung der Megakaryozytenzahl
nach AMI deutet darauf hin, dass diese initiale Phase iiberwiegend durch systemische Faktoren wie

die inflammatorisch bedingte Freisetzung von TPO gesteuert wird. Die signifikante Abnahme der
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Megakaryozytenzahl am flinften Tag nach AMI in beiden Genotypen konnte eine Phase verstarkter

Verbrauchstétigkeit im Rahmen der Thrombopoese reflektieren.

Zusammenfassend deuten die Ergebnisse darauf hin, dass die schnelle Erhéhung der
Megakaryozytenzahl in der Milz nach einem AMI einen schnellen physiologischen
Anpassungsmechanismus darstellt, der wahrscheinlich durch TPO und entziindliche Mediatoren
vermittelt wird. Das Fehlen des TPO-Rezeptors (Mpl) sowie die Depletion von Thrombozyten
beeinflussen diesen Prozess auf unterschiedliche Weise, was deren Bedeutung fiir die langfristige

Regulation der Thrombopoese unterstreicht.

6.10 Zusammenfassende Beurteilung der Ergebnisse

Thrombozyten spielen eine zentrale Rolle bei der Pathogenese und Progression des AMI, indem
sie sowohl proinflammatorische als auch prothrombotische Prozesse fordern. Ziel dieser Arbeit
war es, die Regulation der Thrombozytenzahl sowie die zugrunde liegenden molekularen
Mechanismen in den ersten 24 Stunden nach myokardialer I/R zu untersuchen. Hierzu wurden
verschiedene Mausmodelle eingesetzt, darunter wt-Méusen, Mp//-Miuse sowie Mdusen mit
antikdrpervermittelter Thrombozytendepletion. In einigen Mauslinien wurden dariiber hinaus
erweiterte Zeitpunkte (6 Stunden, 5 Tage und 21 Tage nach AMI) beriicksichtigt, um zeitliche

Dynamiken differenzierter erfassen zu konnen.

Die Ergebnisse zeigen, dass sowohl Verdnderungen im Thrombopoetin-Rezeptor (Mpl) als auch
die Aktivierung zentraler Signalwege wie der AMR, IL-6-R und STATS3 eine entscheidende Rolle
in der Regulation der Thrombopoese und der systemischen Inflammationsreaktion spielen. Diese
Erkenntnisse erweitern das Verstdndnis der schnellen pathophysiologischen Reaktionen nach AMI

und erdffnen neue Perspektiven fiir therapeutische Interventionen.

Mpl/-Miuse wiesen eine deutlich reduzierte Thrombozyten- und Megakaryozytenzahl auf, was
die essenzielle Rolle des Mpl-Rezeptors fiir die Thrombopoese unterstreicht. Der erhdhte TPO-
Plasmaspiegel bei diesen Méusen konnte die fehlende Rezeptorfunktion nicht kompensieren, was

auf eine gestorte negative Riickkopplung in der TPO-Regulation hinweist. Dies verdeutlicht, dass
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die Mpl-vermittelte Signaltransduktion nicht nur fiir die TPO-Aufnahme, sondern auch fiir die

adaptive Regulation der Thrombopoese nach AMI unverzichtbar ist.

In Thrombozyten-depletierten Miusen zeigten sich spezifische Verdnderungen in der Regulation
der Thrombozytenhomdostase. Die durch Antikdrper zerstorten Thrombozyten wurden infolge
ithrer Desialylierung tiber den hepatischen AMR eliminiert, was durch die verstirkte Genexpression
von Asgrl und Asgr2 in der Leber gestiitzt wird. Diese Befunde betonen die Bedeutung der

hepatischen Clearancemechanismen bei der akuten Thrombozytendepletion.

Ein zentrales Element der inflammatorischen Signalweiterleitung stellt die Phosphorylierung von
STAT3 dar. In wt-Méusen war pSTAT3 bereits sechs Stunden nach AMI signifikant erhoht - ein
Hinweis auf die Aktivierung akuter inflammatorischer Prozesse. Dieser Effekt war jedoch
transitorisch und normalisierte sich innerhalb von 24 Stunden. Die pSTAT3-Spiegel waren sowohl
in Mpl*/*- als auch in Mpl/-Méusen 24 Stunden nach AMI erhoht, was nahelegt, dass die STAT3-
Aktivierung unabhingig von Mpl erfolgt, jedoch durch nachgeschaltete Signalwege moduliert sein

konnte.

Die Regulation der STATS-Phosphorylierung zeigte hingegen ein verzdgertes Muster: Wahrend in
der Frithphase (6 bzw. 24 Stunden) keine signifikanten Verdnderungen beobachtet wurden, war
pSTATS am fiinften Tag nach AMI in wt-Miusen deutlich erhoht. Dies spricht fiir eine spitere,

vermutlich regenerativ-adaptive Rolle von STATS in der Thrombopoese nach AMI.

Ein weiterer zentraler Befund betrifft die Rolle der Milz. In wt-Miusen stieg die
Megakaryozytenzahl in der Milz bereits 24 Stunden nach AMI signifikant an. Da die Reifung von
Megakaryozyten im Knochenmark mehrere Tage bendtigt, ist dieser rasche Anstieg am ehesten
durch die Mobilisierung bereits gebildeter Megakaryozyten aus dem Knochenmark und deren
Umlagerung in die Milz zu erkldren. Damit fungiert die Milz als Schliisselorgan der frithen
Thrombozytenantwort auf AMI, wéhrend das Knochenmark in den spiteren Phasen (ab Tag 4-5)
fiir die nachhaltige Thrombopoese verantwortlich ist - wie durch den verzogerten Anstieg der

Megakaryozytenzahl im Knochenmark belegt.
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6.11 Klinische Bedeutung

Die im Rahmen dieser Arbeit erhobenen Ergebnisse liefern wertvolle Einblicke in die Regulation
der Thrombozytenhomdostase sowie der inflammatorischen Signalwege nach einem AMI und
eroffnen potenziell neue therapeutische Zielstrukturen. Die identifizierten molekularen
Mechanismen konnten in unterschiedlichen klinischen Kontexten - insbesondere im Rahmen der

Sekundérpravention und Akuttherapie des AMI von hoher Relevanz sein.

6.11.1 Thrombopoese und TPO-Regulation als therapeutisches Ziel

Die zentrale Rolle von TPO und dessen Rezeptor Mpl in der Thrombopoese konnte eindrucksvoll
bestitigt werden. Mpl/-Méuse, die trotz erhohter Plasmakonzentrationen von TPO eine
ausgepriagte Thrombozytopenie aufweisen, unterstreichen die Abhéngigkeit der Thrombopoese
von einer intakten Signaltransduktion iiber Mpl. Diese Erkenntnis eroffnet klinische Perspektiven
fiir die Entwicklung gezielter Therapien zur Regulation der Thrombopoese, insbesondere bei

Patientinnen und Patienten mit Thrombozytopenie oder Thrombozytose.

Ein potenzieller therapeutischer Ansatz ist der Einsatz rekombinanter TPO-Agonisten oder Mpl-
Analoga, um die Thrombopoese bei Patienten mit eingeschréinkter biologischer Funktion von TPO
zu stimulieren. Umgekehrt konnten TPO-Antagonisten bei Erkrankungen wie der essenziellen
Thrombozythdmie oder anderen myeloproliferativen Neoplasien eingesetzt werden, um die

Thrombopoese zu ddmpfen.

6.11.2Rolle der Milz und Leber bei der Regulation von Thrombozyten

Die Milz wurde als Schliisselorgan fiir die rasche Mobilisierung von Thrombozyten in der frithen
Phase nach einem AMI identifiziert. Diese Erkenntnis verdeutlicht, dass die Milz nicht nur als
Speicherort fiir Thrombozyten fungiert, sondern auch eine zentrale Rolle in der Immunantwort
einnimmt. Eine gezielte Modulation milzspezifischer Signalwege konnte dazu beitragen, die frithe

inflammatorische Antwort nach AMI zu regulieren und die Thrombozytenfreisetzung kontrolliert
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zu steuern, ohne die regenerative Funktion der Megakaryozyten und Thrombozyten zu

beeintrichtigen.

Dariiber hinaus libernimmt die Leber durch die Genexpression von 7po und die Aktivierung
intrazelluldrer Signalwege eine zentrale Rolle in der Thrombopoese und damit indirekt in der
Versorgung des Blutkreislaufs mit funktionellen Thrombozyten. Diese Ergebnisse legen nahe, dass
hepatoprotektive Strategien nach einem AMI von klinischer Bedeutung sein konnten, insbesondere
bei Patientinnen und Patienten mit vorbestehenden Lebererkrankungen, da eine gestorte
Leberfunktion die frithe Thrombozytenreaktion und die Regeneration nach Infarkt beeintrachtigen

konnte.

6.11.3Modulation entziindlicher Signalprozesse durch IL-6R und STAT

Die zeitabhéngige Regulation der IL-6R- und STAT-Signalwege (STAT3 und STATS) zeigt eine
deutliche Trennung zwischen der akuten Entziindungsphase und den nachfolgenden regenerativen
Prozessen. Therapeutische Ansétze, die auf die Modulation dieser Signalwege abzielen, konnten
die Prognose von Patienten nach AMI verbessern, indem sie inflammatorische Reaktionen

dampfen und regenerative Prozesse fordern.

Die Hemmung des IL-6-Rezeptor-vermittelten Signaltransduktionswegs durch monoklonale
Antikorper wie Tocilizumab, das bereits bei theumatoider Arthritis eingesetzt wird, kdnnte auch
im Kontext eines AMI von Vorteil sein. FEine solche Therapie konnte helfen,
inflammationsbedingte Myokardschdden zu begrenzen und die kardiale Funktion langfristig zu
erhalten. Daher erscheint es vielversprechend, den Einsatz von Tocilizumab gezielt fiir die

Behandlung des AMI in zukiinftigen Studien intensiver zu untersuchen.

6.11.4Bedeutung fiir kardiovaskulire Privention und Nachsorge

Die enge Verbindung zwischen Thrombozyten, Entziindungsprozessen und Myokardschdaden
unterstreicht die Notwendigkeit, bei der Pravention und Nachsorge kardiovaskuldrer Erkrankungen

entziindungshemmende und antithrombotische Strategien in Einklang zu bringen. Die Erkenntnisse
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dieser Arbeit konnten dazu beitragen, prizisere diagnostische Marker fiir die Uberwachung der

Entziindungs- und Thrombozytenaktivierung bei Patienten nach AMI zu entwickeln.

Zukiinftige Studien sollten darauf abzielen, die molekularen Mechanismen weiter aufzuklaren und
die hier beschriebenen Ansitze in klinischen Studien zu evaluieren. Die gewonnenen Ergebnisse
legen nahe, dass die gezielte Modulation von AMR, IL-6R, TPO, Mpl und STAT-abhingigen
Signalwegen potenzielle therapeutische Strategien bietet, um Entziindungen und Thrombosen bei

AMI-Patienten effektiv zu kontrollieren.
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