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1. Einleitung

Kardiovaskuldre Erkrankungen stellen sowohl wegen ihrer hohen Pridvalenz als auch
wegen der durch sie verursachten Gesundheitskosten weltweit eine bedeutende Heraus-
forderung in der medizinischen Forschung und Versorgung dar.

Den Angaben des statistischen Bundesamtes zufolge war 2012 der akute Myokardin-
farkt die zweithéufigste Todesursache in Deutschland. Er war fiir 6% der Todesfille ver-
antwortlich und wurde dabei nur von der chronisch-ischdmischen Herzkrankheit (8%)
iibertroffen.! Zu dieser zihlen laut ICD-10-GM u.a. der alte Myokardinfarkt und itiolo-
gisch verwandte Krankheiten wie die atherosklerotische koronare Herzerkrankung.’

In Studien betrug die frithe Mortalitit nach einem Herzinfarkt zwischen 6 und 14%, so-

dass dieser eine ernste Erkrankung darstellt.**

Dartiber hinaus stehen bislang nur unge-
niigende Moglichkeiten zur Verfligung, um die chronischen Folgen zu verhindern. So
kommt es infolge eines Myokardinfarktes hdufig durch Umbauvorgidnge (Remodelling)
in der Extrazelluldren Matrix zum Auftreten einer Herzinsuffizienz. >

Bei einem Herzinfarkt kommt es zu einer Entziindungsreaktion des Myokards und zur
Einwanderung von Immunzellen, welche den Umbauprozess stark beeinflussen. Eine
wichtige Rolle scheinen hierbei das Zytokin Cyclophilin A (CyPA) und sein Rezeptor
CD147 zu spielen. Untersuchungen der letzten Jahre geben Hinweise darauf, dass durch

Eingriffe in deren Interaktion ein ungiinstiges Remodelling verhindert und so die Herz-

funktion nach einem Myokardinfarkt langfristig verbessert werden kann.’

Die vorliegende Arbeit soll dariiber Aufschluss geben, ob ein solcher Eingriff in die
CyPA-CD147-Interaktion auch dann erfolgreich sein kann, wenn er erst nach Beginn
der Koronarokklusion durchgefiihrt wird. Da die monozytire Reaktion flir die Abhei-
lung essentiell zu sein scheint,™® soll dariiber hinaus insbesondere die Rolle von extra-
zelluldrem CyPA bei der Invasion von Monozyten in das Infarktgewebe und die betei-

ligten intrazelluldren Signalwege untersucht werden,
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1.1 Myokardinfarkt

1.1.1 Pathophysiologie des akuten Myokardinfarkts

Ein akuter Myokardinfarkt liegt vor, wenn es durch den Verschluss von Koronararterien
zur Nekrose von Herzmuskelzellen kommt.* Dadurch kommt es zur insuffizienten
Durchblutung des stromabwirts gelegenen Myokards.” In der Folge gehen im betroffe-
nen Gebiet minderversorgte Myokardzellen irreversibel unter.

Meistens ist die Ursache fiir einen Herzinfarkt ein plotzlicher Arterienverschluss durch

Ruptur oder Erosion einer atherosklerotischen Plaque.™ "

Beim akuten Herzinfarkt kommt es durch die Gewebeschidigung zum Funktionsausfall
der betroffenen Kardiomyozyten. Dies kann Komplikationen wie kardiales Pumpversa-
gen oder Herzrhythmusstérungen bis hin zum plétzlichen Herztod verursachen.*'*™*
Andererseits kommt es zu einer Entziindungsreaktion mit einem Anstieg von Zytokinen
(IL-1, IL-6, IL-8, TNF-a, CRP) und Abwehrzellen (Neutrophile, Lymphozyten, Mono-
zyten) im Blut."*'® Diese Reaktion leitet die Wundheilung und den Ersatz des unterge-
gangenen Gewebes ein.

Durch die ischdmische Schidigung und die entziindliche Wundheilung entsteht eine ver-
anderte Gewebestruktur. Diese ist gegeniiber mechanischem Stress weniger belastbar,
sodass es infolge eines Herzinfarkts subakut zur Ruptur der Ventrikelwand oder der Pa-

pillarmuskeln kommen kann.>'>'""

1.1.2 Reperfusionstherapie und deren Komplikationen

Das Ziel in der aktuellen Therapie des akuten Herzinfarktes mit ST-Hebung (STEMI)
stellt die friihestmdgliche Reperfusion des verschlossenen Herzkranzgefifes dar.* Tat-
sdchlich werden etwa zwei Drittel der Patienten mit STEMI einer priméiren Reperfusion
zugefiihrt.?

Die friihe Reperfusion der okkludierten Arterie ist bei weitem die effektivste Methode,
um die InfarktgroBe zu reduzieren.””* Die Begrenzung der InfarktgroBe ist maBgeblich,
weil die Ausdehnung des Infarktes sowohl mit der Mortalitdt als auch mit der funktio-
rt. 220

nellen Beeintrichtigung der Herzfunktion korrelie
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¢| | Myokardischamie ohne Reperfusion
100 T InfarktgréBe 100% (kein gerettetes Myokard)

! durch Reperfusion
I!t_:;erettetes Myokard

Myokardischamie mit frither Reperfusion
‘-}— InfarktgroRe 50%. Etwa die Halfte des verbleibenden
| Infarkts geht auf den Reperfusionsschaden zurlck

a0 =

: durch Verhinderung des Reperfusions-
schadens gerettetes Myokard

Myokardischdamie mit frither Reperfusion und Ver-
| hinderung des Reperfusionsschadens

' InfarktgroBe 25%.

Vollstandiger Nutzen der Reperfusion wird realisiert

25"

InfarktgroBe (% des ischamischen Areals)

verbleibende InfarktgroRe
durch den akuten ischamischen Myokardschaden

¢ === -

0 —
Abb. 1.1: Anteil des verhinderbaren Myokardschadens nach einem Herzinfarkt
Etwa die Halfte der nach der Reperfusion verbleibenden InfarktgroBe ist auf den Reperfusions-

schaden zuriickzufiihren. Dieser Anteil wire durch eine geeignete Therapie zur Verhinderung
dieses Schadens vermutlich zu retten. Modifiziert nach Frohlich et al..”

Obwohl die Reperfusion die wichtigste Therapie eines Koronarverschlusses ist, kann
durch die Wiederer6ffnung des Gefilles selbst ein Gewebeschaden (Reperfusionsscha-
den) verursacht werden. Es kann dabei u.a. zu Arrhythmien, transienter kontraktiler
Dysfunktion (myokardiales Stunning) oder zum Untergang von Myokardzellen kom-
men, welche die ischimische Phase vital iiberlebt haben.!*?*?>*2% Paradoxerweise ist es
so moglich, dass die therapeutische Reperfusion zwar ischdmisches Myokard rettet, je-
doch gleichzeitig bei einem Teil des so geretteten Gewebes dessen Untergang induziert.

Tierstudien deuten darauf hin, dass bis zu 50% der endgiiltigen Infarktgrée auf den Re-
perfusionsschaden zuriickzufiihren sind® (Abb. 1.1). Daher wurden Méglichkeiten ge-
sucht, diesen zusétzlichen Schaden zu begrenzen. Einige Strategien wie die ischdmische
Postkonditionierung zeigen an Tieren einen deutlichen Nutzen. Dieser scheint durch die
Mitochondrial Permeability Transition Pore (mPTP) vermittelt zu werden:* Die mPTP
ist ein nicht-selektiver Kanal der inneren Mitochondrienmembran, der von Cyclophilin

D reguliert wird. Dieser Kanal 6ffnet sich auf Reperfusion hin irreversibel, was zum
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Untergang der Zelle fiihrt. Durch die ischdmische Postkonditionierung wird verhindert,
dass die mPTP sich 6ffnet.*® Es konnte auBerdem gezeigt werden, dass die intrazellulire
Signaliibertragung bei der Kardioprotektion {iber den Weg der Phosphoinositid-3-Kina-
se (PI3K) stattfindet.’’

Trotz der Erfolge bei Versuchen an Tieren, zeigen klinische Therapiestudien enttiu-
schende Ergebnisse. So steht heute keine effektive Therapie zur Verhinderung des Re-

perfusionsschadens bei Myokardinfarkt zur Verfiigung.?**’

1.1.3 Pathophysiologie der Postinfarkt-Phase

In den Tagen und Wochen nach einem akuten Herzinfarkt gehen die pathophysiologi-
schen Verdnderungen im Gewebe — im Gegensatz zur Akutphase — nicht mehr von den
Myokardzellen aus. Vielmehr wird die Postinfarkt-Phase von einer Entziindungsreakti-
on dominiert, bei der eingewanderte Immunzellen einerseits erwiinschte und notwendi-
ge, andererseits aber auch ungiinstige Umbauvorginge bewirken. Wahrend dieser Zeit
werden nekrotische Herzmuskelzellen resorbiert und die Wunde in eine mechanisch be-

lastbare Narbe umgewandelt.*

1.1.3.1 Entziindungsreaktion

Die Entziindung ist die nicht-spezifische Reaktion des Immunsystems auf eine Gewebe-
schiadigung. Dabei kommt es zur Freisetzung von Zytokinen und der Einwanderung von

Immunzellen in das geschidigte Gewebe.*

Zu Beginn der Entziindungsreaktion bestehen die ins Infarktgewebe einwandernden
Zellen vor allem aus Neutrophilen Granulozyten, die schon nach einem Tag ihre maxi-
male Anzahl erreichen. Danach dominieren monozytire Zellen das Infiltrat und errei-
chen um den siebenten Tag ihr Maximum.>'7***> Neutrophile und Monozyten eliminie-
ren zu Beginn die nekrotischen oder absterbenden Zellen und bereiten so den Weg fiir
die Wundheilung.’ Da die Neutrophilen nur im entziindeten Gewebe zu finden sind, so-
lange die Phagozytose der Zelltriimmer andauert, scheinen sie, anders als Monozyten, in

der folgenden Infarktheilung keine Rolle zu spielen.*

Parallel zur zelluliren Entzlindungsreaktion findet eine Freisetzung von Zytokinen und
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Chemokinen wie Interleukin-1f (IL-1p), IL-2, IL-10, Tumornekrosefaktor o (TNF-a)
oder Transforming Growth Factor B (TGF-p) statt.***’ Thre Effekte konnen zueinander
gleichgerichtet oder gegensatzlich sein. So wirken IL-1 oder TNF-a proinflammatorisch
und stimuliert die Infiltration von Leukozyten. IL-10 und TGF-B hingegen bewirken
eine Eindimmung des Entziindungsprozesses.*** Das Expressionsmuster der verschie-
denen Zytokine verdndert sich im Verlauf der Entziindungs- und Abheilungsreaktion
nach Myokardinfarkt. So wird gerade dem wechselnden Zusammenspiel der unter-
schiedlichen Zytokine eine bedeutende Funktion in der Entziindungsregulation zuge-

schrieben.?”*

Die zelluldre und die humorale Entziindungsantwort konnen jedoch nicht getrennt be-
trachtet werden. Sie bedingen und beeinflussen sich vielmehr gegenseitig: Zytokine wie
IL-1 oder das in dieser Studie untersuchte CyPA bewirken die Infiltration und Akti-
vierung von Leukozyten.****' Makrophagen und andere Immunzellen produzieren wie-

derum ihrerseits Zytokine, die die Entziindung unterhalten oder inhibieren,®!'**%4**

1.1.3.2 Umstrukturierung des geschéadigten Gewebes durch Matrix-

Metalloproteinasen

In den ersten zwei Wochen nach dem Myokardinfarkt findet im Infarktgebiet ein hoher
Umsatz an Zellen und Extrazelluldrer Matrix statt. Praexistierendes Kollagen wird auf-
gelost, abgestorbene Zellen beseitigt, neue Matrix wird angelegt.>*>** Die treibende
Kraft hinter diesem Umbauprozesses der myokardialen Matrix sind die Matrix-Metallo-

proteinasen (MMPs).**

MMPs stellen eine Gruppe von proteolytischen Enzymen dar, die in ihrem aktiven
Zentrum ein Zn*-lon tragen und durch ihre Proteinase-Aktivitit die Zell-Matrix-
Zusammensetzung regulieren.®

Bei einem akuten Myokardinfarkt werden u.a. Membrane-Type-1-MMP (MT1-MMP)
und MMP-9 vermehrt exprimiert. Nach abgeschlossener Narbenbildung fallen beide
wieder auf ihr normales Niveau ab.*

Besonders MMP-2, MMP-9 und MT1-MMP haben fiir die Migration von Leukozyten,
speziell von Makrophagen, eine wichtige Bedeutung. Werden diese Enzyme im Myo-
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kard gehemmt, so ist die Einwanderung von Immunzellen in das ischimische Gewebe
deutlich reduziert.'”*>? Interessant ist, dass andere Metalloproteinasen wie MMP-3 und

MMP-12 keinen Einfluss auf die Leukozyten-Migration haben.'

Auller bei der Leukozyteninvasion haben MMPs auch bei dem eigentlichen Remodel-
ling nach einem Herzinfarkt eine zentrale Funktion: Die Inhibition von MMP-2, MMP-
9 oder MT1-MMP resultiert in einem signifikanten Uberlebensvorteil, einer kleineren
Infarktausdehnung und weniger Ventrikelrupturen sowie in einer besseren Pumpfunkti-
on.”**!"33* Hervorzuheben ist, dass die beobachteten positiven Effekte bei MT1-MMP-
Deprivation nicht auf verdnderte Immunzellen, sondern auf interstitielle Eigenschaften
des Myokards zuriickzufiihren sind.* Dies zeigt, dass MMPs auch unabhingig von ihrer
Rolle in der Leukozyten-Migration eine gewichtige Funktion im Remodelling-Prozess
erfiillen.

Uber die erwihnten MMPs hinaus existieren mit MMP-1 und MMP-7 auch Metallopro-

teinasen, die keinen negativen Einfluss auf das Remodelling haben.>

Matrix-Metalloproteinasen bewirken zusammenfassend eine Umstrukturierung des ge-
schiadigten Gewebes, die mit der Umwandlung von funktionellem Myokard in eine fi-
brotische, nicht kontraktile Narbe einhergeht. Eine ausgeprigte Fibrose nach einem
Myokardinfarkt ist jedoch mit einer erhhten Gewebesteifigkeit und der Entwicklung

einer Herzinsuffizienz assoziiert.**>>¢

1.1.4 Rolle der Monozyten in der Postinfarkt-Phase

In der vorliegenden Arbeit soll besonders auf die Rolle der Monozyten beim Herzinfarkt
eingegangen werden. Monozyten gehdren zum mononukledren Phagozytensystem, wel-
ches aus verschiedenen Differenzierungsstadien besteht. Monozyten entstehen im
Knochenmark und werden ins periphere Blut freigegeben, wo sie fiir einige Tage zirku-
lieren. SchlieBlich wandern sie ins Gewebe ein und entwickeln sich dort zu Makropha-
gen oder Dendritischen Zellen.>” Monozyten und Makrophagen iibernehmen als Zellen
des Immunsystems nicht nur Aufgaben in der Erregerabwehr, sondern wirken auch an
der Wundheilung und der kindlichen Entwicklung mit. Sie sezernieren Entziindungs-

mediatoren und Proteasen, phagozytieren zugrunde gegangene Zellen, fordern Angioge-
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nese, Kollagensynthese und die Bildung von Reparaturenzymen.’

1.1.4.1 Monozyten-Subgruppen

Es hat sich gezeigt, dass die Monozyten nicht einheitlich vorliegen, sondern v.a. aus
zwei Subpopulationen mit unterschiedlichen FEigenschaften bestehen. Humane
CD14'CD16 -Monozyten (,,klassische Monozyten*) machen etwa 90% der Monozyten-
population aus. Sie entsprechen murinen Ly6"#-Monozyten und haben vorwiegend pro-
inflammatorische, phagozytische und proteolytische Funktion. Dagegen steigt der ande-
re Teil der Population von humanen CD14"°¥CD16'-Monozyten (,,nicht-klassische Mo-
nozyten) in bestimmten inflammatorischen Situationen an. Sie sind primér reparativ,
fordern Wundheilung und Angiogenese und entsprechen den Ly6C"“-Monozyten der
Maus.>'*>*¢!

Ebenso konnen Makrophagen in proinflammatorische M1-Makrophagen und anti-
inflammatorische M2-Makrophagen unterschieden werden. Dabei scheinen inflammato-
rische CD16 -Monozyten Vorldufer der M1-Makrophagen zu sein. M2-Makrophagen

scheinen aus CD16"-Monozyten hervorzugehen.**>®

1.1.4.2 Adhdésion und Transmigration von Monozyten

Damit die im Blut zirkulierenden Monozyten, zusammen mit anderen Immunzellen, ins
Infarktgewebe einwandern und dort akkumulieren konnen, miissen sie die Blutgefi3e
verlassen.

Dabei kommt es in mehreren Schritten zum Rollen am Endothel, zur Aktivierung der
beteiligten Zellen, zur festen Adhésion und schlieBlich zur Transmigration durch die
Endothelschicht.®> Dazu findet eine Interaktion mit dem aktivierten Endothel des In-
farktgebiets statt. Dieser Kontakt geschieht {iber Adhédsionsmolekiile wie v.a. Selektine,
Integrine, Vascular Cell Adhesion Molecule-1 (VCAM-1) und Intercellular Adhesion
Molecule 1 (ICAM-1).%*%6263

Im physiologischen Zustand erlaubt das Endothel keine Leukozytenadhision.*® Bei ei-
nem Infarkt jedoch werden, u.a. durch die Zytokine TNF-a und IL-4 vermittelt, auf der
Oberflache von Endothelzellen Adhédsionsmolekiile wie VCAM-1 exprimiert, um die
Leukozyteninvasion zu férdern.*®

Neben der Transmigration durch das Endothel ist es wichtig, dass Monozyten sich im
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Gewebe an dem Ort der stirksten Schadigung ausrichten und dort akkumulieren. Die-
sem Zweck dienen Chemotaxine, an deren Konzentrationsgefille sich die Monozyten
orientieren. Bedeutende Vertreter sind das Monocyte Chemotactic Protein-1 (MCP-1),
C5a des Komplementsystems, Fibronektin und nicht zuletzt das hier untersuchte

CyPA.38’66’67

1.1.4.3 Monozyteninvasion beim Herzinfarkt

In vitro induziert Infarkt-Myokard die Migration von Makrophagen.’' Damit vereinbar
ist die Beobachtung, dass in vivo Makrophagen im gesunden Gewebe nur in geringer
Zahl vorkommen, diese jedoch bei einem Infarkt stark zunimmt. Thr Maximum haben
Makrophagen/Monozyten dabei am siebenten Tag und fallen danach wieder ab.®***!
Auch in dem nicht vom Infarkt betroffenen Myokard ist — in schwéicherem Ausmal} —

die Expression von MCP-1 und MMPs erhoht und eine Monozyteninvasion zu sehen.®

1.1.4.4 Myokardiales Remodelling durch Monozyten

Monozyten sind in der Lage, auf bestimmte Reize hin Metalloproteinasen zu exprimie-
ren.**”% Erhohte Spiegel dieser MMPs nach einem Myokardinfarkt sind assoziiert mit
einem ungiinstigen Gewebeumbau.”®” Die gravierenden Folgen einer solchen iiberma-
Bigen MMP-Expression durch Monozyten verdeutlichen Studien, die einen Zusammen-
hang bemerkten zwischen einer erh6hten Monozytenzahl und einer schlechten Prognose
in Bezug auf die Pumpfunktion, die Ausbildung von Aneurysmen sowie das Eintreten

kardialer Ereignisse.>*®"""

Neben diesen unerwiinschten Auswirkungen lisst sich jedoch auch nachweisen, dass in-
folge eines Herzinfarktes die Sekretion von Vascular Endothelial Growth Factor
(VEGF) und TGF-B durch Monozyten und Makrophagen deutlich ansteigt.*** Beide Zy-
tokine fordern die Bildung von Granulationsgewebe und die Angiogenese.**"*

Der Gipfel der VEGF-Produktion liegt um den 14. Tag nach Infarkt,* sodass die mono-
zytire Zytokinproduktion in der Abheilungsphase von Bedeutung zu sein scheint. Ver-
mutlich kommt den monozytiren Zellen auf diese Weise eine Schliisselrolle beim
Ubergang der Entziindungs- in die Reparaturphase zu.”

Vereinbar mit einer solchen Regulatorfunktion konnte gezeigt werden, dass eine Deple-
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tion der zirkulierenden Monozyten in der ersten Woche nach Infarkt ungiinstige Auswir-
kungen auf die Heilung hat. Es wurden dabei nicht nur verminderte Spiegel von VEGF
und TGF-f festgestellt, sondern auch eine geringere Neovaskularisation und weniger
Granulationsgewebe. SchlieBlich resultierte eine Narbe mit niedrigerem Kollagen-

Gehalt, eine stirkere Dilatation des linken Ventrikels und eine erhohte Mortalitit.®

Es existieren also gegensitzliche Studienergebnisse liber den Zusammenhang von Mo-
nozytenzahl und Infarkt-Komplikationen. Nahrendorf et al. schlagen zur Erkldrung die-
ser Diskrepanz einen parabelformigen Zusammenhang zwischen der Zahl inflammatori-
scher Monozyten und der Qualitit der Infarktheilung vor. Zu wenige Monozyten zeigen
demzufolge durch zu wenig Remodelling ebenso eine insuffiziente Heilung wie zu viele

Monozyten mit einer exzessiven Entziindungsreaktion.’

1.1.5 Phasen der Wundheilungsreaktion nach Myokard-
infarkt

Obwohl jede Entziindung nach einem Infarkt potentiell schidlich ist, da sie weiteres

5,6,10 +

Gewebe zerstoren kann,>*" ist eine addquate Inflammation unabdingbare Voraussetzung

fiir eine suffiziente Wundheilung.*

Die Vorginge im postischdmischen Myokard lassen vermuten, dass mehrere Heilungs-
phasen existieren (Abb. 1.2). Initial dominiert demnach eine Entziindungsreaktion mit
proinflammatorischen Zytokinen und Mechanismen zur Beseitigung toter Zellen. Daran
schlieft sich tiberlappend ein zweites Intervall an, in welchem Reparaturvorgénge und
die Narbenbildung im Vordergrund stehen.”

Hinweise auf die Existenz verschiedener Phasen ergeben sich auch, wenn man die Mo-
nozyten-Subpopulationen (vgl. Kapitel 1.1.4.1) im Verlauf der Postinfarkt-Periode be-
trachtet: In einer ersten Phase (Tag 1-4) kommt es zum Anstieg vornehmlich proinflam-
matorischer Monozyten (Ly-6C"" bzw. CD16°). Ab dem fiinften Tag steigt dagegen die

Zahl und Rekrutierung von reparativen Monozyten an (Ly-6C"" bzw. CD167).>*%
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Inflarkt TaIP 4 Ta? 8
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Monozyten (Ly-6C'°" / CL

1 !

Entziindung Reparaturvorgange
Beseitigung toter Zellen Wundheilung
Gewebeschaden Narbenbildung

Abb. 1.2: Vereinfachte Darstellung der Phasen einer Wundheilungsreaktion

Mit dem Infarkt beginnt eine erste Phase, die von proinflammatorischen Immunzellen und Zyto -
kinen dominiert wird und potentiell weiteren Gewebeschaden verursachen kann. Etwa ab dem
vierten Tag nach dem Infarkt beginnt {iberlappend eine zweite Phase, bei welcher entziindungs-
hemmende Monozyten und Zytokine im Vordergrund stehen. Dabei finden Reparaturvorgédnge
statt, die in eine Narbenbildung miinden.

IL: Interleukin; TGF-B:Transforming Growth Factor ; TNF-a: Tumornekrosefaktor a; VEGF:
Vascular Endothelial Growth Factor

Die Spitzenspiegel der entziindungsfordernden CD16 -Monozyten korrelieren nach ei-
nem Myokardinfarkt mit einer langfristig schlechteren kardialen Pumpfunktion.®
Dementsprechend wird die Infarktgrofle deutlich reduziert, wenn im Mausmodell proin-
flammatorische Ly-6C"¢"-Monozyten an der Invasion gehindert werden.”’

Dies lasst vermuten, dass besonders die erste, entziindliche Phase schadlich und allein
die reparative Phase giinstig sei. Tatsdchlich jedoch entwickelt sich in der zweiten Phase
kein reguldres Granulationsgewebe, wenn die Monozyten in der ersten Phase deplediert
werden.** Eine vollstindige Unterdriickung der inflammatorischen Monozyten-Reaktion
scheint daher einer optimalen Wundheilung abtriglich zu sein.** Auf lange Sicht kann
folglich sowohl eine ausgedehnte Entziindungsantwort als auch eine schlechte Wund-

heilung zur Ausbildung einer Herzinsuffizienz mit schlechter Prognose fiihren.>*’
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Zusitzlich ist zu bedenken, dass ApoE™"

-Miuse, die als Atherosklerose-Modell dienen,
eine Monozytose von Ly6C"¢"-Zellen aufweisen.” Nach einem Myokardinfarkt sind bei
jenen Miusen gerade diese proinflammatorischen Monozyten im Myokard vermehrt. Im
Verlauf ist eine beeintrichtigte Narbenbildung und verschlechterte Herzfunktion zu be-
obachten. Dies ist vereinbar mit einer durch diese entziindungsfordernden Monozyten
verstéirkten Inflammationsphase.**’

Da beim Menschen akute Koronarverschliisse in den meisten Féllen auf dem Boden ei-
ner Atherosklerose entstehen, erscheint es lohnenswert, gerade die monozytére Invasion

und deren Regulation in der vorliegenden Arbeit zu untersuchen.

Die verschiedenen Heilungsphasen sind bei einer moglichen Therapie zu beriicksichti-
gen. So kann der Erfolg bei der Beeinflussung des Gewebeumbaus davon abhingen, zu
welchem Zeitpunkt die Behandlung ansetzt und welche Phasen erfasst, verhindert oder
gefordert werden.”” Gestiitzt wird diese Vermutung dadurch, dass in Studien entziin-
dungsfordernde Zytokine in der frithen Phase protektive Effekte zeigen, jedoch bei lang-
fristiger Erhohung verheerende Folgen haben.”

Vor allem der Balance zwischen der Entziindungs- und Reparaturphase kommt so eine

groBe Bedeutung fiir zukiinftige Therapieansitze zu.**

1.2 Cyclophilin A

Cyclophiline wurden 1984 als zytosolische Bindepartner des Immunsuppressivums Cic-
losporin A (CsA) entdeckt.*® Es handelt sich dabei um ubiquitire intrazellulidre Proteine
der Immunophilin-Familie.*" Dariiber hinaus gilt Cyclophilin inzwischen als extrazellu-
ldres proinflammatorisches Zytokin.**

Cyclophilin besitzt als Enzym eine Peptidyl-Prolyl-cis-trans-Isomerase-Aktivitit (PPla-
se) und fungiert so als Chaperon. Des Weiteren reguliert es die Faltung und den intrazel-

luldren Transport von Proteinen.®*>*

1.2.1 Cyclophiline als Zielstruktur des Ciclosporin A

Nachdem Cyclophiline zuerst als Zielstruktur von CsA entdeckt wurden, ist inzwischen

bekannt, dass CsA seine immunsuppressive Wirkung entfaltet, indem es einen Komplex
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mit Cyclophilin bildet. Dabei wird dessen Signaliibertragung und PPlase-Aktivitdt blo-
ckiert, %858

Wie in Kapitel 1.2.3 dargestellt wird, kommen Cyclophiline in einer Vielzahl von
physiologischen und pathophysiologischen Prozessen vor. Daher wurden fiir Forschung
und Therapie verschiedene CsA-Derivate entwickelt. Das CsA-Derivat NIM811 bspw.
bindet Cyclophilin, hat jedoch keine immunsuppressive Wirkung. So konnte gezeigt
werden, dass einige Wirkungen von CsA nicht auf der dadurch ausgeldsten Immunsup-
pression beruhen.*’

In der vorliegenden Arbeit wird MM284/6 verwendet, ein CsA-Derivat, welches nicht
in die Zelle eindringen kann. Es stellt also einen ausschlieBlich extrazelluldr wirksamen

Inhibitor von CyPA ohne immunsuppressive Wirkung dar.®*

1.2.2 Struktur von Cyclophilin A

Die beiden meistbeachteten Unterformen sind Cyclophilin A (CyPA) und Cyclophilin B
(CyPB). CyPA ist das hédufigste menschliche Cyclophilin und befindet sich v.a. im Zyto-
plasma, teils assoziiert mit dem Golgi-Apparat. CyPB befindet sich im Endoplasma-
tischen Retikulum und ist physiologischerweise in geringer Konzentration im Serum

und der Muttermilch vorhanden.****"!

In dieser Arbeit soll CyPA néher betrachtet werden. Dieses ist bei gesunden Menschen
im Blut nicht nachweisbar.” Es besitzt eine molekulare Masse von ca. 18 kDa* und be-
steht an seinem aktiven Zentrum aus einer hydrophoben Prolin-bindenden Tasche sowie

einer polaren Tasche, die beide durch einen engen Kanal verbunden sind.”

1.2.3 Funktion und Vorkommen in vivo

CyPA ist an zahlreichen pathophysiologischen Prozessen beteiligt. Besonders bei ent-
ziindlichen Veridnderungen scheint es eine wichtige Rolle zu spielen.
Die Vermutung liegt nahe, dass CyPA als intrazelluldres Protein bei Krankheitsprozes-
sen durch absterbende Zellen freigesetzt wird. Tatséchlich aber zeigen Patienten mit Ha-
molyse keine erhohte CyP-Konzentration. Inzwischen ist bekannt, dass CyPA {iber
einen vesikuldren Transportmechanismus aktiv sezerniert wird.”**>**

Die Sekretion von Cyclophilin aus Makrophagen wird u.a. durch das LPS gram-negati-
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ver Bakterien stimuliert.*’ In Ubereinstimmung dazu werden bei schwerer Sepsis erhdh-
te CyPA- und -B-Spiegel im Blut gemessen und sind mit hoher Mortalitdt verbunden.
Schwerkranke Patienten ohne Sepsis zeigten dagegen keine erhohte CyP-Aktivitit.”
Seine Eigenschaft als Entziindungsmarker wird dadurch verdeutlicht, dass die CyPA-
Expression bei inflammatorischer Kardiomyopathie erhoht ist, bei nicht-inflammatori-
scher Kardiomyopathie hingegen nicht.”

Auch bei Rheumatoider Arthritis ist in der Synovialfliissigkeit eines betroffenen
Gelenks der CyPA-Spiegel erhoht und korreliert sogar mit der Schwere der Erkrankung
sowie der Zellzahl im zelluldren Infiltrat.”>**" Bei dem lediglich degenerativen, nicht-
entziindlichen Prozess der Arthrose hingegen ist CyPA nicht erhéht.”

Auch bei entziindlichen Lungenerkrankungen findet ein Anstieg des extrazelluldren Cy-
clophilins statt. Besonders CyPA zeigt dabei einen frithen Anstieg und kann dadurch zur

initialen Rekrutierung von Leukozyten ins Entziindungsgewebe beitragen.* %%

Weiterhin wird CyPA von glatten GefdBmuskelzellen als Reaktion auf oxidativen Stress
hin ausgeschiittet.'” Gerade extrazelluldres CyPA kann jedoch in diesen Zellen auch die
Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies induzieren.'”' Andererseits ist von Neuronen ist
bekannt, dass sie durch CyPA in Verbindung mit CD147 vor oxidativem Stress und
Ischimie geschiitzt werden.”® Dariiber hinaus konnte beobachtet werden, dass die CyPA-

Expression in der Haut mit dem Alter zunimmt.”!

Da viele Effekte von CyPA auf der Interaktion mit dessen Rezeptor CD147 beruhen,
werden weitere Eigenschaften und Funktionen wie die MMP-Induktion in Kapitel 1.4

(Rolle der Cyclophilin A-CD147-Interaktion) néher beschrieben.

1.3 CD147 - Extracellular Matrix Metalloproteinase Inducer
(EMMPRIN)

CD147 ist ein Glykoprotein, welches zur Superfamilie der Immunglobuline gehért. '
Es wurde urspriinglich als ein von Krebszellen sezernierter Faktor entdeckt, der Fibro-
blasten zur Sekretion von MMPs anregt.'” Daher wurde CD147 zuerst als Tumor Cell-
derived Collagenase Stimulatory Factor bezeichnet, dann aber in Extracellular Matrix

Metalloproteinase Inducer (EMMPRIN) umbenannt.'” Inzwischen ist bekannt, dass
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CD147 nicht nur auf Tumorzellen vorkommt, sondern in viele weitere Vorginge im Or-

ganismus involviert ist.”®

luldres CyPA.'%

Eine bedeutende Funktion erfiillt es als Rezeptor fiir extrazel-

CD147 ist in unterschiedlichen Spezies identifiziert worden und trégt dort teilweise ei-
gene Namen: M6 (Mensch), Basigin oder gp42 (Maus), HT7 oder Neurothelin (Huhn),
0X-47 oder CE9 (Ratte).'**'"

1.3.1 Struktur von CD147

Abb. 1.3: Strukturmodell von CD147
Die Schleifen symbolisieren die Immunglobulin-dhnlichen Doménen, die Spira-

len stellen gebundene Oligosaccharide dar. Abbildung aus Muramatsu und
Miyauchi'*®

EMMPRIN ist ein integrales Membranprotein.'” Seine extrazelluldre Region enthilt je
nach Isoform zwei oder — seltener — eine Immunglobulin-dhnliche Domine'%>!9%1%
(Abb. 1.3) und hat eine starke Homologie mit der Ig-V-Domine des MHC-II-Anti-
gens.'”

Humanes CD147 besteht aus 269 Aminosduren(AS). Es setzt sich zusammen aus einer
extrazelluliren Doméne (185 AS), einer Transmembrandomaéne (24 AS) und einer car-

boxy-terminalen zytoplasmatischen Doméne mit 39 AS.'”

Vergleicht man die AS-Sequenz der Spezienhomologa, zeigt sich ein hoch konservierter
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Abschnitt, der fast die gesamte Transmembrandomaine einschie3t. Dies l4sst auf eine es-
sentielle Bedeutung dieser Region fiir die Funktion von CD147 schlieBen.'*”

Abhidngig vom Grad seiner Glykosylierung hat CD147 eine GroBe von 35-65kDa.'”
Durch die Glykosylierung kann vermutlich die Funktion des Proteins reguliert werden,”

da deglykosyliertes CD147 keine MMP-Sekretion induziert.'”

1.3.2 Funktion und Vorkommen in vivo

CD147 ist als Membranprotein auf der Oberfliche verschiedener Zellen lokalisiert.
Bspw. tragen Leukozyten, Thrombozyten, Kardiomyozyten oder Fibroblasten EMM-
PRIN. Oft wird die Expression von CD147 durch Aktivierung, Stimulation oder Diffe-
renzierung der Zellen gesteigert.’*9>9¢98110-114 Aych EMMPRIN selbst steigert im Sinne
eines positiven Feedback-Mechanismus seine eigene Expression. '

U.a. bei mehreren Krebsarten wurde beobachtet, dass CD147 nicht nur membrange-
bunden vorkommt, sondern auch in einer 16slichen Form freigesetzt wird, sodass an ent-

fernten Orten die MMP-Sekretion stimuliert werden kann.!+!08:115

1.3.2.1 CD147 als Rezeptor der Cyclophiline

EMMPRIN fungiert als Rezeptor fiir extrazelluldres CyPA und CyPB. Als solcher ver-
mittelt CD147 u.a. Zellmigration und MMP-Induktion'**"'*!""” (siehe Kapitel 1.4, Rolle
der Cyclophilin A-CD147-Interaktion). Bemerkenswert ist, dass in machen Zellreihen
CyPA die Expression seines Rezeptors CD147 stimuliert.”

CD147 scheint jedoch nicht der einzige Rezeptor von Cyclophilinen zu sein, da manche
CyP-induzierte Wirkungen durch eine Blockade von CD147 nicht gehemmt werden.
Dies erscheint umso plausibler, als fiir andere Zytokine ebenfalls mehrere Rezeptoren
bekannt sind.*”**! Umgekehrt werden auf manchen Zellen durch CyP typische Effekte

t.”® Das weist

wie Chemotaxis nicht induziert, obwohl CD147 als Rezeptor vorhanden is
darauf hin, dass die Interaktion von Cyclophilinen und CD147 nicht exklusiv ist und
beide Molekiile jeweils noch andere Interaktionspartner haben (siehe Kapitel 1.3.2.2,

Assoziation von CD147 mit anderen Proteinen).

Als spezifische Zielregion des CyP auf CD147 wurde das extrazelluldre Pro211 identifi-

ziert, welches nahe der Transmembranregion liegt.'*""®!'" Die Affinitit von CyPA und
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CD147 ist jedoch nur relativ schwach ausgeprigt.'®

Obwohl in vielen Féllen CD147 fiir die Signaltransduktion von CyPA und CyPB bené-
tigt wird, ist die Signalweitergabe hierbei abhéngig von Heparanen. Diese scheinen CyP
spezifisch zu binden und dessen primédre Rezeptoren an der Zelloberfliche zu
sein 101712021 Allerdings konnte gezeigt werden, dass bei einer hohen Konzentration
von CyPA Heparane fiir die Signaltransduktion iiber CD147 nicht zwingend benoétigt
werden.' Es ist vorstellbar, dass die CyP-Heparan-Interaktion die nachfolgende Bin-
dung von CyP an CD147 erleichtert, wie es in dhnlicher Form bei anderen Chemokinen

vorkommt, %12

Da das aktive Zentrum von CyPA sich mit dessen Bindungsstelle fiir CD147 {iber-
schneidet, ist es schwierig, zu differenzieren, ob die enzymatische Aktivitdt von CyPA
fiir die Signaliibertragung via CD147 erforderlich ist. Hinweise deuten darauf hin, dass
zumindest bestimmte Effekte von extrazellulirem CyPA wie bspw. die Leukozyten-Che-

motaxis nicht dessen PPIase-Aktivitit bediirfen.®*

1.3.2.2 Assoziation von CD147 mit anderen Proteinen

Neben seiner Funktion als CyP-Rezeptor ist EMMPRIN mit einer Reihe weiterer Protei-
ne assoziiert.*"** CD147 ist sowohl sein eigener Rezeptor als auch Rezeptor fiir Integri-
ne oder Syndecan-1. Es existieren also zusitzlich zu den CyP-abhingigen Funktionen

von CD147 solche, die unabhingig von Cyclophilinen sind.'®

CD147 kommt assoziiert mit den Monocarboxylat-Transportern MCT-1 und -4 vor, wo-
bei diese Verbindung wichtig ist fiir den Transport beider Proteine an die Zelloberfli-
che.®'* Von aggressiven Tumorzellen, ischimischen Zellen oder in der embryonalen
Herzentwicklung wird die Expression von CD147 und MCT hochreguliert.’®'**!%

Eine weitere Assoziation von CD147 existiert mit Caveolin-1, welches an vielen zelluld-
ren Vorgéngen beteiligt ist.”>'*® Caveolin-1 wirkt dabei als negativer Regulator fiir das
Clustering von CD147 an der Zelloberfliche und kdnnte so dessen Aktivitit ver-
ringern.'?’

SchlieBlich kann EMMPRIN gemeinsam mit den Integrinen a3p1 und a6f1 vorkom-

men, welche mit den Lamininen der Extrazelluliren Matrix interagieren.'*® Dadurch
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konnen zelluldre Anhaftung, Chemotaxis, fetale Entwicklung und maligne Prozesse be-
einflusst werden.”®'*

Dariiber hinaus kommt es zu Interaktionen zwischen CD147-Molekiilen selbst. Auf die-
se Weise werden bspw. Thrombozyten aktiviert und deren Degranulation bewirkt* oder
die Produktion von MMPs induziert.'”

AuBlerdem wirkt EMMPRIN iiber homophile Interaktion und als Bindepartner fiir
thrombozytires Glykoprotein VI (GPVI) im Sinne eines Adhédsionsrezeptors. CD147
vermittelt so das Rollen von aktivierten Thrombozyten'* und ist an der Thrombozyten-
Monozyten-Adhidsion beteiligt.””' Als Adhdsionsmolekiil auf Erythrozyten ist CD147 in

der Milz maBgeblich fiir die Rezirkulation."**'** Eine Interaktion von CD147 mit

VCAM konnte jedoch nicht nachgewiesen werden.'”

1.3.2.3 Auswirkungen einer CD147-Defizienz

Erfahrungen mit CD147-defizienten Méusen zeigen, dass EMMPRIN an weiteren Stel-
len im Organismus elementare Aufgaben erfiillt. Ohne CD147 sind MCT-1, -3 und -4 im
retinalen Pigmentepithel nicht vorhanden, was zur Degeneration von Photorezeptoren
fiihrt und die Blindheit solcher Versuchstiere erkliren kénnte.**'*> Auch die embryonale
Implantation ins Endometrium und die Spermatogenese ist bei CD147-Defizienz stark
beeintrichtigt.'** CD147-defiziente Miuse zeigen dariiber hinaus neurologische Auffal-
ligkeiten, die charakteristisch fiir Alzheimer sind.”>"’

EMMPRIN kommt also auch iiber seine Rolle in Entziindungsprozessen hinaus an
zentralen Stellen im Organismus vor. Daher gilt es, vor einer moglichen klinischen An-
wendung sorgfiltig die potentiellen Nebenwirkungen einer CD147-Inhibition zu erfor-

schen.

1.4 Rolle der Cyclophilin A-CD147-Interaktion

Es gibt sowohl CD147-Funktionen, die unabhingig von CyP sind, als auch umgekehrt
CyP-Funktionen, die nicht auf CD147 angewiesen sind. Nachdem diese bereits in den
vorigen Kapiteln in verschiedenen Kontexten erwdhnt wurden, sollen im Folgenden be-
sonders diejenigen Effekte beschrieben werden, die aus einem Zusammenspiel beider

Proteine miteinander resultieren.
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1.4.1 Leukozytenmigration

Zuerst ist die Induktion von leukozytirer Chemotaxis und Migration zu nennen. Cyclo-
philin wirkt auf Monozyten, Neutrophile, Eosinophile und aktivierte CD4" T-Zellen che-
motaktisch.***>""” Die Migration dieser Zellen auf CyP hin ist abhidngig von EMMPRIN
und wird durch Antikorper gegen CD147 gehemmt. %1% Verantwortlich fiir die che-
motaktische Wirkung ist extrazelluldres CyPA, dessen Effekt unabhingig von intrazellu-
larem CyPA ist.*>"*

Bei Pathologien wie der infektiosen Myokarditis oder dem Myokardinfarkt werden
CyPA und CD147 vermehrt exprimiert und scheinen fiir eine effektive Rekrutierung von
Immunzellen notwendig zu sein. 569138

Mehrere Versuche haben gezeigt, dass die in dieser Arbeit untersuchte CyPA-induzierte
Migration der Monozyten und Makrophagen von CD147 abhingig ist.®*"!' Dabei wur-

2 als auch das Rollen und die

de sowohl die Adhidsion an die Extrazellulire Matrix"
Adhision an Endothel® untersucht. Es ist hierbei hervorzuheben, dass CyPA iiber
EMMPRIN in vitro v.a. Makrophagen und kaum Monozyten zur Migration stimuliert.'"
Analog dazu wird die Chemotaxis bei CD4" T-Zellen besonders dann induziert, wenn
diese aktiviert sind.” Eine Erklarung dafiir kann die gesteigerte Expression von CD147

auf differenzierten bzw. aktivierten Zellen bieten (siche Kapitel 1.3.2).

1.4.2 Wundheilung und  Stimulation der  Matrix-

Metalloproteinase-Sekretion

Sind Leukozyten in entziindetes Gewebe eingewandert, spielt die CyP-CD147-Interakti-
on eine wichtige Rolle in dem durch die Immunzellen bewirkten Umbau der Extrazellu-
laren Matrix. Deshalb wurde vorgeschlagen, CD147 als Zeichen fiir myokardiales Re-
modelling anzusehen.”

Wie in Kapitel 1.1.3.2 dargestellt, sind fiir dieses Gewebe-Remodelling Metalloprotein-
asen essentiell. Es ist dabei von Bedeutung, dass die Produktion solcher MMPs wie
MTI1-MMP, MMP-2 oder MMP-9 von 16slichem CD147 induziert wird. Die Produktion
des MMP-Inhibitors TIMP hingegen wird von EMMPRIN nicht be-

. 49,81,104,109,111,115,139-142
einflusst.*>° 04191 LED,

Es ist wahrscheinlich, dass CyPA und CD147 dabei auf verschiedenen Zelltypen und in
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unterschiedlichen Milieus eine differenzierte MMP-Expression hervorrufen, 101138

Charakteristisch fiir den allgemeinen Wundheilungsprozess ist auBerdem die Differen-
zierung von Fibroblasten zu Myofibroblasten. Ein wesentlicher Induktor dieser Um-
wandlung ist das Zytokin TGF-B, dessen Effekt auf die Differenzierung durch CD147
vermittelt wird."'!""! Monozytire Zellen exprimieren sowohl TGF-B als auch CD147.%!"!
Dies macht erneut die regulatorische Funktion von Monozyten in der Infarktheilung

deutlich.

1.4.3 Rolle von Cyclophilin A und CD147 beim Myokard-
infarkt

Ein akuter Myokardinfarkt stellt eine Schiadigung myokardialer Zellen dar. Als solche
bewirkt er die Freisetzung von Zytokinen und die Auslosung einer Entziindungsreakti-
on, welche in eine Wundheilung iibergeht. Bei all diesen Vorgidngen sind Cyclophilin
und CD147 beteiligt.

Beide Molekiile werden nach einem Infarkt im Myokard vermehrt exprimiert. 51437143
CD147 ist dabei besonders auf Kardiomyozyten lokalisiert, CyPA findet sich v.a. an in-
filtrierenden Makrophagen und Neutrophilen.® Jedoch driickt dies nur eine quantitative
Verteilung aus. In geringerem AusmaBl wird CyPA auch von Myokardzellen'* und

CD147 von zirkulierenden Monozyten exprimiert,” sodass sowohl CyPA als auch

CD147 bei einem Herzinfarkt in mehreren Zellarten hochreguliert werden.

Vereinbar mit dem Anstieg von CyPA und CD147 und ihrer Fahigkeit zur MMP-Induk-
tion wird beim Myokardinfarkt eine gesteigerte Aktivitdit von MT1-MMP und MMP-9
beobachtet.*****!%5 Entsprechend der chemotaktischen Wirkung von CyPA und CD147
sind bei einem Herzinfarkt ausgeprigte Infiltrate von Leukozyten vorhanden.>"”

Experimentell konnte gezeigt werden, dass eine Unterbrechung der CyPA-C147-Inter-
aktion beim Herzinfarkt sowohl die Leukozyten-Infiltration als auch die InfarktgroBe re-

duziert (vgl. Kapitel 1.5).
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144 Cyclophilin A und CD147 in der Pathophysiologie

inflammatorischer, maligner und infektioser Erkrankungen

Zusitzlich zu den bereits erwidhnten Funktionen kommt Cyclophilin und CD147 in zahl-
reichen weiteren Krankheitsprozessen eine Rolle zu.”

AuBer bei akuten ischdmischen Ereignissen spielen CyPA und CD147 auch bei einer zu-
grundeliegenden chronisch-entziindlichen Atherosklerose eine elementare Rolle.”**!!*!142
So wird die Expression beider Proteine in der Differenzierung von Schaumzellen deut-

142

lich gesteigert. Dadurch werden CD147-abhidngig Metalloproteinasen induziert. ** Diese

wiederum begiinstigen die Erosion und die Ruptur einer atherosklerotischen

114,146

Plaque, welche hiufig Ausloser eines Myokardinfarktes ist.”

Nachdem EMMPRIN zuerst mithilfe von Krebszellen entdeckt wurde, ist inzwischen
bekannt, dass viele Krebsarten eine Uberexpression von CD147, aber auch von CyPA
zeigen. Beide scheinen mit der Invasivitidt und Metastasierungsfahigkeit verbunden zu
sein o0 ILI4LI47

Dartiber hinaus ist CyPA in den Lebenszyklus vieler Viren eingebunden und reguliert
die Replikation von Influenza- und Hepatitis-C-Viren.'**'* Auch fiir die Integration von
HIV-DNA ins Wirtsgenom scheint CyP eine Rolle zu spielen,'” wobei eine Interaktion
von CyPA und CD147 sowie Heparanen den Eintritt von HIV-1 in die Wirtszelle regu-

hert 116,120,148

1.4.5 Intrazellulare Signalwege von Cyclophilin A/ CD147

Die von extrazellulirem CyPA und CD147 bewirkten Effekte in verschiedenen Zellarten
werden nicht von CD147 direkt vermittelt, sondern iiber intrazelluldre Signalkaskaden
fortgeleitet.

Das Signalling kann abhingig von der Zellart die Aktivierung von PI3K, MAP-Kinasen
(ERK1/2, INK, p38), IKK und NF«B bewirken,”*¢76%106. LTI Yergchiedene Zell-
reihen reagieren dabei iiber unterschiedliche, oft redundante Signalwege auf extrazellu-
lares CyPA: Die MMP-9-Induktion durch CD147 wurde in verschiedenen Studien als
abhingig von der ERK- und JNK-Aktivierung beschrieben, sie schien jedoch unab-
hingig von p38 zu sein.””'* An anderer Stelle aber zeigte sich die MMP-Induktion bei
Fibroblasten zumindest teilweise iiber MAPK-p38-Signalwege reguliert.'"! In Monozy-
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ten scheint der IKK-Pathway an der MMP-9-Expression beteiligt zu sein.*
Trotz dieser Unterschiede in der intrazelluldren Signaliibertragung reagierten alle getes-
teten Zellen mit einer Aktivierung von NFkB,” sodass durch CyPA in jedem Fall ein

breiter Entziindungsprozess angestoBen wird.*

1.4.5.1 Der Phosphoinositid-3-Kinase-Akt-Signalweg

Um therapeutisch an der CyPA-CD147-Interaktion angreifen zu konnen, ist eine ge-
nauere Kenntnis der Signalwege notwendig. In der vorliegenden Studie soll insbeson-
dere der bei der Ischdmie und Reperfusion wichtige Phosphoinositid-3-Kinase(PI3K)-

151-153

Akt-Signalweg in Bezug auf die Monozytenadhésion im Fokus stehen.

Die PI3K ist ein aus zwei Untereinheiten bestehendes Protein. Sie bewirkt {iber die
Phosphorylierung von membranédren Inositol-Lipiden und die nachfolgende Aktivierung
des Akt-Signalwegs vielfiltige Verinderungen von Metabolismus, Wachstum, Uberle-
ben und der Bewegung von Zellen."”*'* Es ist eine Unterteilung in mehrere Klassen
moglich, deren Expression sich gegenseitig beeinflusst und ein komplexes Zusammen-
spiel untereinander vermuten ldsst.'*

Generell wird der PI3K-Pathway als antiapoptotisch und entziindungsbegrenzend ange-
sehen. Jedoch wurden die Subklassen PI3K-y und -9 als proinflammatorisch charakteri-
siert."”*" Von hiamatopoetischen Zellen werden vorherrschend diese beiden Formen ex-
primiert. Aus Versuchen mit Knock-out-Méusen ist bekannt, dass beide eine tragende
Rolle in der Immunantwort auf Infekte spielen."’

Bei reperfundierten Herzinfarkten l4sst sich durch Inhibition von PI3K-y und -6 die In-
farktgroBe vermindern und die Herzfunktion verbessern."” Auch die Inhibierung von
PI3K-y alleine fiihrt zu einem giinstigeren Remodelling.'”!

Allerdings bedarf die Rolle in der Leukozyten-Chemotaxis weiterer Beachtung: So hat
die Hemmung von PI3K-y und -6 keinen Einfluss auf die inflammatorischen Infiltrate,
wenn die Inhibitoren erst nach der Reperfusion verabreicht werden.'>* PI3K-y-defiziente
Maiuse hingegen zeigen eine stark beeintrdchtigte Rekrutierung von Neutrophilen und
Monozyten auf verschiedene Chemokine hin.'** Auch die unselektive Inhibition aller
PI3K-Isoformen vermindert die Adhdsion von Neutrophilen an aktiviertem Endothel

und reduziert die Invasion in postischdmisches Myokard."”* Dem Einfluss der PI3K auf
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die Leukozytenmigration scheint daher ein komplexes zeitliches Zusammenspiel der

verschiedenen PI3K-Subklassen zugrunde zu liegen.

Es ist bekannt, dass die CD147-induzierte VEGF-Produktion von der Aktivierung der
PI3K abhingt.'”” In unserer Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass ebenso die
CyPA-induzierte Migration von Monozyten iiber den PI3K-Akt-Signalweg vermittelt

wird.%

In der vorliegenden Arbeit wurden zur Inhibition der PI3K Wortmannin und Ly294002
verwendet. Wortmannin ist als irreversible Inhibitor aller PI3K-Isoformen charakteri-
siert, wohingegen Ly294002 lediglich PI3K-B und -3 reversibel hemmt.'** Beide Inhibi-

toren reduzieren die Phosphorylierung von Akt.'®

1.5 Neue Therapieanséidtze zur Beeinflussung der patho-

physiologischen Vorgange bei Myokardinfarkt

Inzwischen ist die koronare Reperfusion als wichtigste therapeutische MaBnahme bei ei-
nem Myokardinfarkt etabliert. Allerdings besteht die Bestrebung, das Ausmal3 des ge-
schiadigten Myokards weiter zu verringern.

Da das biologische Verstindnis von Entziindungen erahnen lisst, dass die inflammatori-
sche Reaktion weiteres Gewebe schidigen kann,® wurde bereits vor 30 Jahren versucht,
durch Kortikosteroide den Krankheitsverlauf gilinstig zu beeinflussen. Nachdem bei
Hunden positive Effekte zu beobachten waren,'®' zeigten jedoch klinische Versuche mit
Prednisolon erniichternde Ergebnisse. Einige der Patienten entwickelten unter dieser
Therapie Aneurysmen und Rupturen der Ventrikelwand, sodass man die Notwendigkeit
einer addquaten Inflammation im Sinne einer Reparaturantwort erkannte.®'> Es wird da-
her das Ziel verfolgt, differenzierter in den entziindlichen Gewebeumbau nach einem

Herzinfarkt einzugreifen.

Ein Ansatzpunkt ist hierbei die Verwendung von CsA als Komplexbildner fiir CyPA. Bei
Schweinen'® und in einer Pilotstudie an Patienten'® kann dabei eine Verringerung von
InfarktgroBe und Infarktkomplikationen festgestellt werden. Dennoch ist CsA in vivo

kein idealer Kandidat fiir eine CyPA-Inhibition, da die begleitende Immunsuppression
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schwere Folgen haben kann.” Bei Miusen zeigt auch das nicht-immunsuppressive CsA-
Derivat NIM811 eine hemmende Wirkung auf die Infiltration von Makrophagen und T-
Zellen."®

Fiir eine gezieltere Therapie gilt es aulerdem aufzukldren, liber welchen Mechanismus
CsA seine positive Wirkung beim Herzinfarkt entfaltet. Piot et al. gehen in ihrer klini-
schen Studie davon aus, dass die Interaktion von CsA mit Cyclophilin D eine Reduktion
des Reperfusionsschadens bewirkt, indem die Offnung der mPTP gehemmt wird.'**
Allerdings bewirkt auch die Hemmung von MMPs ein geringere Infarktgroe sowie
eine bessere Herzfunktion®"'*** (vgl. Kapitel 1.1.3.2, Umstrukturierung des geschidig-
ten Gewebes durch Matrix-Metalloproteinasen). Somit ist auch vorstellbar, dass die
Blockade von CyPA nicht nur durch Hemmung der mPTP-Offnung, sondern auch durch
eine Abschwéchung der Leukozyteninvasion und der MMP-Expression zu dem beob-
achteten Effekt der CsA-Therapie beitragt.

Aus dieser Uberlegung heraus wurde die Rolle von CyPA und seinem Rezeptor EMM-
PRIN am murinen Herzinfarkt-Modell untersucht. Die Blockade der CyPA-CD147-
Interaktion minderte dabei nicht nur die Infiltration von monozytiren Zellen und
Neutrophilen, sondern auch die InfarktgroBe. Zudem verbesserte sich die Herzfunktion
nach einem Myokardinfarkt. Der Effekt einer CyPA-Defizienz und der Behandlung mit
anti-CD147-Antikorper war dabei etwa gleich groB.* Wird kombiniert an CyPA und
CD147 angegriffen, fillt der hemmende Effekt auf die Leukozytenmigration kaum stér-
ker aus als bei alleiniger Blockade eines der Partner. Daher wirken CyP und CD147 bei
Entziindungsprozessen vermutlich iiber denselben Signalweg.*”*® CD147 scheint dabei
als Adhisionsmolekiil also kaum eine Rolle zu spielen.™

Inwiefern durch pharmakologische Beeinflussung von extrazellulirem CyPA die Entste-
hung eines Ischdmie-/Reperfusionsschadens beeinflusst werden kann, soll daher in die-

ser Arbeit untersucht werden.

1.6 Fragestellung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist, zu beleuchten, welche Mechanismen bei der
CyPA-CD147-Interaktion tragen. Insbesondere soll hierbei der Fokus auf die Rolle der
Monozyten gelegt werden. Es soll untersucht werden, ob eine pharmakologische Unter-

brechung der CyPA-CD147-Interaktion therapeutisch genutzt werden kann, um Ausmaf
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und Komplikationen von Myokardinfarkten zu begrenzen.

Hierzu waren in unserer Arbeitsgruppe bereits vielversprechende Versuche an Méausen
durchgefiihrt worden, welche CyPA- oder CD147-Defizienzen aufwiesen. Auch vorab
mit Anti-CD147-Antikdrper behandelte Tiere zeigten positive Ergebnisse.®

In dieser Studie soll nun in vivo untersucht werden, ob die beobachteten giinstigen Ef-
fekte auch dann erzielt werden, wenn die Applikation des Anti-CD147-Antikorpers erst
nach dem Verschluss des Koronargefdfes erfolgt. Dieses Szenario entspricht einer spé-
teren klinischen Anwendung, bei der Patienten erst einer Therapie zuginglich sind,
nachdem der Infarkt bereits eingetreten ist.

Dazu wurde nach 24 Stunden die Zahl infiltrierender Zellen bestimmt. In Zusammenar-
beit mit Frau Dr. Ochmann wurde aullerdem die Infarktgro3e nach einem und 28 Tagen

ermittelt. Dariiber hinaus wurde die entstandene myokardiale Fibroseflidche beurteilt.

Die Hypothese der vorliegenden Arbeit besagt, dass eine Inhibition des CyPA-CD147-
Systems giinstige Effekte auf das Remodelling nach myokardialer Ischdmie/Reperfusion
hat, die durch eine Hemmung der Monozyteninvasion mitbedingt sind (Abb. 1.4).
Schliisselmechanismen fiir die myokardiale Monozytenrekrutierung sind dabei die
Adhision, die Extravasation und die Migration. Daher wurde in vitro insbesondere die
Bedeutung von extrazelluldrem CyPA fiir die Adhédsion stromender monozytirer Zellen
untersucht. Zusitzlich wurden die beteiligten intrazelluldren Signalwege ndher beleuch-

tet.

Die so gewonnenen Erkenntnisse konnen zu einem besseren Verstindnis der pos-
tischimischen Myokardinflammation beitragen. Uber eine genauere Kenntnis der patho-
physiologischen Vorgédnge kann es moglich werden, gezielte und effektivere Therapien
des Myokardinfarkts zu entwickeln. Moglicherweise kann dadurch zukiinftig die myo-
kardiale Schiadigung durch einen Herzinfarkt stirker verringert werden als dies heute

moglich ist.
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Abb. 1.4: Schematische Darstellung der Hypothese dieser Studie

Durch eine Myokardischdmie wird der Anstieg von CyPA und CD147 ausgeldst, welcher zum
Rollen und zur Adhision von Monozyten am Endothel fiihrt. Nachdem die Monozyten in das ge-
schidigte Myokard eingewandert sind, unterhalten sie dort die Entziindungsreaktion. Dariiber hin-
aus wird durch die Expression von MMPs ein Gewebeumbau bewirkt, der zur Narbenbildung
fiihrt.

CyPA: Cyclophilin A; MMPs: Matrix-Metalloproteinasen
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2. Material und Methoden

2.1 Material

211 Gerate und Software

Brutschrank CO; Incubator MCO-18AIC, Sanyo Elec-
tric Co. Ltd. Moriguchi, Japan

Digitalkamera Sony Cybershot DSC-W40

Flusskammer FCS 1C, Provitro GmbH, Berlin

Histologie-Software

NIS-Elements Basic Reasearch 2.10

(Build 217), Nikon GmbH, Deutschland

Mikroskop (Flusskammer)

Axiovert 200, Carl Zeiss AG, Oberkochen

Mikroskop (Histologie)

Optiphot-2, Nikon GmbH, Deutschland

Mikrotom

2045 Multicut, Leica, Wetzlar

Perfusor

Perfusor fm, Braun, Melsungen

Pipetten (0,5-10ul; 10-100ul; 100-1000p1)

Eppendorf research, Eppendorf AG, Ham-
burg

Pipettierhilfe

accu-jet pro, Brand, Wertheim

Statistik-Software

SPSS Statistics Premium 21, IBM, Ehnin-

gen

Sterilbank, Klasse 11

Herasafe 18, HS 18, Thermo Electron Cor-

poration, Langensebold

Video-DVD-Recorder

VDR-3000, Datavideo Technologies, Ut-
recht, NL

Videokamera FK-6990-1Q-S, Pieper, Schwerte

VLC media player VLC 2.0, www.videolan.org

Zentrifuge Heraeus Multifuge 3S+, Thermo Scienti-
fic, Osterode

Zentrifuge Heraeus Multifuge 1S, Thermo Scientific,

Osterode

Bei allen Versuchen war der Brutschrank auf 37°C mit angefeuchteter Luft und 5% CO»

eingestellt.
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2.1.2

Maushaltung und Operation

2,3,5-Triphenyltetrazolium-Cholrid-
Losung (TTC), 1%

Sigma-Aldrich, Steinheim

Atipamezol Antisedan, Pfizer GmbH, Karlsruhe

Augensalbe Bepanthen, Bayer Vital, Leverkusen

Buprenorphin Temgesic, ESSEX PHARMA GmbH,
Miinchen

Einstreu, Espenholz, entkeimt und ent-

ABEDD — LAB & VET Service GmbH,

staubt Wien, Osterreich

Evans Blue, 0,5% Sigma-Aldrich, Steinheim

Faden 6-0, 7-0 Prolene, Ethicon, Norderstedt

Faden 6-0 Perma Hand Seide, schwarz, Ethicon,
Norderstedt

Faden 8-0, 6-0 Vicryl, Ethicon, Norderstedt

Fentanyl Curamed pharma GmbH, Karlsruhe

Flumazenil Flumazenil Kabi, Fresenius Kabi Dtsch

GmbH, Bad Homburg

Formaldehyd, 4%

Fischar, Saarbriicken

Futter Provimi Kliba, Kaiseraugst, Schweiz
Isofluran Isoflo, Albrecht GmbH, Aulendorf
Medetomidin Domitor, Pfizer, Karlsruhe
Midazolam Midazolam, Ratiopharm, Ulm

Minivent Kolbenhubpumpe

MINIVENT Mouse Ventilator Typ 845,
Hugo Sachs, March-Hugstetten

NaCl-Losung, 0,9%

Fresenius Kabi GmbH, Bad Homburg

Polyethylenschlauch

AuBendurchmesser 0,61mm, Innendurch-
messer 0,28mm, Polyethylene Tubing,
SIMS trademarks, UK

Povidon-Jod-Losung

Braunol, B. Braun Melsungen AG, Mel-

sungen
Rippenspreizer fine science tools GmbH, Heidelberg
Saugtupfer Ethikeil, Ethicon, Norderstedt
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Stereomikroskop

Zeiss, Deutschland

Temperaturregler FHC Bowdoinham, ME 04008, USA

Tissue Tec Sakura Finetek Europe B.V., Zoeterwonde,
NL

Trachealtubus (Metall) AuBendruchmesesr 1,3mm, Linge 3,2cm,
Hugo Sachs, March-Hugstetten

Wirmematte 5x12,5¢cm , FHC Bowdoinham, USA

21.3 Verbrauchsmaterial

Dreiwegehahn Discofix ¢, Braun, Melsungen

6-Well-Platte

Falcon Multiwell 6 Well, Becton
Dickinson GmbH, Heidelberg

Deckgléschen, rechteckig

24x60mm, R. Langenbrinck, Emmendin-

gen

Deckglédschen, rund

Assistent No.1, @25mm, Glaswarenfabrik
Hecht, Sondheim/R6hn

Eppendorf-Cup (0,5ml; 1,5ml)

Eppendorf Tubes, Eppendorf AG, Ham-
burg

Falcon (15ml; 50ml)

Cellstar Tubes, Greiner Bio-One GmbH,

Frickenhausen

Kulturflasche (175cm?, 75cm?)

Cellstar, Greiner Bio-One GmbH, Fricken-

hausen

Neubauer-Einmalzihlkammer

Digital Bio C-Chip NI DHC-NOI, PE-
QLAB, Erlangen

Objekttriager

SuperFrost Plus Objekttriger, R. Langen-

brinck, Emmendingen

Perfusorspritze, 50ml

Original-Perfusor Syringe 50ml, Braun,

Melsungen

Pipettenspitze 10ul

Biozym Scientific GmbH, Hessisch Ol-
dendorf

Pipettenspitze 200-1000ul

ratiolab GmbH, Dreieich

Pipettenspitze 200ul

Sarstedt AG & Co., Numbrecht
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Stangenpipette (50ml; 25ml; 10ml; 5Sml; costar, corning Incorporated, Amsterdam,

2ml) NL
214 Reagenzien und Losungen
Aqua dest. Millipore Corporation, Billerica, USA

Cyclophilin A, human, rekombinant

R&D Systems GmbH, Wiesbaden

Eisessig

Merck KG, Darmstadt

Ethanol (99%)

SAV-Liquid Production GmbH, Flintsbach

Gelatine, steril, 2% in H,O

Sigma-Aldrich, Steinheim

Interferon-y, human (IFN-y)

PeproTech, Inc., Rocky Hill, USA

Ly294002 Calbiochem, Millipore Corporation, Bille-
rica, USA
MM284/6 nicht immunsuppressives CsA-Derivat,

freundlich zur Verfiigung gestellt von Prof.
Dr. G. Fischer, Max-Planck-Gesellschatft,
Halle

Dublecco's PBS, 1x, steril

PAA Laboratories GmbH, Pasching, Oster-

reich

Roti-Histol

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Roti Histokitt

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Tumor-Nekrose-Faktor a, human (TNF-a)

PeproTech EC, London, UK

Trypsin-EDTA

PAA Laboratories GmbH, Pasching, Oster-

reich

Wortmannin Calbiochem, Millipore Corporation, Bille-
rica, USA

21.5 Farbelosungen

Biebrich Scharlachrot Biebrich-Scharlachrot-Saurefuchsin-

Losung, Sigma-Aldrich, Steinheim

Eisenhdmatoxylin nach Weigert

Hématoxylinlosung A + B nach Weigert,
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Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Eosin G (1%) Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Héamalaun, sauer, nach Mayer Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Lichtgriin 5g Lichtgriin, Sigma-Aldrich, Steinheim

250ml Aqua dest.

2ml Eisessig

Phosphormolybdénsaure 10g Molybdatophosphosdure Hydrat,
Sigma-Aldrich, Steinheim
200ml Aqua dest.

Trypanblau, 0,4% GIBCO, Invitrogen AG, Carlsbad, USA

2.1.6 Zellkulturmedien

2.1.6.1 HUVEC-Medium

EndoPrime Base Medium PAA Laboratories GmbH, Pasching, Oster-
reich
Penicillin/Streptomycin (100x) PAA Laboratories GmbH, Pasching, Oster-
reich
Supplements EndoPrime Kit Supplements, PAA Labora-
25ml EndoPrime FBS tories GmbH, Pasching, Osterreich
Sml Supplements for Primary
Endothelial Cells
Iml EndoPrime EGF
Iml EndoPrime VEGF

2.1.6.2 MonoMac6-Medium

Fetal Bovine Serum (FBS) FBS Gold, PAA Laboratories GmbH, Pa-
sching, Osterreich

L-Glutamin 200nM (100x) GIBCO invitrogen

Na-Pyruvat 100nM PAA Laboratories GmbH, Pasching, Oster-
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reich

Non-Essential Amino Acids (NEAA) GIBCO MEN NEAA, Invitrogen AG,
Carlsbad, USA

Penicillin/Streptomycin (100x) PAA Laboratories GmbH, Pasching, Oster-
reich

RPMI 1640 Medium PAA Laboratories GmbH, Pasching, Oster-
reich

2.2 Versuch am Tier

Die Operation und Versorgung der Tiere wurde von Tierdrztinnen unseres Labors durch-

gefiihrt.

Die Versuchstiere waren méannliche Méuse der Linie C57BL/6J, die von der Charles Ri-
ver GmbH (Sulzfeld, Deutschland) bezogen wurden. Sie wogen ca. 25g und waren am

Tag der ersten Operation zwischen 7 und 12 Wochen alt.

Die Genehmigung dieser tierexperimentellen Studie erfolgte durch das Regierungsprési-

dium Tiibingen mit der Genehmigungsnummer M7/09.

221 Operation

Die Operation wurde wie bei Ochmann'® und Zach'®® beschrieben durchgefiihrt. Im

Folgenden wird das dort erlduterte Vorgehen zusammenfassend dargestellt.

Die Miuse erhielten eine intraperitoneal injizierte Kombinationsnarkose. Bestandteile
waren Medetomidin, ein a-2-Adrenorezeptorantagonist, in der Dosierung 0,5mg/kg KG
sowie das Benzodiazepin Midazolam in einer Dosierung von 5mg/kg KG und das Opio-

id Fentanyl in der Dosierung 0,05mg/kg KG.

Fiir die Operation wurde die ventrale Hals- und rechte Thoraxseite enthaart, gereinigt
und mit Povidon-Jod-Losung desinfiziert. Bis zur Tracheotomie erhielt die Maus durch
eine Atemmaske Sauerstoff. Uber eine Rektalsonde und eine Wirmematte wurde die
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Korpertemperatur konstant bei 37°C £1°C gehalten.

Die Operation erfolgte bei zwolffacher Vergroferung unter einem Stereomikroskop.

Zur Tracheotomie wurde die Haut auf Hohe des Larynx inzidiert, die Trachea eroffnet
und der Tubus eingefiihrt.
Die Beatmung erfolgte mit einem Sauerstofffluss von 0,81/min. Zur Aufrechterhaltung

der Narkose waren 0,7-1,5 Volumenprozent Isofluran zugesetzt.

Als Zugangsweg flir die Ligatur der LAD musste eine Thorakotomie durchgefiihrt wer-
den. Dies geschah, nachdem die Maus in Rechtsseitenlage fixiert worden war. Der
Hautschnitt wurde links thorakal, etwa im vierten Interkostalraum gesetzt. Die Muskeln
der Thoraxwand und der Interkostalriume wurden durchtrennt, die Pleura durch-
schnitten und ein Rippenspreizer eingesetzt. Das Perikard wurde anschliefend so ge-

fenstert, dass ein offener Zugang zur linken Herzhilfte bestand.

Die LAD wurde an der Facies auricularis mit einem Faden unterstochen, aus dem eine
Schlaufe gebildet wurde. Diese wurde festgezogen und die Arterie so abgebunden.

Dass die Arterie erfolgreich verschlossen war, war daran zu erkennen, dass die LAD
distal der Ligatur nicht mehr zu sehen war. Als weitere Zeichen fiir eine effektive Ok-
klusion waren gelegentlich ischdmiebedingte Tachykardien oder Arrhythmien bis zum
Kammerflimmern sichtbar.

Die Ligatur erfolgte fiir 30min. In dieser Zeit wurde der Rippenspreizer geschlossen, um
Austrocknung zu vermeiden. Alle fiinf Minuten wurde die Wunde gespreizt und der kor-
rekte Sitz der Ligatur kontrolliert.

10min bevor die Schlaufe gelost wurde, erhielten die Méuse eine intraperitoneale Injek-
tion mit 1pg/g KG des anti-CD147-Antikorper bzw. der unspezifischen IgG-Antikorper
(Kontrollgruppe). Nach genau 30min wurde der Faden geldst, sodass die Reperfusion
des GefiBes distal der Ligatur deutlich zu sehen war.

Der Faden verblieb im Herzgewebe. So war es moglich, vor der Euthanasie den Gefal3-
verschluss an exakt derselben Stelle erneut zu erzeugen, um das Gebiet zu markieren,

welches von der Minderversorgung betroffen gewesen war.
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Beim VerschlieBen des Operationsgebiets wurde die Inzision zwischen den Rippen mit
Einzelheften verniht. Fiir Muskelschichten und die Faszie wurde eine fortlaufende Naht
verwendet und die Haut mit Einzelknopfnihten verschlossen.

Wenige Minuten vor der Extubation wurde zur Narkoseausleitung der Isoflurangehalt
der Ventilationsluft gesenkt und schlielich abgesetzt, nachdem die Haut der Thorax-
wunde geschlossen war. Die Sauerstoffzufuhr wurde dann erhdht.

Der Trachealtubus wurde entfernt und liber die Atemmaske Sauerstoff verabreicht, bis
das Tier vollig aus der Narkose erwacht war. Bei Spontanatmung wurde die Tracheoto-
miewunde verschlossen und die Narkose antagonisiert. Dazu wurden Atipamezol in ei-
ner Dosierung von 2,5mg/kg KG und 0,5mg/kg KG Flumazenil verwendet. Buprenor-
phin zur postoperativen Schmerzstillung war bereits 30min vor Operationsende verab-

reicht worden. Es wurden 0,1mg/kg KG subkutan appliziert.

2.2.2 Postoperative Behandlung

Nach dem vollstindigen Erwachen aus der Narkose wurde die Maus einzeln in einen
Kifig gesetzt. Mit einer Rotlichtlampe wurde das Tier postoperativ vor einer Auskiih-
lung bewahrt.

Sechs und 18 Stunden nach der Operation erfolgten eine zweite und dritte intraperito-
neale Injektion des anti-CD147-Antikdrpers bzw. der IgG-Isotypkontrolle, jeweils in der
Dosierung 1pug/g KG.

Acht Stunden nach der Operation erhielt das Tier erneut subkutan Buprenorphin in der

Dosierung 0,1mg/kg KG.

Die Versuchstiere, bei denen die Euthanasie nach 28 Tagen erfolgte, bekamen postope-
rativ eine Woche lang tdglich eine weitere Injektion des Antikorpers bzw. der Isotyp-

kontrolle.

223 Euthanasie und Farbung der Herzen

Nach 24 Stunden bzw. 28 Tagen wurde die Maus wieder wie oben beschrieben anésthe-
siert, intubiert und beatmet. Die Isofluranzufuhr betrug 2,5 Volumenprozent.
Kaudal des Proceccsus xiphoideus wurde die Haut auf der gesamten Korperbreite quer

zur Korperachse inzidiert. Das Peritoneum wurde groBflachig eréffnet und das Zwerch-
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fell perforiert. Zudem wurden in einer Hemithorakotomie die mukuloskelettalen Struk-
turen durchtrennt.

Mit den noch in situ verbliebenen Ligaturfaden wurde die Okklusion erneut gesetzt und
0,5ml Evans Blue in den schlagenden linken Ventrikel gespritzt. Durch den Farbstoff
wird das vom Blut perfundierte Gewebe blau angeférbt.

SchlieBlich wurde durch eine Injektion von 0,3ml 1M Kaliumchlorid-Lésung in den lin-
ken Ventrikel ein Herzstillstand erreicht.

Das Herz wurde entnommen, mit NaCl-Ldsung gereinigt, trocken getupft und mit Tis-
sue Tec bedeckt. Das Herz wurde so fiir 30min bei -20°C tiefgefroren, um es prizise
schneiden zu konnen. Das Herz wurde dann mit einem Einmalskalpell senkrecht zur
Lingsachse in fiinf ca. 1mm breite Querscheiben geteilt.

Mit einer NaCl-Spiilung wurde das Tissue Tec entfernt und die Herzscheiben anschlie-
Bend unter Lichtabschluss fiir zehn Minuten in 1% 2,3,5-Triphenyltetrazolium-Chlorid-
Losung (TTC) bei 37°C gefarbt. TTC wird in vitalem Gewebe in einen roten Farbstoff
umgewandelt, sodass eine rote Farbe lebende Zellen anzeigt.

Vor der Weiterverarbeitung wurden die Herzscheiben neben einer Millimeterskala von

beiden Seiten mit einer Digitalkamera fotografiert.

2.24 Konservieren der Herzen

Das explantierte, geschnittene und mit Evans Blue sowie TTC gefdrbte Herz wurde in
4% Formaldehydldsung fixiert. Fiir die Herstellung von histologischen Schnitten wur-

den die Herzen in Paraffin eingebettet.

2.3 Auswertung der InfarktgréfBe

Die Auswertung der Infarktgrofle erfolgte an den fotografierten Herzscheiben mit der
Software NIS Elements. Es wurden diejenigen Bilder verwendet, welche die distal der
LAD-Ligatur gelegenen Bereiche des linken Ventrikels zeigten. Darauf stellte sich das
von der Minderperfusion betroffene Myokard dar. Auf den Fotografien wurden folgende
Gebiete ausgemessen:
1. Area not at Risk: blau gefarbtes Gewebe, das wihrend der Ligatur keiner Min-
derperfusion ausgesetzt war. Es konnte folglich eine Blaufdarbung durch Evans

Blue erfolgen.
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2. Area at Risk (Ischdmiegebiet): rot gefarbtes, reversibel geschidigtes Gewebe,
das wéhrend der Ligatur nicht perfundiert wurde. Eine Blaufdarbung blieb aus.
Trotz Ischdmie finden sich hier vitale Zellen, die TTC in den roten Farbstoff um-
wandeln konnten.

3. Infarktareal: weilles, irreversibel geschidigtes Herzmuskelgewebe. Von der Min-
derperfusion betroffenes Gebiet, in dem die abgestorbenen Zellen TTC nicht

umwandeln konnten.

Aus den gemessenen Werten wurde fiir jedes Foto die relative Infarktfliche, bezogen

auf die Area at Risk, bestimmt: relative Infarktfliche= Infarkﬂ
Area at Risk

2.4 Histologie

241 Herstellung der Objekttrager

Mit dem Mikrotom wurden 4pum dicke Schnitte von denjenigen Paraffinblocken ange-
fertigt, welche Herzteile mit Gebieten der Area at Risk enthielten.

Um bessere Schnittbedingungen zu erhalten, wurden die Paraffinblocke vor dem
Schneiden sowie zwischendurch auf -20°C gekiihlt. Je drei aufeinanderfolgende Schnit-
te wurden auf einen Objekttridger aufgenommen.

Die Objekttrager wurden anschlieBend in ein erwdrmtes Wasserbad getaucht, um die
diinnen Paraffinscheiben faltenfrei an den Objekttridger zu binden. Danach wurden die

Préparate fiir mindestens 24h bei Raumtemperatur getrocknet.

24.2 HE-Farbung

In der vorliegenden Arbeit wurde die Himatoxylin-Eosin-(HE-)Firbung als Ubersichts-
farbung verwendet und um fiir die Zellzdhlung alle Zellkerne deutlich anzuférben.
Hémalaun férbt selektiv die basophilen Zellkerne blau; Eosin farbt Zytoplasma und
Kollagen rot.

Vor der eigentlichen Farbung wurden die Schnitte entparaffiniert, indem die Objekttra-
ger zweimal fiir 10min in Roti-Histol getaucht wurden. Um das Prédparat den Farbelo-
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sungen zuginglich zu machen, wurde es dann in einer absteigenden Alkoholreihe bis
70% Ethanol und anschlieSend in Wasser tiberfiihrt.

Zum Firben wurden die Objekttriger Smin in Hdmalaunlosung nach Mayer inkubiert
und danach 15min in lauwarmem, flieBendem Wasser gebliut.

Es erfolgte dann fiir Imin die Gegenfarbung in 1% Eosin, welches zuvor mit einem
Tropfen Eisessig versetzt wurde. Nach Waschen in Aqua dest. wurden die Objekttrager
iiber eine aufsteigende Alkoholreihe bis 100% Ethanol in Roti-Histol {iberfiihrt.

AnschlieBend wurden die Préparate mit Histokitt und einem Deckglidschen eingedeckelt.

243 Kollagen-Farbung nach Masson-Goldner

Die Masson-Goldner-Trichrom-Farbung dient dem Anfarben von Bindegewebe, insbe-
sondere Kollagen.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Trichrom-Farbung verwendet, um fibrotisches
Narbengewebe abzugrenzen und um frisches Infarktgewebe von Bindegewebe zu unter-
scheiden.

Bei dieser Farbung werden Zellkerne schwarz, Muskeln und Zytoplasma rot, Binde-

gewebe griin geférbt.

Die Objekttrager wurden zunédchst wie unter 2.4.2 fiir die HE-Féarbung beschrieben bis
70% Ethanol entparaffiniert.

Nachdem die Schnitte zur Farbung der Zellkerne fiir Smin in Hdmatoxylin nach Weigert
gefarbt und 1min in Aqua dest. gespiilt worden waren, wurden sie flir Smin in lauwar-
mem, flieBendem Wasser geblaut.

AnschlieBend erfolgte ein Firbeschritt fiir 10min in Bieberich-Scharlachrot, wonach
Imin in Aqua dest. gespiilt wurde. Im nichsten Schritt wurden die Objekttriger fiir
10min in Phosphormolybdénsédure inkubiert und 1min in Aqua dest. gespiilt. Die letzte
Féarbung wurde fiir 1-2min in Lichtgriin durchgefiihrt. Danach wurde 1min in Aqua dest.
gesplilt und fiir Imin in 1% Essigsdure ausgewaschen.

Uber eine aufsteigende Alkoholreihe bis 100% Ethanol wurden die Priiparate in Roti-
Histol iiberfiihrt. Die Schnitte wurden mit Histokitt und Deckgldschen konserviert.
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244 Auswertung der Zelldichte im Infarktgebiet

Betrachtet wurden in der HE-Firbung die Randgebiete des Infarktgewebes 24 Stunden
nach Ischdmie/Reperfusion. In den untersuchten Arealen finden sich die Immunzellen,
die aus dem Blutkreislauf ins Entziindungsgebiet migrieren.

Es wurden alle HE-gefarbten Schnitte begutachtet und diejenigen zur Auswertung aus-
gewdhlt, auf denen im Randgebiet des Infarkts eine deutlich hohere Zelldichte vorhan-
den war als im umgebenden gesunden Myokard. Auf diese Weise wurden die Objekttra-
ger ausgewdhlt, auf denen entziindliches Infiltrat vorhanden war.

Wurde auf den Schnitten eines Herzstiicks kein Infarktgebiet gefunden, so wurden
nochmals weitere Schnitte aus diesem Paraffinblock angefertigt und gefarbt, um ggf.
tiefer liegende Infarktareale zu sehen.

Am Mikroskop wurden auf den ausgewéhlten Schnitten digitale Aufnahmen von den
Grenzgebieten mit Infiltrat erstellt. Am PC wurden darauf Flachen von ca. 27.000 um?

markiert und die darin enthaltene Anzahl von Zellen gezéhlt.

245 Auswertung der myokardialen Fibroseflache

Untersucht wurden die Herzen der 28 Tage nach Ischdmie/Reperfusion getteten Méause.
Es wurden in HE-gefarbten Schnitten zundchst die grofite Ausdehnung der myokardia-
len Fibrose im jeweiligen Herzstlick gesucht. Anschlieend wurde eine Masson-Gold-
ner-Trichromfarbung von Schnitten dieser Stelle angefertigt, um so das fibrotisch um-
gewandelte Areal deutlich vom Myokard abgrenzen zu konnen.

Auf diese Weise wurde die Fliache der kollagenreichen Fibrose bestimmt. Zur Auswer-
tung wurde diese Fibrosefliche in Relation zur Gesamtfliche des jeweiligen Schnittes

gesetzt.

2.5 Zellkultur

2.51 Kultur der monozytaren Zelllinie MonoMac6

Um eine Beeintrachtigung durch den aufwiéndigen Isolations- und Verarbeitungsprozess
von Spender-Monozyten zu vermeiden, wurde in den vorliegenden Versuchen auf die

MonoMac6-Zelllinie als Monozyten-Modell zuriickgegriften.
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Diese Zelllinie wurde 1985 von Ziegler-Heitbrock et al. aus dem Blut eines Patienten
mit Monoblasten-Leukdmie isoliert. Die Zellen zeigen eine typische monozytire Mor-
phologie und bereits ohne induzierte Differenzierung phagozytische Aktivitit gegen an-
tikdrperbesetzte Erythrozyten. Sie exprimieren Oberflichenmarker, die nur fiir reife
Monozyten charakteristisch sind. Dies macht sie anderen monozytiren Zelllinien wie

THP-1 oder U937 iiberlegen, die unreifere Monozyten zu sein scheinen'?’.

Fiir die Kultur von MonoMac6-Zellen wurde ein Medium hergestellt, das sich zu-
sammensetzt aus
500ml RPMI 1640 Medium
50ml FCS
9ml NEAA
Sml Penicillin/Streptomycin
Sml L-Glutamin

5ml Natrium-Pyruvat.

Die Zellen wurden in Konzentrationen von 0,3-1,0 Mio/ml in Kulturflaschen ausgesét.
Sie verhalten sich semiadhirent und haften dem Boden der Kulturflasche lose an.'®®

Abhéngig von der Konzentration wurden die Zellen alle 2-4 Tage gesplittet, wenn am
Boden der Kulturflasche ein dichter Zellrasen und im Uberstand eine gréBere Anzahl

von frei schwimmenden Zellen zu sehen war.

Zum Passagieren wurde die Kultur zuerst unter dem Mikroskop begutachtet und auf
Zellkonglomerate hin untersucht, welche Hinweis auf eine Aktivierung der MonoMac6-
Zellen oder eine LPS-Kontamination sein kdnnen.

Sodann wurden die Zellen mit einer 20ml-Stangenpipette aus der Kulturflasche entnom-
men und in 50ml-Falcons iiberfiihrt. Die Kulturflasche wurde mindestens zweimal mit
je 10ml PBS gespiilt und die adhédrenten Zellen dabei sanft vom Flaschenboden abge-
16st, sodass nur noch wenige stark adhérente Zellen zuriickblieben.

Bei Raumtemperatur wurden die Falcons fiir Smin bei 1.200rpm mit Bremse zentrifu-
giert.

Die dabei entstandenen Uberstiinde wurden abgesaugt und die Pellets in ca. 10ml Medi-
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um mit einer 20ml-Stangenpipette vorsichtig resuspendiert. Von der Zellsuspension
wurden 10ul entnommen, die dann mit 10ul Trypanblau gemischt wurden. Trypanblau
dringt durch die Membran abgestorbener Zellen ein und férbt diese blau, wodurch es
moglich wird, vitale von avitalen Zellen zu unterscheiden.

In einer Neubauer-Zahlkammer wurde die Konzentration der vitalen MonoMac6-Zellen

in der Suspension bestimmt.

Die Zellsuspension wurde nun so auf neue Kulturflaschen aufgeteilt und mit Medium
aufgefiillt, dass eine Konzentration von 0,3-1,0 Mio/ml entstand. Die angesetzte Kon-
zentration richtete sich v.a. nach dem beabsichtigten Verwendungszeitpunkt. Richtwert
war dabei das Verhéltnis von 8 Mio MonoMac6-Zellen in 27ml Medium bei Verwen-
dung am iibernédchsten Tag.

Gelagert wurden die Kulturflaschen liegend im Brutschrank bei 37°C und 5% CO..

2.5.2 Kultur von Humanen Nabelvenen-Endothelzellen
(HUVEC)

Human umbilical vein endothelial cells (HUVEC) sind primére Zellen, die sich unter
Kulturbedingungen teilen, kryokonserviert werden konnen und ihre endothelialen Ei-

genschaften tiber mehrere Passagen behalten.

Fiir die Kultur von HUVEC wurde ein Medium zusammengestellt, das sich zusammen-
setzt aus
500ml EndoPrime Base Medium
EndoPrime Supplement Kit

Sml Penicillin/Streptomycin

Die Zellen wachsen adhérent auf dem Boden einer mit Gelatine beschichteten Kultur-
flasche. Sie wurden regelmaBig unter dem Mikroskop kontrolliert und passagiert, wenn
die Zellen konfluent waren. Zeigte das Medium bereits vorher einen deutlichen Um-
schlag ins Gelbe, wurde neues Medium zugegeben bis die Zellen konfluent waren.

Fiir den Flusskammerversuch wurden HUVEC der Passagen 5-7 verwendet, da die Zel-

len in hoheren Passagen ihre endothelialen Eigenschaften einbiif3en.
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Zur Passagierung wurde aus den Kulturflaschen mit den am Boden konfluenten HU-
VEC mit einer Stangenpipette das verbrauchte Medium entnommen. Es wurden 10ml
PBS iiber den Rand der Flasche zugegeben und durch leichtes Schwenken zum Wa-
schen tiber die Zellen gespiilt. AnschlieBend wurde das PBS abpipettiert.

Um die HUVEC vom Boden abzulésen, wurden 4ml Trypsin gleichméBig {iber den
Zellrasen verteilt. Um das Temperaturoptimum des Enzyms und dadurch ein besseres
Ergebnis zu erreichen, wurde der Ansatz fiir 2min im Brutschrank inkubiert. Damit eine
Schédigung der Zellen durch eine zu lange Einwirkzeit der Protease Trypsin vermieden
wird, wurden nach max. 2min die noch adhdrenten Zellen unter mikroskopischer
Kontrolle durch Klopfen vom Boden abgelost.

Die Trypsin-Reaktion wurde durch Zugabe von Sml HUVEC-Medium gestoppt. Mit ei-
ner Stangenpipette wurde die Suspension abgeldster Zellen in ein 50ml-Falcon trans-
feriert und die Kulturflasche mit PBS nachgespiilt, um verbliebene HUVEC zu
sammeln.

Die Suspension wurde bei Raumtemperatur mit Bremse fiir Smin bei 1200rpm zentrifu-
giert.

Der Uberstand wurde abgenommen und verworfen, das entstandene Zellpellet in ca.
3ml Medium mit einer 10ml-Stangenpipette resuspendiert.

Von dieser Suspension wurde, mit Trypanblau in einer Neubauer-Zihlkammer die Zell-
konzentration bestimmt.

Es wurden je ca. 3 Mio HUVEC in eine vorbereitete grofle Kulturflasche verbracht und
27ml Medium zugegeben.

Die Kulturflaschen waren zuvor mit Gelatine beschichtet worden, indem 6ml 0,2% Ge-
latine deckend auf den Boden von grofen Kulturflaschen aufgetragen worden waren.
Nach mind. 10min im Brutschrank war dann mit einer Stangenpipette die fliissige Gela-

tine entfernt worden.

2.6 Flusskammer

Im Flusskammerversuch werden arterielle Stromungsbedingungen in vitro nachgestellt,
um die Interaktionen von Blutzellen mit dem Endothel untersuchen zu kénnen.

Dafiir wird eine Suspension mit definierter Zellkonzentration {iber ein mit HUVEC be-
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schichtetes Deckglas gepumpt, sodass Scherraten entstehen, die den Bedingungen in Ar-
terien entsprechen. Dieser simulierte Blutfluss wird durch ein Mikroskop beobachtet

und mittels einer Kamera zur spéteren Analyse aufgezeichnet.

Alle Schritte in der Vorbereitung wurden an einer Sterilbank Klasse 2 durchgefiihrt. So-
fern Mikroskop, Zentrifuge oder Brutschrank verwendet wurden, befanden sich die be-

arbeiteten Objekte und Zellen dabei in einem abgeschlossenen Gefal3.

2.6.1 Vorbereitung der Deckglaschen

Fiir den Flusskammerversuch wurden runde Deckgldschen einlagig mit HUVEC be-

schichtet, um im Versuch das Endothel einer arteriellen Gefia3wand darzustellen.

Bevor die unsterilen Deckgldschen mit HUVEC beschichtet werden konnten, wurden
jene zur Desinfektion fiir mind. 1h mit 70% Ethanol bedeckt.

Danach wurde unter der Sterilbank je ein Deckglas in eine Vertiefung einer 6-Well-Plat-
te gelegt und mit Iml 0,2% Gelatine bedeckt. Nach mind. 10min im Brutschrank wurde

die fliissige Gelatine abpipettiert und verworfen.

Fiir das Beschichten der Deckgldaschen mit Endothelzellen wurden, wie unter 2.5.2
(Kultur von Humanen Nabelvenen-Endothelzellen (HUVEC)) beschrieben, HUVEC
mit PBS gewaschen, mit Trypsin aus der Kulturflasche geldst, zentrifugiert, resuspen-
diert und gezihlt.

Sollten die Deckglédschen am néichsten Tag verwendet werden, so wurden 0,5 Mio HU-
VEC auf jedes Deckglas pipettiert und das Well anschlieend mit Medium auf 2ml auf-
gefiillt. Wurde der Versuch erst am {liberndchsten Tag durchgefiihrt, so wurden 0,25 Mio
HUVEC pro Deckgléschen verwendet und das Well mit Medium auf 2ml aufgefiillt.

Die beschichteten Deckgldser wurden bis zum Versuchstag bei 37°C im Brutschrank in-

kubiert.

2.6.2 Inkubation und Aktivierung der Kulturzellen
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2.6.2.1 Vorbereitung der Humanen Nabelvenen-Endothelzellen (HUVEC)

Die HUVEC wurden mit IFN-y und TNF-a stimuliert, um das aktivierte Endothel eines
entziindlich verdnderten Gewebes zu simulieren, an dem die Monozyten bzw. Mono-

Mac6-Zellen rollen und adhérieren.

Die mit HUVEC beschichteten Deckgldschen wurden unter dem Mikroskop begutachtet
und nur Deckglédser mit konfluentem, gleichméBigem Zellrasen verwendet.

Zu den 2ml Medium, die jedes Well enthielt, wurden IFN-y und TNF-a zugegeben, so-
dass Konzentrationen von 20ng/ml IFN-y und 50ng/ml TNF-a entstanden.

Die HUVEC wurden fiir 4-6h im Brutschrank mit IFN-y und TNF-a inkubiert, bis sie

fir den Flusskammerversuch verwendet wurden.

2.6.2.2 Vorbereitung der MonoMac6-Zellen

Am Versuchtstag wurden die MonoMac6-Zellen aus den Kulturflaschen geldst und in
Perfusorspritzen aufgeteilt. In den Spritzen wurden sie je nach Versuchsansatz mit dem
Stimulans bzw. Inhibitor versetzt und im Brutschrank inkubiert.

Bei der Vorbereitung wurde besondere Sorgfalt darauf verwendet, die Zellen keinen
starken Scherkréften beim Pipettieren und Resuspendieren auszusetzen, um sie dadurch

nicht mechanisch zu stimulieren.

Wie unter 2.5.1 (Kultur der monozytéren Zelllinie MonoMac6) beschrieben, wurden in
einem ersten Schritt die MonoMac6-Zellen durch sanftes, mehrmaliges Spiilen mit PBS
und mikroskopischer Kontrolle der verbliebenen adhédrenten Zellen aus der Kultur-
flasche in 50ml-Falcons iiberfiihrt und zentrifugiert. Die entstandenen Pellets wurden in
MonoMac6-Medium mit einer 20ml-Stangenpipette vorsichtig resuspendiert und zu-
sammengefiihrt. Wie beschrieben wurden 10ul der Suspension mit Trypanblau ver-

mischt und gezdhlt, sodass die Konzentration der Suspension errechnet werden konnte.

Fiir alle Ansédtze wurde je eine 50ml-Perfusorspritze beschriftet und mit einem Dreiwe-
gehahn blockiert.
Fiir jeden Ansatz wurde anschlieBend die vorgesehene Anzahl an MonoMac6-Zellen in

die Spritze pipettiert und mit Medium auf das gewiinschte Volumen aufgefiillt. Den An-
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sdtzen der Inhibitor-Versuche wurde der jeweilige Inhibitor zugegeben, sodass die vor-
gegebene Inhibitor-Konzentration erreicht wurde. Die mit Stempel und Dreiwegehahn
verschlossenen Spritzen wurden zum Mischen geschwenkt und dann zur Inkubation fiir
15-20min in den Brutschrank gelegt.

SchlieBlich wurde CyPA den Inhibitor-Ansétzen sowie dem Ansatz der Positivkontrolle
zugesetzt, sodass eine CyPA-Konzentration von 100nM entstand.

Alle Ansidtze wurden mit Stempel und Dreiwegehahn verschlossen zur Inkubation fiir

2h in den Brutschrank gelegt.

Nach 2h wurden die Spritzen gedffnet und die passende Menge angewarmten Mediums
zu jedem Ansatz gegeben, sodass anschliefend eine MonoMac6-Konzentration von
200.000/ml vorlag. AnschlieBend wurde jeder Ansatz nochmals leicht mit einer 20ml-
Stangenpipette resuspendiert, um die Zellen abzulosen, die wiahrend der Inkubationszeit
am Rand der Spritze adhdrent geworden waren.

Mit Stempel und Dreiwegehahn verschlossen wurden die Spritzen zum Ruhen fiir ca.
10min zuriick in den Brutschrank gelegt, wihrend die Flusskammer eingerichtet wurde.
Wihrend der Versuche wurden etwa alle 20min sdmtliche Spritzen gedreht und bewegt,
um ein Sedimentieren und Adhérieren der Zellen an der Wand der Spritzen zu vermei-

den.
2.6.3 Durchfiihrung des Flusskammerversuchs

2.6.3.1 Aufbau, Anordnung

Der zentrale Bestandteil des Flusskammer-Versuchsaufbaus ist eine kreisrunde, flache
Plattform aus Glas. Mittels einer speziellen Gummiauflage wird auf dieser Plattform
eine Flussstrale gebahnt: Die Gummiauflage ist so ausgeschnitten, dass die durch eine
Einlassoffnung auf die Plattform stromende Zellsuspension in einer geraden Flussbahn
zur Auslassoffnung am anderen Ende der Plattform fliet (Abb. 2.1). Auf die Gummi-
auflage wurde das runde, mit HUVEC-Zellen beschichtete Deckgldaschen gelegt, sodass
die Endothelzellen Kontakt zur Flussstrale haben und diese begrenzen. Das Deckglas
wird mit einem Metallrahmen fixiert, der mit Krallen am Sockel der Glasplattform be-

festigt wird.
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Mit einem Perfusor wurde die Suspension mit MonoMac6-Zellen gleichférmig durch
die Flusskammer gepumpt. Die FlieBgeschwindigkeit wurde auf 15 ml/h eingestellt,so-
dass arterielle Flussverhéltnisse simuliert wurden.

Nachdem die Zellsuspension durch die Flusskammer geflossen war, wurde sie in einer

Petrischale gesammelt und ordnungsgemail entsorgt.

Fixierring TN
Deckglas mit HUVEC-Beschichtung

Gummiring mit Flussstrafe

Zufithrender Schlauch

Glasplattform mit Ein- und Auslass

Halterung mit Sichtfenster

Abb. 2.1: Versuchsaufbau der Flusskammer.
Modifiziert nach provitro.de

2.6.3.2 Ablauf der Versuchsreihe

Jede Perfusorspritze eines Ansatzes mit monozytdren Zellen war ausreichend fiir mehre-
re Versuchsdurchldufe.

Vor jedem Durchlauf wurde ein neues HUVEC-beschichtetes Deckgldschen in die
Flusskammer eingespannt. Es wurde dann mind. Iml der MonoMac6-Suspension als
Bolus durch das System gepumpt, um Luftblasen aus Schlduchen und Flusskammer zu

beseitigen.
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Die einzelnen Ansitze wurden abwechselnd verwendet, um Effekte durch unterschied-

lich lange Inkubations- oder Ruhezeiten zu minimieren.

2.6.3.3 Aufnahmemodus

Fiir den Versuch wurde die Flussstrale unter einem Mikroskop bei 20x-Vergro3erung
betrachtet und mit einer Schwarz-Weill-Kamera gefilmt. Es wurde auf die Ebene der
Endothelzellen fokussiert, um am Endothel rollende oder adhérierende Zellen deutlich
sehen zu konnen. Flusskammer und Kamera wurden so ausgerichtet, dass sich die Zel-
len horizontal durch das Bild bewegten. Die Videos wurden zur Auswertung im VCD-
Format auf einen CD-Rohling gespeichert.

Von jedem Durchlauf, d.h. von jedem HUVEC-beschichteten Deckgldschen, wurde
nach dem Entliiften eine Vorlaufzeit von 10min bei konstantem Fluss mit einer Video-
aufnahme dokumentiert.

AnschlieBend wurden mind. vier Aufnahmen von je 42s Liange an verschiedenen Stellen
der Flusskammer angefertigt. Diese Stellen mussten représentativ fiir den gesamten Ver-
suchsdurchlauf sein. Es wurde darauf geachtet, dass die aufgenommenen Areale mog-
lichst zentral in der Langsachse der Flussstra3e lagen und so geniigend Abstand von den
Ein- und Ausflussstellen bestand, um turbulente Stromungsbedingungen zu vermeiden.
Aus gleichem Grund wurden kleine Luftblasen, die in der Vorlaufzeit teilweise entstan-

den waren, weitrdumig ausgespart.

2.6.4 Auswertung der Flusskammer mit MonoMac6

Zur Auswertung der Flusskammerversuche wurden die Videoaufnahmen von 42s Linge
verwendet. Jede Aufnahme zeigte eine Flidche von 0,288 mm?.

Als ,,rollende Zellen* wurden diejenigen Zellen definiert, die deutlich langsamer als die
anderen Zellen flossen und nahe der Fokusebene der HUVEC lagen. Unscharf darge-
stellte Zellen konnten nicht wie gefordert am Endothel rollen.

Als ,,adhérierende Zellen* wurden diejenigen Zellen definiert, die wahrend der 42s einer
Aufnahme zu irgendeinem Zeitpunkt stationdr an der Endothelwand hafteten. Wurde
eine rollende Zelle adhdrent, so wurde sie nur als adhérierende Zelle gezihlt.

Die Aufnahmen wurden verblindet ausgezdhlt, sodass beim Zéhlen nicht bekannt war,

zu welchen Versuchsansatz die Aufnahme gehort.

-53- MATERIAL UND METHODEN



Zur statistischen Auswertung wurden alle Durchldufe eingeschlossen, bei denen ein ho-
mogenes Adhidsions- und Rollverhalten am Endothelrasen zu beobachten war.

Es wurden jeweils flinf chronologisch aufeinanderfolgende Deckgldser einer Versuchs-
gruppe zusammengefasst.

Aus den so erhaltenen Werten wurden die Mittelwerte der Ansétze berechnet.

2.7 Statistik

Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Programm SPSS Statistics Premium 21.

Zum Vergleich der Gruppen wurde der arithmetische Mittelwert sowie der Standardfeh-
ler (standard error of the mean) ermittelt.

Die Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen wurden mit dem t-Test fiir Mittelwerte
unabhingiger Stichproben getestet. Als signifikant wurden Ergebnisse angesehen, bei
denen die Irrtumswahrscheinlichkeit p geringer als 0,05 war. Ergebnisse mit signifikan-

tem Unterschied sind in den Graphiken mit einem Stern (*) gekennzeichnet.
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3. Ergebnisse

3.1 In-vivo-Modell myokardialer Ischamie und Reperfusion

3.1.1 Infarktmorphologie von mit anti-CD147 behandelten
Mausen 24 Stunden nach Ischamie/Reperfusion in einem

therapeutischen Setting

Bei Mausen wurde durch die Ligatur des Ramus interventricularis anterior (left anterior
descending, LAD) eine kardiale Ischdmie erzeugt und nach 30min wieder reperfundiert.
Zehn Minuten vor Reperfusion sowie sechs und 18 Stunden danach wurde Méusen der
Versuchsgruppe anti-CD147-Antikorper injiziert. Die Mause der Negativkontrolle er-
hielten nach demselben Schema unspezifischen IgG-Antikorper (Isotyp). Nach 24 Stun-
den wurden die Méuse getotet, die Herzen in Scheiben geteilt und fotografiert. An-

schlieBend wurden von den Herzscheiben histologische Schnitte angefertigt.

3.1.1.1 InfarktgroBe relativ zum Ischdmiegebiet (Area at Risk)

Die Schnittflichen der distal der LAD-Ligatur gelegenen Herzscheiben wurden foto-
grafiert. In unserer Arbeitsgruppe wurde auf diesen Fotografien das zugrunde gegange-
ne Myokard (Infarktareal) sowie das von der Minderperfusion betroffene Gewebe (Area
at Risk, Ischimiegebiet) ausgemessen. Die relative Infarktgrofle gibt das Verhiltnis von
Infarktareal zur Area at Risk wieder:

_ Infarktareal
~ Area at Risk

relative InfarktgrofSe
Der statistische Vergleich der relativen InfarktgroBBen beider Versuchsgruppen ergibt:
Isotyp-Antikorper:  55,8% = 5,7 %
anti-CD147: 34,4% + 8,6 %
Der Unterschied ist signifikant (p=0,012).

Die relative InfarktgrofBe 24h nach Ischdmie/Reperfusion konnte durch die therapeu-

tische Behandlung mit anti-CD147 in der Versuchsgruppe signifikant um gut ein Drittel
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gesenkt werden (Abb. 3.1).
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Abb. 3.1: Durch Behandlung mit anti-CD147 wird die relative Infarktgrofie 24
Stunden nach Ischimie/Reperfusion deutlich verkleinert.

Bei Médusen wurde durch Ligatur der LAD eine voriibergehende Ischédmie erzeugt.
Zehn Minuten vor sowie sechs und 18 Stunden nach Reperfusion wurde anti-
CD147-AK oder unspezifischer Isotyp-AK verabreicht. Nach 24 Stunden wurde
mittels Evans-Blue-Farbung das Ischdmiegebiet abgegrenzt und die Euthanasie
durchgefiihrt. Auf Schnitten des Herzens wurde die Infarktfliche in Relation zum
Ischdmiegebiet bestimmt. Die mit anti-CD147 behandelte Gruppe zeigt eine deut-
lich geringere InfarktgroBe als die Kontrollgruppe (n=7). In Zusammenarbeit mit
Frau Dr. Ochmann. Publiziert in %

AK: Antikdrper; LAD: left anterior descending; *: p<0,05.

3.1.1.2 Zelldichte im Infarkt-Grenzgebiet

Mit einer HE-Féarbung wurden die Zellkerne so angeférbt, dass es moglich war, die An-
zahl der Zellen zu bestimmen.

Im Randgebiet des Infarktes wurden repréisentative Flichen ausgewéhlt, in denen eine
hohe Zelldichte anzeigte, dass hier Immunzellen in das Infarktgebiet migrieren. In den

ausgewdhlten Arealen wurden alle enthaltenen Zellen gezahlt.

Um die Zelldichte zu ermitteln, wurde die Anzahl der gezéhlten Zellen in einer markier-

ten Flache durch die GroBe der Flache geteilt:

-56- ERGEBNISSE



Anzahl Zellen

Zelldichte = enthaltende Flache

Aus den einzelnen Ergebnissen wurden die Mittelwerte der Mause berechnet, sodass der
Vergleich der Méuse beider Versuchsgruppen folgendes Resultat zeigt:
Isotyp-Antikorper:  6588,4 + 827,4 Zellen/mm?
anti-CD147: 3271,0 £ 223,9 Zellen/mm?
Der Unterschied ist signifikant (p=0,002).

In der mit anti-CD147 behandelten Gruppe ist 24h nach Ischdmie/Reperfusion die Zell-
dichte im Gebiet der einwandernden Immunzellen gegeniiber der Kontrollgruppe signi-

fikant auf etwa die Hailfte verringert (Abb. 3.2).

Um sicherzustellen, dass der beobachtete Unterschied in der Zelldichte nicht darauf zu-
riickzufiihren ist, dass in den beiden Versuchsgruppen unterschiedlich grofle Areale zur
Auswertung gewihlt wurden, wurden die ausgewerteten Fliachen beider Versuchsgrup-
pen verglichen.

Hierbei konnte gezeigt werden, dass in beiden Gruppen anndhernd gleich grof3e Flichen
zur Bestimmung der Zelldichte ausgewéhlt wurden. Der geringe Unterschied ist nicht

signifikant.
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Abb. 3.2: Die therapeutische Behandlung mit anti-CD147 verringert die Zelldichte im In-
farkt-Grenzgebiet 24 Stunden nach Ischimie/Reperfusion.

Bei Méusen wurde durch LAD-Ligatur eine zeitweise kardiale Ischdmie erzeugt und therapeu-
tisch anti-CD147-AK bzw. unspezifischer Isotyp-AK injiziert. Im Grenzgebiet des Infarktes, in
dem sich einwandernde Immunzellen befinden, wurde auf HE-geférbten histologischen Schnit-
ten die Zelldichte bestimmt.

A: HE-Féarbung einer mit Isotyp-AK behandelten Maus mit hoher Zelldichte im Randbereich
des Infarktes.

B: HE-Férbung einer mit anti-CD147-AK behandelten Maus im Infarkt-Randbereich; besonders
basal zeigt sich eine verringerte Zelldichte im Vergleich zur Kontrollgruppe.

C: In der quantitativen Auswertung zeigt sich bei der anti-CD147-behandelten Versuchsgruppe
eine signifikant geringere Zelldichte (n=7).

LAD: left anterior descending; mm: Millimeter; AK: Antikorper; *:p<0,05.
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3.1.1.3 Fibrose im Infarkt-Grenzgebiet

An histologischen Schnitten aus der Umgebung der oben ausgewerteten Schnitte der
Maiuseherzen wurde eine Masson-Goldner-Trichromfarbung durchgefiihrt. Diese férbt
Kollagenfasern deutlich griin an. So konnen dltere Narben oder Herzklappen sicher von
dem in dieser Farbung rot gefarbten Infarkt- und gesunden Herzgewebe unterschieden
werden.

Abb. 3.3 zeigt exemplarisch Infarkt-Randgebiete, die reprisentativ fiir die ausgewerte-
ten Areale sind. Das Infarktgebiet stellt sich in blassem Rot dar.

24 Stunden nach Ischdmie und Reperfusion ist in beiden Versuchsgruppen im Bereich

des Infarkts keine Fibrose nachweisbar.

Fibrose.

Bei Miusen wurde eine tempordre kardiale Ischdmie erzeugt. Wie oben beschrieben wurde vor
und nach der Reperfusion anti-CD147-AK bzw. unspezifischer Isotyp-AK appliziert. 24 Stunden
nach Ischdmie/Reperfusion wurden die Miuse getdtet und die Herzen histologisch aufbereitet.

In der dargestellten Masson-Goldner-Trichromférbung aus dem Grenzbereich der Infarkte zeigt
sich der Infarkt charakteristisch in blassem Rot. Eine griine Farbung, die Kollagen anzeigt, ist
nicht zu erkennen.

A: Mit Isotyp-AK behandelte Maus. B: Mit anti-CD147 behandelte Maus

AK: Antikorper.
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3.1.2 Infarktmorphologie von mit anti-CD147 behandelten
Mausen 28 Tage nach Ischamie/Reperfusion in einem

therapeutischen Setting

Bei Midusen wurde durch 30-miniitige Ligatur der LAD gezielt eine Ischdmie des Herz-
muskels erzeugt. Die Mause der Versuchsgruppe erhielten zehn Minuten vor der Reper-
fusion sowie 6 und 18h danach anti-CD147-Antikorper injiziert. In der folgenden Wo-
che wurde der Antikorper einmal téglich verabreicht. Die Kontrollgruppe bildeten Mau-
se, denen nach demselben Schema unspezifische Isotyp-Antikorper appliziert wurden.

28 Tage nach Ischimie/Reperfusion wurden die Méuse euthanasiert, das Herz in Schei-

ben geteilt und fotografiert.

3.1.2.1 InfarktgréBe relativ zum Ischamiegebiet (Area at Risk)

Die Schnittflichen der distal der Ligatur gelegenen Herzscheiben wurden fotografiert.
So wurde in Versuchen unserer Arbeitsgruppe, analog zu Kapitel 3.1.1.1, das abgestor-
bene Myokard (Infarktareal) sowie das von der Ischidmie betroffene Gewebe (Area at

Risk) ausgemessen und daraus die relative Infarktgrofle bestimmt.

Der statistische Vergleich der Infarktgrof3e beider Versuchsgruppen ergibt:
Isotyp-Antikorper:  65,1% + 4,2 %
anti-CD147: 42.8% +3,9%
Der Unterschied ist signifikant (p=0,001).

Die relative Infarktgrofe 28 Tage nach Ischdmie/Reperfusion konnte durch die thera-
peutische Behandlung mit anti-CD147 signifikant gesenkt werden (Abb. 3.4). Das Aus-
mall des Effekts entspricht etwa der bereits in der Friihphase 24 Stunden nach
Ischdmie/Reperfusion beobachteten Reduktion der InfarktgroBe um ein Drittel (siche

Kapitel 3.1.1.1)..
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Abb. 3.4: Durch Behandlung mit anti-CD147 wird die relative Infarktgrofie 28
Tage nach Ischimie/Reperfusion vermindert

Bei Miusen wurde durch Ligatur der LAD eine Ischdmie erzeugt und vor der Re-
perfusion anti-CD147-AK bzw. unspezifischer Isotyp-AK injiziert. Nach 28 Tagen
wurde mittels Evans-Blue-Féarbung das Ischdmiegebiet abgegrenzt und die Eutha-
nasie durchgefiihrt. An Schnitten der Herzen wurde die Infarktgroe in Relation
zum Ischdmieareal bestimmt. Bei der mit anti-CD147 behandelten Gruppe zeigt
sich eine deutliche Abnahme der InfarktgroBe im Vergleich zur Kontrollgruppe
(n=5). In Zusammenarbeit mit Frau Dr. Ochmann. Publiziert in %

AK: Antikorper; LAD: left anterior descending; *: p<0,05.

-

relative Infarktgrof3e
(% der Area at Risk)

3.1.2.2 Myokardiale Fibrosefldache relativ zur Gesamtflache

Um zu priifen, ob ein Unterschied in der Grof8e der myokardialen Fibrosefliche zwi-
schen der mit anti-CD147 behandelten Versuchsgruppe und der Kontrollgruppe besteht,
wurde an histologischen Schnitten nach einer Masson-Goldner-Trichromfarbung die Fi-
brosefldche verglichen.

Hierzu wurde die Ausdehnung der myokardialen Fibrose relativ zur Gesamtflache des
jeweiligen Schnittes betrachtet:

absolute Fibrosefldache
Gesamtfliche des Schnittes

Anteil der Fibrosefliche =

Es zeigt sich im statistischen Vergleich der Fibroseanteile beider Versuchsgruppen fol-
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gendes Ergebnis:
Isotyp-Antikorper:  20,2% £ 5,5%
anti-CD147: 13,2% %= 3,2%
Der Unterschied ist nicht signifikant (p=0,296).

Die Ausdehnung der infolge des Infarktes entstandenen Fibrose im Myokard ist bei der
mit Antikorper gegen CD147 therapierten Gruppe durchschnittlich etwa ein Drittel ge-
ringer als bei der Kontrollgruppe, welche mit unspezifischem Antikdrper behandelt wur-

de. Der beobachtete Unterschied der Mittelwerte ist jedoch nicht signifikant (Abb. 3.5).

Um eine mdgliche Verzerrung durch stark unterschiedliche Gréf3en der ausgewerteten
histologischen Schnitte zu iiberpriifen, wurden die einzelnen Gesamtfldchen der ver-
wendeten Schnitte vergleichen. Es zeigte sich dabei kein signifikanter Unterschied zwi-

schen den Versuchsgruppen.
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Abb. 3.5: Bei therapeutischer Gabe von anti-CD147 zeigt sich 28 Tage nach Ischimie/Re-
perfusion eine nicht signifikante Verringerung des myokardialen Fibroseanteils.

Bei Mausen wurde durch transiente LAD-Ligatur eine kardiale Ischdmie erzeugt. Therapeutisch
wurde anti-CD147-AK oder unspezifischer Isotyp-AK injiziert. 28 Tage nach Ischdmie/Reperfu-
sion wurden die Mause getotet und histologische Schnitte der Herzen angefertigt. An der maxi-
malen Ausdehnung der myokardialen Fibrose wurde in einer Masson-Goldner-Trichromfarbung
der Anteil der Fibrosefliche an der Gesamtflache des jeweiligen Schnittes verglichen.

In der Kontrollgruppe (A) ist der Anteil der griin gefarbten Fibroseflaiche ausgedehnter als in der
mit anti-CD147 behandelten Versuchsgruppe (B). In der quantitativen Auswertung (C) zeigt sich
bei der mit anti-CD147 behandelten Gruppe eine Verringerung der relativen myokardialen Fibro-
seflidche gegeniiber der Kontrollgruppe. Dieser Unterschied ist jedoch nicht signifikant (n=7).
AK: Antikorper; LAD: left anterior descending, n.s.: nicht signifikant (p=>0,05).
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3.2 Adhasionsverhalten von MonoMac6-Zellen an stimulierten

Endothelzellen unter Flussbedingungen in vitro.

Die Monozytenrekturierung bei myokardialer Schidigung setzt sich aus mehreren
Schritten zusammen, an deren Anfang das intravasale monozytére Rollen und die an-
schlieBende feste Adhésion am Endothel steht. Es schlieBt sich die Transmigration iiber
die Endothelschicht an, bevor die interstitielle Migration zum Entziindungsherd er-
folgt.®?

Im Folgenden soll die kritische erste Phase der Monozyten-Invasion untersucht werden,
in der es zum Rollen und zur festen Adhdsion der Monozyten kommt. Um deren
Adhésionsverhalten am Endothel von Arterien zu untersuchen, wurden in vitro Versuche
in einer Flusskammer durchgefiihrt. Als Modell dienten dabei Zellen der monozytiren
Zelllinie MonoMac6. Diese wurden in konstantem Fluss unter arteriellen Scherbedin-
gungen liber HUVEC-beschichtete Deckgléser geleitet.

Die HUVEC wurden zuvor fiir vier bis sechs Stunden mit 20ng/ml IFN-y und 50ng/ml
TNF-a inkubiert, um das aktivierte Endothel in einem Entziindungsprozess zu simulie-
ren. Je nach Ansatz wurden die MonoMac6-Zellen unstimuliert verwendet oder waren
fiir zwei Stunden mit 100nM CyPA stimuliert worden. Abhéngig von der Versuchsgrup-
pe hatte ggf. eine Vorinkubation mit den zu testenden Inhibitoren stattgefunden.

Es wurden représentative Videoaufnahmen von 42s Linge angefertigt. Mithilfe dieser
Aufnahmen wurde verblindet ausgewertet, wie viele MonoMac6-Zellen in dieser Zeit
im Sichtfeld am Endothel anhafteten (,,Adhdrierende*) und wie viele Zellen durch losen

Kontakt mit dem Endothel verlangsamt flossen und so monozytéres Rollen zeigten.

3.21 CyPA-induzierte Adhasion

In Vorversuchen wurde zunichst bestitigt, dass es es beim genannten Versuchsaufbau
durch Stimulation mit CyPA zu der bekannten Zunahme des Rollens und der Adhésion
von MonoMac6-Zellen kommt (vgl. Kapitel 1.4.1).

Als Kontrolle dienten mit Medium inkubierte, unstimulierte MonoMac6-Zellen.
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3.2.2 Einfluss des extrazellularen CyPA-Inhibitors MM284
auf die CyPA-induzierte Adhasion

Um die Wirkung von CyPA auf die Adhdsion von MM6-Zellen ndher zu untersuchen,
wurden MM6-Zellen mit MM284 vorinkubiert und anschlieend mit CyPA stimuliert.
Das kiirzlich entwickelte nicht immunsuppressive CsA-Derivat MM284 dringt nicht in
die Zelle ein und blockiert dadurch ausschleBlich extrazellulires CyPA.* So kann ge-
zielt untersucht werden, in welchem Umfang die beobachtete Stimulation durch CyPA
vermittelt wird, welches sich auflerhalb der Zellen befindet ohne eine Interaktion mit in-
trazellulirem CyPA in Kauf nehmen zu miissen.”

Beim Inhibitoransatz wurden die MM6-Zellen fiir 15-20min mit 200nM MM284 vorbe-
handelt, bevor wie bei der Positivkontrolle 100nM CyPA zugegeben wurde und die Zel-
len fiir zwei Stunden inkubiert wurden.

Die Negativkontrolle wurde lediglich mit Medium ohne CyPA versetzt.

Aus den Mittelwerten der Deckgldser werden 6 Gruppen der unstimulierten Negativ-
kontrolle, 6 Gruppen der Positivkontrolle und 5 Gruppen des Ansatzes mit MM284 ge-

bildet und im Folgenden ausgewertet.

Die Werte der in 42s adhédrierenden Zellen werden chronologisch zu Gruppen zu-
sammengefasst. Aus den Mittelwerten der Gruppen wird fiir die verschiedenen Ansétze
der Mittelwert bestimmt:

unstimuliert: 0,83 +0,18

CyPA: 2,30+0,35

MM284 + CyPA: 1,01 £ 0,23

Der Unterschied zwischen Inhibitoransatz und Positivkontrolle ist signifikant

(p=0,015).
Die mit MM284 blockierten MM6-Ansétze zeigen nach CyPA-Inkubation signifikant
weniger adhidrierende Zellen an aktiviertem Endothel als MM6-Zellen der Positiv-
kontrolle ohne Inhibitor (Abb. 3.6).
Der Effekt von extrazellulirem CyPA wurde durch MM284 stark vermindert, sodass

trotz CyPA-Stimulation nur 22% mehr Adhérierende als bei der unstimulierten Negativ-
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kontrolle gezdhlt wurden. Ohne Inhibitor zeigte sich bei Stimulation mit CyPA eine Zu-

nahme um 177%.

Aus den Gruppen-Mittelwerten der beobachteten rollenden MonoMac6 ergeben sich
folgende Mittelwerte der Ansitze:
unstimuliert: 2,06 £ 0,50
CyPA: 5,49 +1,93
MM284 + CyPA: 2,66 + 1,41
Der Unterschied zwischen Inhibitoransatz und Positivkontrolle ist nicht signifi-
kant (p=0,269).
Gegeniiber der Positivkontrolle zeigen mit MM284 vorinkubierte MM6-Zellen eine ten-
denziell verringerte Zahl rollender Zellen. Dieser Unterschied ist jedoch statistisch nicht

signifikant (Abb.3.6).
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Abb. 3.6: Inhibition von extrazelluliirem CyPA hemmt die durch CyPA vermittelte Adhiisi-
on von MonoMac6-Zellen an aktiviertem Endothel.
Wie unter ,,Material und Methoden* beschrieben stromten MM6-Zellen (2x105 Zellen/ml) in ei-
ner Flusskammer unter arteriellen Stromungsbedingungen tiber humane Endothelzellen (HU-
VEC). Die Ansitze wurden mit MM284 (200nM) bzw. Medium vorinkubiert. Inhibitoransatz
und Positivkontrolle wurden dann fiir zwei Stunden mit CyPA (100nM) stimuliert.
In Videoaufnahmen wurden adhérierende und rollende Zellen im Sichtfeld pro Zeiteinheit ge-
zdhlt. Die Ergebnisse wurden gruppiert und daraus die gezeigten Mittelwerte der Ansédtze gebil -
det (n>5).
Mit MM284 inhibierte MM6-Zellen zeigen nach CyPA-Stimulation signifikant weniger adhérie-
rende Zellen als die nicht inhibierte Positivkontrolle.
Nach Inkubation mit MM284 zeigen MM6-Zellen eine nicht signifikant verringerte Zahl rollen-
der Zellen gegeniiber der nicht-inhibierten Positivkontrolle.
CyPA: Cyclophilin A; HUVEC: human umbilical vein endothelial cells; ml: Milliliter; MM6:
MonoMac6; nM: nanomolar; *: p<0,05 gegeniiber nicht-inhibierter Positivkontrolle; n.s.: nicht
signifikant (p=>0,05) gegeniiber nicht-inhibierter Positivkontrolle.

3.2.3 Einfluss einer Phosphoinositid-3-Kinase-Hemmung
durch Ly294002 auf die CyPA-induzierte Adhasion

Ein Versuchsansatz mit Ly294002 wurde durchgefiihrt, um zeigen, in welchem Umfang
der PI3K-Akt-Signalweg in MonoMac6 an der Stimulation durch CyPA beteiligt ist.
Ly294002 hemmt reversibel die PI3K-Isoformen B und §'%.

Die MM6-Zellen der Testgruppe wurden 15-20min mit 20uM Ly294002 vorinkubiert,
bevor fiir zwei Stunden 100nM CyPA zugegeben wurde. Die Positivkontrolle bildeten
fiir zwei Stunden mit 100nM CyPA stimulierte MM6-Zellen, fiir die Negativkontrolle

waren die Zellen mit Medium inkubiert worden.
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Aus den Mittelwerten der Deckgléser werden je 6 Gruppen der unstimulierten Negativ-
kontrolle, der Positivkontrolle und des Ansatzes mit Ly294002 gebildet und fiir die fol-

gende Berechnung verwendet.

Zur Auswertung werden aus den gruppierten Werten der in 42s gezdhlten adhirierenden
Zellen die Mittelwerte der Ansétze berechnet. Es ergibt sich:
unstimuliert: 0,83 + 0,18
CyPA: 2,30 £ 0,35
Ly + CyPA: 1,25+0,12
Der Unterschied zwischen Inhibitoransatz und Positivkontrolle ist signifikant
(p=0,028).
In Abb. 3.7 ist dargestellt, dass in dem Ansatz, der mit dem PI3K-B/3-Inhibitor Ly be-
handelt wurde, unter CyPA-Stimulation signifikant weniger adhirierende MonoMac6 zu

messen sind als in der mit CyPA stimulierten Positivkontrolle ohne Inhibitor.

Zum Vergleich der Ergebnisse fiir rollende MonoMac6-Zellen werden aus den Gruppen-
Mittelwerten die Mittelwerte der Ansétze errechnet:
unstimuliert: 2,06 + 0,50
CyPA: 549 +1,93
Ly + CyPA: 3,01 +£1,23
Der Unterschied zwischen Inhibitoransatz und Positivkontrolle ist nicht signifi-
kant (p=0,308).
Gegeniiber der CyPA-stimulierten Positivkontrolle zeigt sich bei dem mit Ly294002 in-
hibierten Ansatz eine verringerte Anzahl von rollenden Zellen. Der Unterschied stellt

sich jedoch nicht signifikant dar (Abb.3.7).
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Abb. 3.7: Phosphoinositid-3-Kinase-Inhibition mit Ly294002 vermindert die Adhésion
CyPA-stimulierter MonoMac6-Zellen an aktiviertem Endothel.

MM6-Zellen wurden wie unter ,,Material und Methoden® beschrieben unter arteriellen Stro-
mungsbedingungen iiber humane Endothelzellen (HUVEC) perfundiert (2x10° Zellen/ml). Die
Zellen wurden mit Ly (20uM) bzw. Medium vorinkubiert. AnschlieSend wurden Positivkontrolle
und Ly-Ansatz fiir zwei Stunden mit CyPA (100nM) stimuliert.

In aufgenommenen Videosequenzen wurden am Endothel adhérierende und rollende Zellen im
Sichtfeld pro Zeiteinheit gezéhlt. Mittelwerte der Ansidtze wurden aus den gruppierten Deckglas-
Ergebnissen gebildet (n=6).

Mit Ly inhibierte MM6-Zellen zeigen nach CyPA-Stimulation signifikant weniger adhérierende
Zellen als die nicht gehemmte Positivkontrolle. Die Anzahl an Endothel rollender Zellen wird
durch Inhibition mittels Ly nicht signifikant verringert.

CyPA: Cyclophilin A; HUVEC: human umbilical vein endothelial cells; Ly: Ly294002; ml: Mil-
liliter; MM6: MonoMac6; nM: nanomolar; puM: mikromolar; *: p<0,05 gegeniiber nicht-inhi-
bierter Positivkontrolle; n.s.: nicht signifikant (p>0,05) gegeniiber nicht-inhibierter Positiv-
kontrolle.

3.24 Einfluss einer Phosphoinositid-3-Kinase-Hemmung

durch Wortmannin auf die CyPA-induzierte Adhasion

Ein bekannter, irreversibler Inhibitor aller PI3K-Isoformen ist Wortmannin.'> In diesem
Versuchsteil wurden im Testansatz MM6-Zellen fiir 15-20min mit 100nM Wortmannin
inkubiert. Anschliefend wurde zum Inhibitoransatz und zur Positivkontrolle fiir zwei
Stunden 100nM CyPA gegeben.

Die Negativkontrolle blieb unstimuliert und wurde lediglich mit Medium inkubiert.
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Aus den Ergebnissen der Deckgliser werden 6 Gruppen der unstimulierten Negativ-
kontrolle, 6 Gruppen der Positivkontrolle und 5 Gruppen des Ansatzes mit Wortmannin

gebildet und zur folgenden Auswertung verwendet.

Es wird fiir jeden Ansatz der Mittelwert an Zellen errechnet, die in 42s an HUVEC

adhdrierten:
unstimuliert: 0,83 +£0,18
CyPA: 2,30+ 0,35

Wortmannin + CyPA: 1,16 + 0,14
Der Unterschied zwischen dem Inhibitoransatz und der CyPA-Positivkontrolle
ist signifikant (p=0,021).
Die zuerst mit dem PI3K-Inhibitor Wortmannin inkubierten MM6-Zellen zeigen nach
CyPA-Stimulation eine signifikant geringere Adhérenz an aktiviertem Endothel als die

Positivkontrolle, die ohne Inhibitor mit CyPA stimuliert wurde (Abb. 3.8).

Zur Untersuchung des Einflusses von Wortmannin auf das CyPA-stimulierte Rollverhal-
ten wurden Mittelwerte der Anzahl rollender MM6-Zellen pro 42s jedes Ansatzes be-
rechnet:

unstimuliert: 2,06 0,50

CyPA: 5,49 +1,93

Wortmannin + CyPA: 2,27 + 0,67

Der Unterschied zwischen dem Inhibitoransatz und dem CyPA-Ansatz ist nicht

signifikant (p=0,18).
Wie bei den Inhibitoren MM284 und Ly294002 besteht bei MM6-Zellen, die mit Wort-
mannin vorinkubiert wurden in Bezug auf die rollenden Zellen kein signifikanter Unter-
schied zur Positivkontrolle:
Mit Wortmannin blockierte monozytire Zellen zeigen im Mittel zwar weniger Rollen
als der mit CyPA stimulierte Ansatz ohne Inhibitor (Abb. 3.8). Im Gegensatz zum hem-
menden Effekt von Wortmannin auf die Adhédsion von MonoMac6 ist die inhibierende

Wirkung auf rollende Zellen aber nicht signifikant.
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Abb. 3.8: Phosphoinositid-3-Kinase-Inhibition mit Wortmannin hemmt die Adhéision von
CyPA-stimulierten MonoMac6-Zellen an aktiviertem Endothel.
In einer Flusskammer wurden MM6-Zellen (2x105 Zellen/ml) unter arteriellen Stromungsbedin-
gungen Uber aktivierte humane Endothelzellen (HUVEC) geleitet. Die Zellen wurden wie unter
,,Material und Methoden* beschrieben mit Wortmannin (100nM) bzw. Medium vorinkubiert, be-
vor Wortmannin-Ansatz und Positivkontrolle fiir zwei Stunden mit CyPA (100nM) stimuliert
wurden.
Im Sichtfeld adhédrent gewordene sowie rollende Zellen wurden gezéhlt und die Ergebnisse grup-
piert. AnschlieBend wurden die abgebildeten Mittelwerte der Ansétze errechnet (n>5).
Bei CyPA-stimulierten MM6-Zellen, die zuvor mit Wortmannin inhibiert wurden, sind die adhé-
rierenden Zellen gegeniiber der nicht gehemmten Positivkontrolle signifikant verringert. Bei der
Zahl rollender Zellen zeigt sich ein nicht signifikanter Unterschied.
CyPA: Cyclophilin A; HUVEC: human umbilical vein endothelial cells; ml: Milliliter; MM6:
MonoMac6; nM: nanomolar; *: p<0,05 gegeniiber nicht-inhibierter Positivkontrolle; n.s.: nicht
signifikant (p=0,05) gegentiber nicht-inhibierter Positivkontrolle.

3.2.5 Vergleich der Inhibitoren MM284, Ly294002 und

Wortmannin

In den Kapiteln 3.2.2 — 3.2.4 wurde gezeigt, dass MM284, Ly294002 und Wortmannin
alle die stimulierende Wirkung von CyPA auf MM6-Zellen abschwichen. Die Effekte
der Inhibitoren waren sowohl beziiglich der adhdrent gewordenen Zellen als auch des
Rollens verschieden stark ausgeprigt. Um eine Aussage liber eine unterschiedliche Wir-
kung der untersuchten Inhibitoren treffen zu konnen, werden die Inhibitionseffekte auf

die Wirkung von CyPA einander gegeniibergestellt.
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Es werden die unter 3.2.2 — 3.2.4 fur die einzelnen Ansétze beschriebenen Daten ver-

wendet.

Um zu berechnen, wie stark die CyPA-induzierte Adhdsion vom jeweiligen Inhibitor ge-
hemmt wird, wird die Differenz zwischen dem Mittelwert adhirierender MonoMac6
nach CyPA-Stimulation und dem Mittelwert adhédrierender Zellen des Inhibitor-Ansat-
zes gebildet.

Die so errechnete inhibitorbedingte Differenz wird in Relation gesetzt zu der durch
CyPA bedingten Zunahme adhérierender MonoMac6 gegeniiber dem unstimulierten An-
satz:

Adhirierende — Adhérierende o
CyPA CyPA + Inhib
Hemmeffekt= y yPA + Inhibitor

Adhérierende ., — Adhérierende

unstimuliert

Als Mittelwerte der so erhaltenen Hemmwirkung der Inhibitoren auf die CyPA-bedingte

Adhésion ergibt sich:
MM284: 87,3% + 15,8%
Ly: 71,5% + 8,3%
Wortmannin: 77,3% +7,1%

Der Unterschied zwischen den Ansidtzen mit MM284 und Ly ist nicht signifikant
(p=0,410).
Der Unterschied zwischen den Ansdtzen mit MM284 und Wortmannin ist nicht
signifikant (p=0,603)
Der Unterschied zwischen den Ansédtzen mit Ly und Wortmannin ist nicht signi-
fikant (p=0,650)
Die Hemmeffekte der drei Inhibitoransitze auf die CyPA-induzierte Adhésion von mo-
nozytiren Zellen unterscheiden sich zwar in geringem Ausmal} von einander, jedoch
sind diese Unterschiede nicht signifikant (Abb. 3.9). Mit einer Wahrscheinlichkeit von

mindestens 41% sind die Differenzen zufillig entstanden.

Analog wird der Hemmeffekt der Inhibitoren auf das CyPA-induzierte Rollen von Mo-
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noMac6 berechnet:

MM284: 82,5% +41,2%
Ly: 72,3% + 35,8%
Wortmannin : 93,9% + 19,6%

Der Unterschied zwischen den Ansdtzen mit MM284 und Ly ist nicht signifikant
(p=0,855).
Der Unterschied zwischen den Ansdtzen mit MM284 und Wortmannin ist nicht
signifikant (p=0,812)
Der Unterschied zwischen den Ansidtzen mit Ly und Wortmannin ist nicht signi-
fikant (p=0,611)
Die beobachteten Unterschiede zwischen den einzelnen Inhibitoren sind auch in Bezug
auf das durch CyPA bedingte monozytire Rollen nicht signifikant (Abb. 3.9). Mit einer
Wahrscheinlichkeit von mindestens 61,1% sind diese Unterschiede durch Zufall zustan-

de gekommen.
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Abb. 3.9: Die Inhibitionseffekte von MM284, Ly und Wortmannin auf CyPA-bedingtes
Adhirieren und Rollen von MonoMac6-Zellen an aktiviertem Endothel unterscheiden sich
nur gering und nicht signifikant.
In einer Flusskammer wurden wie unter ,,Material und Methoden® beschriecben MM6-Zellen
(2x10° Zellen/ml) {iber Endothel geleitet. Die Ansdtze der Inhibitoren wurden mit MM284
(200nM), Ly (20uM), Wortmannin (100nM) inkubiert, bevor fiir zwei Stunden CyPA (100nM)
zugegeben wurde.
Es wurden rollende und adhérent gewordene Zellen im Sichtfeld gezihlt. Die Deckglas-Ergebnis-
se wurden chronologisch gruppiert und daraus die Mittelwerte der Ansétze errechnet (n>5).
Die Hemmeffekte der drei Inhibitoren auf CyPA-vermittelte Wirkungen unterscheiden sich unter-
einander bei adhérierenden und rollenden MonoMac6 nur wenig und nicht signifikant.
CyPA: Cyclophilin A; Ly: Ly294002; ml: Milliliter; MM6: MonoMac6; nM: nanomolar; n.s.:
nicht signifikant (p>0,05); uM: mikromolar.
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4. Diskussion

Bei einem Myokardinfarkt kommt es durch die Ischimie zum Untergang von Herzmus-
kelgewebe. In der Folge fiihrt dies zu einer Entziindungsreaktion mit der Einwanderung
von Leukozyten.”*** Das AusmaB dieser Inflammation korreliert mit der Mortalitit und
Morbiditéit nach dem Herzinfarkt.***"7"162

Dieser Studie liegt die Hypothese zugrunde, dass eine ausgepriagte Entziindung zu ei-
nem zusitzlichen Myokardschaden fiihrt'* und dass durch eine Steuerung und Ab-
schwichung dieser Entziindung das Infarktausmal3 verringert werden kann. Insbesonde-
re wird postuliert, dass das extrazelluldre inflammatorische Zytokin CyPA und dessen
Rezeptor CD147 die Einwanderung von Monozyten vermitteln, die in der Folge zu ei-
nem negativen Remodelling fiihren. Eine Hemmung der CyPA-CD147-Interaktion wiir-
de demnach zu einer abgeschwichten Monozyteninvasion und so zu einem geringeren
Gewebeumbau, zu einer kleineren InfarktgroBe sowie zu einer besseren Herzfunktion

fuhren.

In vielversprechenden Voruntersuchungen unserer Arbeitsgruppe war tatsdchlich nach-
gewiesen worden, dass ein Eingriff in die Wechselwirkung von CyPA und CD147 die
Inflammationsreaktion hemmt. Dies ging mit den oben vermuteten positiven Effekten
einher.®

In der vorliegenden Arbeit wurde nun in Ischdmie-Reperfusions-Versuchen an der Maus
untersucht, ob auch die Applikation von anti-CD147-Antikérper in einem praxisnahen
Szenario diese Wirkung zeigt.

Monozyten nehmen eine zentrale Rolle in den Umbauprozessen nach einem Herzinfarkt
ein.>*** Am Beginn der Monozyteninvasion in das Infarktgewebe steht die Interaktion
der Monozyten mit der GefdBwand. Daher wurde in dieser Studie besonders der
Einfluss von CyPA auf das Roll- und Adhisionsverhalten von monozytiren Zellen an
Endothel erforscht. Vor allem der Einfluss von extrazelluldirem CyPA und die Rolle des
intrazelluldren Phosphoinositid-3-Kinase-Akt-Signalweges hierbei standen im Mittel-

punkt.
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4.1 Diskussion der angewandten Methoden

411 Tierversuche

Um die Rolle von extrazellulirem CyPA und seines Rezeptors CD147 bei der post-
ischdmischen Entziindung und Leukozyteninvasion in vivo zu untersuchen, wurden
Maiuse als Modelltiere verwendet. Um einen Herzinfarkt zu erzeugen, wurde fiir 30min
der Ramus interventricularis anterior der linken Koronararterie (LAD) ligiert und an-

schlieBend reperfundiert.

4.1.1.1 Der Ischamie-Reperfusions-Versuch als in-vivo-Modell des

Myokardinfarkts

Wenn in vivo Untersuchungen zum akuten Myokardinfarkt durchgefiihrt werden sollen,
stellt sich die Frage nach einem geeigneten Infarktmodell. Pathophysiologisch soll es
dabei zu einem plotzlichen Sistieren der Durchblutung in einem definierten Gebiet kom-
men. Um den aktuellen therapeutischen Standard einzubeziehen, soll aulerdem die Re-
perfusion des ischdmischen Areals moglich sein. Eine Technik, welche die genannten
Kriterien erfiillt, stellt die Ligatur der LAD dar wie sie 1978 von Zolotareva beschrieben
und in dieser Arbeit angewandt wurde.'*'¢!"°

Bei diesem Verfahren kénnen Zeitpunkt und Dauer der Ischimie sowie das Einsetzen
der Reperfusion genau bestimmt werden. Allerdings kann je nach Lokalisation des Ge-
faBverschlusses die GroBe der Infarktareale deutlich variieren.'” ™' Daher wurde in die-
ser Studie auf eine exakte Positionierung der Ligatur geachtet. Zusétzlich ist es jedoch
aufgrund von anatomischen Varianten im Verlauf der Koronarien moglich, dass das Ver-
sorgungsgebiet der LAD variiert.

Es ist auBerdem zu beachten, dass die OP einen groflen Eingriff darstellt, der das Tier
belastet und selbst eine Wundheilungsreaktion anst6Bt, die mit der Infarktheilung inter-

ferieren konnte.

Eine Alternative zur GefaBligatur ist die Verwendung eines Kryomodells. Bei diesem
wird durch eine stark gekiihlte Sonde ein Myokardschaden induziert. Diese Methode hat
den Vorteil einer hohen Reproduzierbarkeit bei gut kontrollierbarer InfarktgroBe.'”" Al-

lerdings wird nicht der Verschluss und die anschlieBende Wiedereroffnung eines Ge-
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faBes simuliert, sondern lediglich ein Gewebeschaden induziert.
Wegen der groBBeren Ndhe zur Pathophysiologie eines Herzinfarktes und der Moglich-
keit, eine Reperfusionstherapie zu simulieren, wéhlten wir daher fiir unsere Versuche

die Methode der LAD-Ligatur.

Obwohl die verwendete Technik den Herzinfarkt durch einen Arterienverschluss repro-
duzierbar darstellt, wird ein tatsdchlicher Myokardinfarkt dennoch nur bedingt abgebil-
det. Im Tiermodell erfolgt die Okklusion eines intakten Gefdfles von aulen. Dagegen
tritt der Infarkt bei den meisten Patienten auf dem Boden eines atherosklerotisch vorge-
schiadigten Gefaf3systems auf und ist oft durch die Erosion oder Ruptur einer Plaque

9
t.>

verursacht.”” Dartiber hinaus verbleibt bei einem Teil der Patienten nach interventionel -

ler Reperfusion eine residuale Stenose, wohingegen im Tiermodell immer eine vollstdn-

174
t.

dige Wiederer6ffnung erfolgt.'” Ebenso bleiben mdgliche Komorbidititen und kardio-
vaskuldre Risikofaktoren wie Diabetes mellitus, arterieller Hypertonus oder Zigaretten-
rauchen unberiicksichtigt.

Die LAD-Ligatur stellt somit zwar ein geeignetes Modell dar, um die Auswirkungen ei-
nes akuten Koronararterienverschlusses isoliert zu untersuchen. Jedoch werden dabei

weitere Einflussfaktoren der Entstehung und Heilung eines Myokardinfarktes ausge-

klammert.

4.1.1.2 Die Maus als Modelltier

Obwohl teilweise auch groflere Sdugetiere wie Hunde als Modell in Myokardinfarkt-

Studien verwendet wurden,'*"'7

werden meist kleine Tiere gewéhlt. Miuse bieten dabei
praktische Vorteile wie eine unkomplizierte postoperative Pflege, giinstige Haltungskos-
ten und einen geringen Verbrauch an verwendeten Agenzien.'®'"* Nicht zuletzt wegen
der Verfiigbarkeit von Knockout-Tieren sind gerade Mause fiir die Erforschung kardio-
vaskulirer Pathophysiologie weit verbreitet.'’*!"

Die Maus ist als Modelltier fiir die Untersuchung des Herzinfarktes geeignet, weil zum
einen die morphologischen Verdnderungen im ischdmischen Myokard identisch mit de-
nen bei Infarkt-Patienten sind.'® Zum anderen weil auch die Entziindungsantwort
einschlieBlich der Ausschiittung inflammatorischer Mediatoren viele Gemeinsamkeiten
t.]76

mit hoheren Sdugetieren aufweis
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Ein Unterschied besteht jedoch darin, dass die postischdmische Entziindung bei Miusen

schneller und kiirzer ausgeprigt ist als bspw. bei Hunden.'”*!"

Anatomisch sind bei der Maus Besonderheiten im Verlauf der Koronargefdal3e zu beob-
achten: Wird das Septum beim Mensch und groBeren Siugetieren weitgehend von Asten
der LAD oder posteriorer Arterien versorgt, so existiert am murinen Herz eine eigene
Arterie.'™” Die abweichende Koronarversorgung fiihrt dazu, dass sich die experimen-
tell gesetzten Infarkte in ihrer Gro3e und Lokalisation von Infarkten des menschlichen
Herzens unterscheiden.'”" Dies konnte dazu fithren, dass auch das postischdmische Re-
modelling Unterschiede aufweist.'™

Unabhéngig davon muss festgestellt werden, dass die LAD-Ligatur bei Mausen zumin-

dest nicht einem Verschluss der LAD beim Menschen entspricht.'”™

4.1.1.3 Auswertung der Infarktgréfe

Bedingt durch anatomische Varianten und intraoperativ geringfiigig unterschiedliche
Lokalisation der Gefdf3-Ligatur kommt es zu einer gewissen Varianz des ischdmischen
Gebietes. Daher erscheint die absolute Infarktausdehnung als Messgrofle ungeeignet.
Deshalb wurde, wie in Kapitel 2.3 (Auswertung der Infarktgrof3e) beschrieben, mittels
Evans-Blue-Fiarbung das Ausmal} des ischdmischen Areals bestimmt und die Infarktgro-
Be in Relation dazu angegeben. So konnen Unterschiede der Ischdmieareale nivelliert

19,165,170

werden, sodass die auf diese Weise berechnete relative Infarktgrofle als zuverlés-

siger Parameter anerkannt ist.'™

4.1.1.4 Die HE-Farbung zur Bestimmung der Dichte einwandernder Zellen

Um die ins Infarktgebiet einwandernden Entziindungszellen quantitativ zu erfassen,

wurden wie beschrieben'”

histologische Schnitte HE-gefarbt und ausgewertet. Dafiir
wurde der Randbereich des Infarktes betrachtet, weil dort Inflammationsreaktion und
Leukozyteninfiltration am intensivsten sind.'®

In der vorliegenden Arbeit erfolgte eine HE-Farbung, um die Gesamtzahl der vorhande-
nen Zellen zu erfassen. Auf eine ndhere Differenzierung der infiltrierenden Leukozyten
durch immunhistochemische Farbungen wurde verzichtet. Solche Untersuchungen wa-

ren jedoch in dhnlichen Versuchen unserer Arbeitsgruppe durchgefiihrt worden. Dabei
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war aufgefallen, dass die einwandernden Leukozyten sich v.a. aus Neutrophilen und

Makrophagen zusammensetzen.*

4.1.1.5 Die Kollagen-Farbung nach Masson-Goldner zur Analyse der

Fibroseflache

Binnen weniger Tage steigt nach dem Infarkt die Kollagensynthese im betroffenen Ge-
biet an."®' Im Zuge des Gewebeumbaus nach einem Herzinfarkt wird dabei geschidigtes
Myokard durch kollagenreiches Fibrosegewebe ersetzt. Die Grofle der Fibrose ist somit
ein Anhaltspunkt fiir das Ausmal} der eingetretenen Gewebeschddigung. Wie bereits in

anderen Studien beschrieben,”!"

wurde die Masson-Trichrom-Féarbung eingesetzt, um
zuverldssig die Grofe der myokardialen Fibrose abgrenzen zu kdnnen.

Auf diese Weise wurde das Myokard 24 Stunden und 28 Tage nach der LAD-Ligatur
beurteilt. Da das Remodelling und der Umbau des Narbengewebes iiber ein Jahr andau-
ert,”**>" kann zu diesen Zeitpunkten noch keine endgiiltige Narbe beurteilt werden. Da
aber nach 14 Tagen abgestorbene Kardiomyozyten bereits vollstéindig entfernt sind,'” ist
am 28. Tag das voraussichtliche Ausmal} der Narbe gut erkennbar.

In der vorliegenden Arbeit soll daher untersucht werden, ob die beobachteten Effekte ei-

ner CD147-Inhibition auf die Infarktgroe auch zu histologisch nachvollziehbaren Ver-

anderungen der entstehenden myokardialen Fibrose fiihren.
41.2 In-vitro-Versuche an der Flusskammer

4.1.2.1 Humane Nabelvenen-Endothelzellen als Modell der arteriellen
GefaBwand

Mit den durchgefiihrten Versuchen an der Flusskammer soll die Interaktion von zirku-
lierenden Monozyten mit dem Endothel der koronaren GefdBwand untersucht werden.

Als Modell fiir die GefdBwand dienten Endothelzellen aus Umbilikalvenen (HUVEC),
die zu einem konfluenten Zellrasen gewachsen waren. HUVEC sind aufgrund ihrer
einfachen Gewinnung, ihrer Kultivierbarkeit und der Moglichkeit zur Kryokonser-
vierung die vorherrschende Quelle humaner Endothelzellen in Zellkulturen.'® % Aller-
dings ist zu beachten, dass diese Zellen schnell zu altern scheinen und typische Eigen-

schaften schon nach wenigen Passagen verlieren.'® Daher wurden in der vorliegenden
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Arbeit nur Endothelzellen niederer Passagen verwendet.

In den Versuchen soll das Endothel in entziindlich verdndertem Gewebe dargestellt wer-
den. Dazu wurden die HUVEC mit TNF-a und IFN-y vorbehandelt, um sie in einen ak-
tivierten Zustand zu versetzten. Diese Zytokine bewirken die vermehrte Anhaftung von
Leukozyten am Endothel durch eine gesteigerte Expression von Adhisionsmolekiilen
auf der Oberfliche."*"*” Die maximale Wirkung tritt dabei nach ca. 4 Stunden ein.'®>'*
Unterschiede zwischen HUVEC und dem Endothel von Koronararterien ergeben sich
v.a. aus ihrem Ursprung: Zum einen stammen HUVEC aus einem vendsen Gefil3, in
dem andere Druckbedingungen herrschen als in Arterien. Zum anderen stellen die Um-
bilikalvenen einzigartige Gefdlle dar, weil sie oxygeniertes Blut transportieren und sich
in ihrem histologischen Aufbau von reguliren Venen unterscheiden.'®*'*

Zudem kann die Plastizitidt des Endothels bewirken, dass durch die verdnderten Umge-
bungsbedingungen in vitro ein anderer Phénotyp entsteht als dies in vivo der Fall

wiire.'®? Daher ist es notwendig, die gewonnenen Ergebnisse am lebenden Modell bspw.

mittels Intravitalmikroskopie zu verifizieren.

4.1.2.2 MonoMac6 als Modell der zirkulierenden Monozyten

Um eine mechanische Aktivierung bei der aufwindigen Isolation von Monozyten aus
Spenderblut zu umgehen und sicherzustellen, dass die fiir das Experiment erforderliche
Menge an Zellen zur Verfiigung steht, wurde eine Zellkultur verwendet. Dabei kamen
Zellen der Linie MonoMac6 zum Einsatz, die beziiglich ihrer Funktion und Morpholo-
gie reife zirkulierende Monozyten reprisentieren.'®”'**!*® Thre monozytiren Eigenschaf-
ten bleiben in Kultur {iber mehrere Monate stabil.'"’

Alternative monozytére Zelllinien wie THP1 oder U937 bilden ein fritheres Stadium der
Monozyten-Differenzierung ab. Sie adhdrieren weniger stark an HUVEC und zeigen —
im Unterschied zu MonoMac6 — fiir reife Monozyten typische Eigenschaften erst, nach-
dem ihre Differenzierung induziert wurde.'™'¥

Unterschiede zu isolierten Monozyten aus Spenderblut bestehen in einer geringeren Va-
rianz beziiglich ihres Bindungsverhaltens. Womoglich kann dies jedoch auf eine einheit-
lichere Population in der Zellkultur zuriickgefiihrt werden.'*® AuBerdem scheinen Mono-
Mac6-Zellen — anders als zirkulierende humane Monozyten — nicht in der Lage zu sein,
Gonokokken zu internalisieren."”
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Trotz dieser Unterschiede zeigen MonoMac6-Zellen eine dhnliche Adhésions-Charakte-
ristik an aktiviertem Endothel wie humane Blutmonozyten. Das macht sie zu einem ge-

eigneten Modell fiir die Untersuchung der Monozyten-Endothel-Interaktion.'®

4.1.2.3 Die Flusskammer als in-vitro-Modell der Monozyten-Endothel-

Interaktion

Um die dynamischen Vorginge bei der Monozytenadhésion im Organismus in vitro
nachzustellen, wurde eine Flusskammer verwendet.

Anders als in vivo fliefit die Suspension monozytérer Zellen technisch bedingt konstant
an den HUVEC vorbei und weist keine Pulsatilitit auf. Dariliber hinaus wurde die Un-
tersuchung aus praktischen Erwigungen bei Raum- und nicht bei Korpertemperatur
durchgefiihrt. Da aber viele Enzyme ihr Funktionsoptimum bei Korpertemperatur ha-
ben, wurden alle Zellen bis unmittelbar vor ihrer Verwendung bei 37°C in einem Brut-
schrank gehalten.

Bei den Experimenten wurde sorgfiltig darauf geachtet, dass im Flusskanal keine Hin-
dernisse oder Leckagen vorliegen. Dennoch kann nicht ausgeschlossen werden, dass
kleinere Inkonsistenzen zu Turbulenzen im simulierten Blutstrom gefiihrt haben. Eben-
so kann trotz vorsichtiger Handhabung in der Vorbereitung der MonoMac6-Zellen eine
gewisse mechanische Alteration aufgetreten sein. Eine solche konnte die Wirkung von
Aktivatoren und Inhibitoren beeinflussen.

Da mehrere Ansdtze an einem Versuchtstag verwendet wurden, traten Wartezeiten auf,
in denen die Zellen der MonoMac6-Suspensionen in den Perfusorspritzen sedimentieren
konnten. Um zu vermeiden, dass es so zu einer inhomogenen Konzentration der Suspen-

sion kommt, wurden die Spritzen in regelméfBigen Abstinden sanft gewendet.

-81- DISKUSSION



4.2 Diskussion der Ergebnisse

421 Therapeutische CD147-Inhibition im Tiermodell des

Herzinfarkts

4.2.1.1 Therapeutische CD147-Inhibition verringert die Infarktgr6Be nach

Ischéamie/Reperfusion

Diese Studie demonstriert, dass durch die pharmakologische Inhibition von CD147 in
einem praxisnahen Szenario die GroBe eines Myokardinfarkts signifikant gesenkt wer-
den kann.

In vorausgegangenen Studien unserer Arbeitsgruppe war bereits gezeigt worden, dass
eine Defizienz von CD147 oder seines Liganden CyPA bei Miusen die InfarktgroBe
verringert. Darauf aufbauend war eine Behandlung mit anti-CD147-Antikorper getes-
tet worden, welche eine dhnlich starke Reduktion des Infarktareals bewirkte wie eine
CD147-Defizienz.*® Bei diesen Versuchen war der Antikorper appliziert worden, bevor
ein Infarkt induziert wurde. In den Experimenten der vorliegenden Arbeit wurde nun
anti-CD147 erst nach Setzen der LAD-Ligatur verabreicht. So sollte untersucht werden,
ob die bekannten positiven Effekte auch erzielbar sind, wenn in der klinischen Praxis
Patienten mit bereits bestehendem Infarkt behandelt werden.

Die GroBe des Infarktes wurden jeweils 24h und 28 Tage nach Ischdmie/Reperfusion
bestimmt. Zu beiden Zeitpunkten war die Infarktgrofle durch die CD147-Inhibition um
ca. ein Drittel gesenkt worden.

Es konnte zudem gezeigt werden, dass nach 24h noch keine kollagene Fibrose vorhan-
den ist. In der Untersuchung 28 Tage nach Ischdmie/Reperfusion hingegen war bereits
eine deutliche Fibrose im Infarktgebiet erkennbar. Diese myokardiale Fibrose war bei
der mit anti-CD147-Antikorpern behandelten Gruppe tendenziell weniger ausgedehnt.
Dieser Unterschied war jedoch statistisch nicht signifikant. Moglicherweise ist dies auf
die hohe Varianz der einzelnen Messwerte zuriickzufiihren. Ein Grund hierfiir kann sein,
dass bei der histologischen Aufbereitung die einzelnen Herzfragmente methodenbedingt
in unterschiedlichen Winkeln angeschnitten und prépariert wurden. Im Gegensatz zur
Messung der InfarktgroBe am frisch entnommenen und geschnittenen Herzen war bei

den histologischen Untersuchungen somit keine einheitliche Schnittebene gegeben.
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Da der verwendete Antikorper die chemotaktische Funktion von CD147 hemmt, aber
nicht die Funktion als MMP-Induktor,**?” ist die Reduktion der Infarktausdehnung am
ehesten auf eine geringere Leukozyteninvasion zuriickzufiihren. Da eingewanderte Im-
munzellen proteolytische Enzyme, reaktive Sauerstoffspezies und proinflammatorische
Mediatoren freisetzen, ist es plausibel, dass die verringerte Einwanderung von Leukozy-
ten fiir die Minderung des myokardialen Schadens verantwortlich ist.>'

Es scheint folgerichtig, dass die gezeigte Reduktion des abgestorbenen Gewebes — im
Sinne einer verringerten Infarktgroe — auch zu einer Verkleinerung der myokardialen
Fibrose fiihrt, welche aus dem geschéddigten Gewebe entsteht. Unterstiitzt wird diese
Uberlegung dadurch, dass die beobachtete nicht-signifikante Verringerung der Fibrose-
flache durch CD147-Inhibition ein dhnliches quantitatives Ausmal zeigt wie die signifi-
kante Reduktion der InfarktgroBBe. Moglicherweise kann durch eine hohere Fallzahl in
folgenden Studien auch fiir die Reduktion der Fibroseflache das Signifikanz-Niveau er-
reicht werden.

Denkbar ist jedoch auch, dass es bei der Inhibition von CD147 auf alternativen Wegen
zu einer narbigen Gewebeumwandlung kommt. Zudem kann die fehlende Hemmung

der MMP-Induktion des hier eingesetzten anti-CD147-AK eine Rolle spielen.

4.2.1.2 Therapeutische CD147-Inhibition vermindert die Zellinvasion 24

Stunden nach Ischamie/Reperfusion

Die histologische Auswertung zeigt, dass die Behandlung mit anti-CD147-Antikorper
die Zelldichte im Infarkt-Randbereich signifikant auf etwa die Hélfte verringert.

Dadurch konnte nachgewiesen werden, dass die Inhibition von CD147 im klinischen
Szenario die Leukozyteninvasion dhnlich effektiv hemmt wie eine CD147-Blockade,

die bereits vor Induktion der Koronarischamie erfolgt.®

Die Erkenntnisse stehen im Einklang mit zahlreichen anderen Studien, die eine wichtige
Rolle des CyPA-CD147-Systems bei der Chemotaxis und Migration von Leukozyten
belegen. So hemmen Antikorper gegen CD147 in vitro die CyPA-induzierte Migration
von Monozyten, Neutrophilen Granulozyten und CD4" T-Zellen. 771001211 Iy yiye
konnte ebenfalls gezeigt werden, dass die Blockade von CD147 bei entziindlichen Er-
krankungen wie Asthma,” LPS-induzierter Lungeninflammation® oder Rheumatoider
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Arthritis'! die Invasion von Leukozyten hemmt.

Wird davon ausgegangen, dass EMMPRIN hier in seiner Eigenschaft als Rezeptor fiir
extrazelluldres CyPA inhibiert wurde, so werden die hier gewonnenen Erkenntnisse zu-
dem durch Tierversuche untermauert, bei denen CyPA gehemmt wurde. So senkt eine
CyPA-Defizienz oder -Blockade die Leukozyteninfiltration bei allergischer Lungenent-
ziindung,” viraler'® oder autoimmuner Myokarditis® sowie bei atherosklerotischen

Plaques.*

Der Befund einer durch anti-CD147 abgeschwéchten Zellinvasion ins Infarktgebiet
stiitzt die Hypothese dieser Arbeit. Derzufolge beruht die festgestellte Verringerung der

InfarktgroBe (s.o.) auf einer gechemmten Einwanderung von Immunzellen.

4.2.2 Extrazellulares Cyclophilin A induziert die

endotheliale Adhasion von monozytaren Zellen

Die Versuche in der Flusskammer zeigen zundchst eine signifikante Zunahme von
rollenden und adhirierenden MonoMac6 an aktiviertem Endothel durch Stimulation mit
CyPA.

Diese adhisionsfordernde Wirkung von CyPA wurde kiirzlich von unserer Arbeitsgrup-
pe an humanen Blutmonozyten beschrieben.®® Es fillt auf, dass die Zunahme der
Adhiésion bei MonoMac6-Zellen weitaus geringer ausfillt als bei Blutmonozyten. Wo-
moglich kommt dies daher, dass MonoMac6-Zellen ein geringfiigig fritheres Differen-
zierungsstadium darstellen. Es ist denkbar, dass Blutmonozyten deshalb mehr EMM-
PRIN exprimieren als MonoMac6-Zellen und so eine ausgeprégtere Reaktion auf CyPA
zeigen. Dies ist umso wahrscheinlicher, als analog hierzu auch bei der weiteren Diffe-

renzierung von Monozyten zu Makrophagen die CD147-Expression zunimmt.'"*

Es ist bekannt, dass die Blockade des Rezeptors CD147 die durch CyPA vermittelte
Adhésion und das Rollen von Blutmonozyten nach CyPA-Stimulation fast vollstindig
hemmt.% In der vorliegenden Arbeit gelang der Nachweis, dass auch die direkte Inhibi-
tion von extrazelluldirem CyPA eine Stimulation der Adhésion durch CyPA nahezu voll-
stdndig unterbindet.

Allerdings erreichte der Effekt des verwendeten nicht-zellpermeablen CsA-Derivats
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MM284 nur fiir die Verminderung der Adhésion das geforderte Signifikanzniveau.

In der nicht-softwaregestiitzten Auswertung ist die Identifizierung rollender Zellen we-
niger exakt moglich ist als dies bei adhirierenden Zellen der Fall ist. Dies fiihrt bei der
Bestimmung rollender Zellen zu einer hohen Varianz, welche moglicherweise fiir die
ausbleibende Signifikanz der gemessenen Reduktion bei monozytirem Rollen verant-

wortlich ist.

Bislang war v.a. bekannt, dass CyPA die leukozytire Migration bei inflammatorischen
Zustinden fordert.***%% Eg konnte gezeigt werden, dass CyPA in Bezug auf Mono-
zyten nicht nur chemotaktisch wirkt. Es fordert auch die Adhésion der Zellen an Endo-
thel unter arteriellen Flussbedingungen und ist so bereits fiir den ersten Schritt der Mi-
gration ins entziindete Gewebe verantwortlich. Dies war bereits kiirzlich demonstriert
worden® und konnte hier durch unabhéngige Wiederholung bestitigt werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde nun nachgewiesen, dass fiir diese Adhdsionsinduktion
speziell extrazelluldres CyPA verantwortlich ist. In nachfolgenden Versuchen unserer
Arbeitsgruppe konnte dieser Zusammenhang an humanen Monozyten bestdtigt wer-
den.*

Dass eine Blockade von ausschlieBlich extrazellulirem CyPA ausreicht, um die Adhési-
on und Migration zu hemmen, wird zusétzlich durch Experimente mit Knock-out-Tieren
untermauert: Diese belegen, dass eine (intrazelluldre) CyPA-Defizienz die Monozyten-
migration auf hohere Konzentrationen extrazelluliren CyPAs hin nicht beeintrichtigt. '
Dartiiber hinaus konnte bei der allergischen Lungeninflammation bereits in vivo gezeigt
werden, dass die ausschlieliche Blockade extrazelluldrer Cyclophiline die Invasion von
Monozyten hemmt.” Dass bereits die Adhdsion am Endothel als erster Schritt der Mo-
nozyteninvasion von extrazellulirem CyPA abhéngt, konnte die vorliegende Studie zei-
gen.

Yang et al. fanden heraus, dass CyPA {iiber seinen Rezeptor EMMPRIN die Adhision
von Monozyten an die Extrazelluldre Matrix fordert."> Aus ihren Versuchen wird deut-
lich, dass CyPA die monozytire Adhdsion nicht ausschlieBlich an Endothel vermittelt.
Es ist daher denkbar, dass extrazelluldres CyPA zu einer allgemeinen Aktivierung mono-

zytirer Zellen fiihrt, die darauthin eine Reihe unterschiedlicher Adhdsionsmolekiile ex-

primieren.
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4.2.3 Die durch Cyclophilin A induzierte endotheliale
Adhasion von monozytaren Zellen ist abhangig von der

Phosphoinositid-3-Kinase

Weitere Untersuchungen der vorliegenden Studie an der Flusskammer belegen, dass die
CyPA-induzierte Adhision von MonoMac6 an aktiviertem Endothel iiber den Phosphoi-
nositid-3-Kinase-Akt-Signalweg vermittelt wird. In nachfolgenden Untersuchungen un-
serer Arbeitsgruppe konnte nachgewiesen werden, dass extrazelluldres CyPA eine Phos-
phorylierung von Akt bewirkt.'®

Da Wortmannin alle PI3K-Isoformen hemmt, wohingegen Ly294002 lediglich PI3K-f3
und -8 inhibiert,'” konnte bei der Inhibition durch Wortmannin aufgrund des breiteren
Spektrums ein ausgeprigterer Effekt zu erwarten sein. Allerdings sind die gemessenen
Unterschiede im Hemmeffekt von Ly294002 und Wortmannin nicht signifikant.
Moglicherweise sind besonders die Isoformen B und 6 der PI3K in die Signalkaskade
der CyPA-stimulierten Adhédsion von Monozyten eingebunden. So konnte die Inhibition
weiterer Isoenzyme keine lineare Zunahme der hemmenden Wirkung auf CyPA-Effekte
mehr bewirkt. Eine weitergehende Abkliarung diesbeziiglich durch weitere Studien

scheint erstrebenswert.

Analog zu den hier vorgestellten Versuchen an Zellen einer monozytiren Zelllinie ist
aus anderen Experimenten bekannt, dass eine PI3K-Inhibition die Adhésion von Neutro-
philen Granulozyten an aktiviertem Endothel abschwicht."* Dariiber hinaus konnte in
unserem Labor gezeigt werden, dass die CyPA-induzierte Chemotaxis von Monozyten
abhingig von der PI3K ist.*

Allgemein ldsst sich eine wichtige Rolle von PI3K-y und -6 in der Immunabwehr fest-
stellen.”” So beeintrachtigt eine Defizienz an PI3K-y stark die Migration von Monozy-
ten und anderen Immunzellen bei Entziindungsprozessen.'*®

Die Bedeutung von PI3K-y und -6 fiir die Infarktheilung machen Doukas et al. deutlich,
indem sie nachweisen, dass eine Inhibition dieser Isoenzyme nach Ischdmie/Reperfusi-
on die InfarktgroBe reduziert. Unerwartet ist jedoch, dass dabei die inflammatorischen
Infiltrate im Infarktgebiet nicht vermindert sind.'” Méglicherweise wurden durch die
Inhibition des PI3K-Akt-Signalwegs nicht nur die dargestellten adhdsions-/migrations-
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fordernden Eigenschaften beeintrichtigt, sondern gleichzeitig auch Signale, welche die

Migration hemmen.

Obwohl die durchgefiihrten Versuche Unterschiede im Hemmeffekt zwischen einer
PI3K-Inhibition und der Inhibition von extrazelluldirem Cyclophilin zeigen, sind diese
nicht signifikant. Daher kann keine Aussage getroffen werden, iiber welchen dieser
Wege eine Infiltration von Monozyten effektiver gehemmt wird.

Zudem bleibt es weiteren Untersuchungen vorbehalten, festzustellen, inwiefern die un-

tersuchten Effekte von CyPA iiber weitere Signalwege vermittelt werden.

4.3 Limitationen der vorliegenden Studie

Die hier vorgestellte Arbeit erforscht im Mausmodell und an der Flusskammer die Be-
deutung von CyPA und CD147 bei pathophysiologischen Prozessen dhnlich denen, die
bei einem Herzinfarkt ablaufen.

Zur Auswertung der Leukozyteninfiltrate 24h nach Ischdmie/Reperfusion wurde eine
HE-Féarbung zur Bestimmung der Zelldichte durchgefiihrt. Zusitzlich kénnten immun-
histologische Untersuchungen Aufschluss iiber die Zusammensetzung der eingewander-
ten Immunzellen geben. In Vorversuchen an Méusen, die anti-CD147 bereits vor der
LAD-Ligatur erhalten hatten, konnte in unserer Arbeitsgruppe immunhistologisch ge-
zeigt werden, dass die Einwanderung von Neutrophilen Granulozyten und Makrophagen
um mehr als die Hilfte gesenkt wurde.® Da die Wirkung von anti-CD147 auf die Zell-
dichte bei jenem Versuch nur wenig von den in dieser Arbeit ermittelten Effekten ab-
weicht, ist von einer dhnlichen Zusammensetzung der einstrémenden Leukozyten aus-

zugehen wie bei den genannten Vorversuchen.

Die vorliegende Studie analysiert im Tierversuch lediglich histologische Merkmale und
die Fibrose- bzw. Infarktgrofe. Die InfarktgroBe korreliert zwar mit dem funktionellen
Schaden und der Mortalitét,***® eine explizite Analyse der Herzfunktion mittels Echo-
kardiographie wire allerdings wiinschenswert. Eine solche war in unserer Arbeitsgruppe
bei Mausen erfolgt, die anti-CD147 vor Setzen der LAD-Ligatur erhalten hatten. Dabei
konnte dort ein signifikanter protektiver Effekt von anti-CD147 auf die Pumpfunktion

bestitigt werden.®
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In den Flusskammerexperimenten wurde die Wirkung verschiedener Inhibitoren der
CyPA-induzierten monozytiren Adhésion untersucht. Die Durchfithrung wére weiter
optimierbar durch die Hinzunahme einer mit LPS stimulierten Kontrollgruppe. Dadurch
konnte nachgewiesen werden, ob spezifisch CyPA-abhéngige Effekte oder allgemeinere
Mechanismen inhibiert werden.

Des Weiteren ist zukiinftig eine softwarebasierte automatisierte Auswertung der Fluss-
kammer-Videos denkbar, die eine préizisere Definition und Zahlung rollender Zellen er-
lauben wiirde. Eine solche objektive Bestimmung konnte genauere Ergebnisse mit ge-
ringeren Varianzen liefern, sodass womdglich auch fiir den Hemmeffekt von MM284,
Ly294002 und/oder Wortmannin auf das monozytire Rollen das Signifikanzniveau er-

reicht wiirde.

Das verwendete Mausmodell spiegelt eine vollstindig reversible Okklusion eines Koro-
nargefdlles an einem jungen, gesunden Herzen wider. Bei Patienten hdufig vorhandene
Komorbidititen wie Atherosklerose oder Diabetes wurden in der vorliegenden Arbeit
nicht einbezogen. Beide Erkrankungen scheinen jedoch Einfluss auf die Infarktheilung
zu haben.>'*781921% Speziell der protektive Effekt einer CyP-Inhibition durch CsA in Be-
zug auf den Reperfusionsschaden konnte bei préadiabetischen Mausen nicht nachgewie-
sen werden.'”

Da die verwendeten Méuse einem ca. 7-jdhrigen Menschen entsprechen, wurde aufler-
dem nicht beriicksichtigt, dass der Myokardinfarkt bevorzugt bei dlteren Patienten auf-
tritt.'” Man weil zum einen, dass kardioprotektive Methoden im Alter weniger wirksam
sind."”* Zum anderen ist die Entziindungsreaktion bei jungen Individuen stirker ausge-
pragt, sodass die positiven Effekte einer Hemmung der Leukozyteninvasion fiir dltere
Patienten iiberschitzt werden konnten.®"*'”> In den Empfehlungen des Hatter Work-
shops, die sich als Leitlinie fiir das Design von Studien zur Kardioprotektion verstehen,
wird daher vorgeschlagen, zunichst den Einflussfaktor Alter in Tierversuchen einzube-
ziehen.'

Dariiber hinaus wurde nicht beriicksichtigt, dass mehrere haufig von kardiologischen
Patienten eingenommene Medikamente wie ACE-Hemmer, AT-1-Rezeptor-Antagonis-

ten, B-Blocker oder Statine bereits eine positive Wirkung auf das Remodelling nach ei-
-88- DISKUSSION



nem Herzinfarkt entfalten.'® Es ist daher moglich, dass der hier erforschte kardioprotek-
tive Effekt einer CyPA-CD147-Blockade in der klinischen Praxis bereits heute partiell
durch andere Medikamente bewirkt wird. So konnte es sein, dass der zusitzliche Nutzen
der untersuchten Therapie fiir Infarktpatienten {iberschitzt wird.

Grundsitzlich wurde in der vorgelegten Studie angestrebt, isoliert und standardisiert den
Einfluss einer CyPA-CD147-Inhibition zu evaluieren. Um Interferenzen zu vermeiden,
wurden daher die bei Patienten vorhandene Komorbidititen und andere Umweltfaktoren
auller Acht gelassen. Auch die Komplexitdt des Patientenguts im Hinblick auf die In-
farktlokalisation und Ischdmiedauer blieb im Sinne einer Standardisierung unbe-

achtet.®!'*

In vitro wurde gezeigt, dass extrazellulires CyPA die Monozytenmigration stark be-
einflusst. /n vivo konnte jedoch in den durchgefiihrten Experimenten nicht differenziert
werden, welchen Anteil an den beobachteten Effekten der CD147-Blockade die vermin-
derte Monozyteninvasion hat und wie stark der Einfluss der gleichzeitig bewirkten

Hemmung der Neutrophilenmigration®-'*°

ist. Da die Neutrophilen Granulozyten nur in
der initialen Phase der Infarktheilung vorhanden sind, wird aber vermutet, dass sie — im
Gegensatz zu Makrophagen — fiir die Remodelling-Vorgédnge nur eine untergeordnete
36,196

Rolle spielen.

In dieser Arbeit wird besonders die Interaktion von extrazellulirem CyPA und CD147
betrachtet.

Bei Mausen wurde hierfiir durch Antikorper der Hauptrezeptor von CyPA, CD147, blo-
ckiert. Mutmaflich vorhandene weitere Rezeptoren fiir CyPA® wurden jedoch nicht er-
fasst. Des Weiteren wurde dadurch auch die homophile Interaktion zwischen CD147-
Molekiilen'” und die Signaltransduktion von CyPB blockiert.'"’

Im Unterschied dazu wurde im Flusskammerversuch durch MM284 die CyPA-Wirkung
auf simtliche CyP-Rezeptoren blockiert. Es erfolgte also keine ausschlieBliche Blocka-
de des CyPA-CD147-Systems.

Eine exakte Abgrenzung der CyPA-CD147-Achse von dariiber hinausgehenden Interak-
tionen der beiden Molekiile ist deshalb mit den durchgefiihrten Untersuchungen nicht

moglich. In anderen Arbeiten hatte eine gemeinsame Blockade von CD147 und CyPA
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indes keinen stirkeren Effekt als die alleinige Inhibition eines der beiden Bindepartner
erzielt.*8! Daher scheinen die nicht betrachteten Nebeninteraktionen allenfalls von un-

tergeordneter Bedeutung zu sein.

Es wurde in der vorliegenden Arbeit nicht versucht, die genauen Ursachen des be-
einflussten myokardialen Schadens zu kldren. Die Hypothese dieser Studie besagt, dass
durch die Reduktion der postischdmischen Inflammation die InfarktgroBe verringert
wird. Es wire allerdings zusédtzlich oder alternativ mdglich, dass dieser Effekt durch
eine Verringerung des Reperfusionsschadens oder des durch die Ischdmie selbst ausge-
16sten Schadens zustande kommt.

Dem widerspricht hingegen, dass eine anti-CD147-Gabe bereits vor dem Zeitpunkt der
Koronarokklusion keine bedeutend hohere Kardioprotektion erzielt® als die hier durch-
geflihrte Applikation nach LAD-Ligatur. Daher scheint zumindest eine Verminderung

des direkt durch die Ischdmie bedingten Schadens unwahrscheinlich.

Aufgrund der erwihnten Grenzen dieser Arbeit, sollte in weiteren Untersuchungen fol-
genden Fragestellungen nachgegangen werden:

Durch Tierexperimente sollte zunidchst der Einfluss des Alters auf die Infarkttherapie
mittels CyPA-CD147-Inhibition gekldrt werden.'™ Zusétzlich ist es notwendig, die Tiere
iiber einen ldngeren Zeitraum zu beobachten, um die langfristigen Auswirkungen der In-
tervention zu erkennen.

Die an MonoMac6-Zellen gewonnenen Erkenntnisse sollten vollstindig an Blutmono-
zyten verifiziert werden, wie dies fiir den Adhésionseffekt von extrazellulirem CyPA

t.% Dariiber hinaus ist es

bereits in spédteren Experimenten unserer Gruppe geschehen is
wiinschenswert, die in vitro gefundenen Aspekte in vivo nachzuvollziehen, bspw. liber
intravitalmikroskopische Untersuchungen.

Grundsitzlich bleibt zu erforschen, welche Adhasionsmolekiile durch extrazelluldres

CyPA hochreguliert werden und die beobachteten Effekte vermitteln.

4.4 Schlussfolgerung

Das Ziel der vorliegenden Studie war es, die bei der Interaktion von extrazelluldrem

CyPA und CD147 wirkenden Mechanismen zu charakterisieren. Speziell der Einfluss
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auf die endotheliale Adhdsion von Monozyten sollte untersucht werden, da diese flir den
Remodelling-Prozess nach einem Myokardinfarkt von besonderer Bedeutung sind.*>

Es zeigt sich, dass eine Hemmung des CyPA-Rezeptors CD147 sowohl die Leukozyten-
Infiltration als auch die Infarktgroe nach Ischimie und Reperfusion signifikant senkt.
Die beobachtete Reduktion der Leukozyten-Migration konnte im Falle der Monozyten
mithilfe der in-vitro-Versuche erklart werden: Hier wurde nachgewiesen, dass bei einem
Myokardinfarkt vermehrt exprimiertes extrazellulires CyPA®'* die Adhésion von mo-
nozytdren Zellen am Endothel fordert. Zusétzlich wurde festgestellt, dass diese Adhési-

on iiber den PI3K-Akt-Signalweg vermittelt wird.

Mogliche Therapeutika, welche die CyPA-CD147-Interaktion hemmen, konnten zu-
kiinftig bei einem Herzinfarkt appliziert werden, um die Monozyteninvasion zu ver-
ringern. Dadurch kénnte der inflammatorische Myokardschaden sowie negatives Remo-
delling minimiert und die langfristige Herzfunktion nach einem Infarkt verbessert wer-
den. Da fiir die notwendige Abheilungsreaktion nach einem Herzinfarkt eine vollsténdi-
ge Unterdriickung der Monozytenantwort nicht anzustreben ist,** scheint eine Kontrolle
der Monozytenrekrutierung sinnvoll.

Ein moglicher Vorteil einer therapeutischen Beeinflussung der CyPA-CD147-Interakti-
on gegeniiber einer breiten Unterdriickung des Immunsystems besteht in einem ge-
ringeren Nebenwirkungs-Potential: EMMPRIN und extrazelluldres CyPA werden im ge-
sunden Organismus nur wenig exprimiert und steigen erst im Zuge einer Schidigung
an, 018719 Somit ist es moglich, durch eine voriibergehende Blockade von extrazellu-
lirem CyPA oder CD147 v.a. pathophysiologische Prozesse anzugreifen. Physiologische
Vorginge konnten zum GroBteil unbeeintrichtigt bleiben.'*

Versuche mit CsA zur Blockade von Cyclophilinen waren in der Vergangenheit vielver-
sprechend verlaufen und fanden eine Verringerung der Infarktausdehnung.'®*'** Den-
noch ist CsA aufgrund seiner immunsuppressiven Eigenschaften kein idealer Kandidat
fir den Einsatz bei Herzinfarkten.” Aus demselben Grund wird aktuell Alisporivir zur
Therapie von Hepatitis C in klinischen Phase-II-Studien getestet, ein CyPA-Inhibitor
ohne abwehrschwiichende Wirkung."’

In der hier vorgestellten Arbeit wurde aufgezeigt, dass auch die Inhibition von aus-

schlieBlich extrazellulirem CyPA kardioprotektiv wirkt. So konnte eine nidchste Genera-
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tion von CyPA-Inhibitoren selektiv extrazelluldre Cyclophiline angreifen und dadurch
das Potential fiir Nebenwirkungen weiter senken.

Um gezielt die Wirkung von extrazellulirem CyPA zu hemmen, kdnnten auf3erdem An-
tikdrper gegen CD147 eingesetzt werden, dhnlich den in dieser Studie verwendeten An-

tikorpern.

Die vorliegende Studie gibt einen Hinweis darauf, dass ein therapeutischer Eingriff in
den PI3K-Akt-Signalweg den CyPA-vermittelten Myokardschaden reduzieren konnte.
Allerdings ist vor einer moglichen klinischen Anwendung eine weitergehende grundle-
gende Forschung auf diesem Gebiet unabdingbar, um eine zielgerichtete PI3K-Inhibiti-
on zu ermdglichen. Eine generelle Blockade des Enzyms wire durch seine Beteiligung
an zahlreichen Vorgingen im Organismus'’ vermutlich mit starken unerwiinschten Wir-

kungen verbunden.

Bevor die Inhibition des CyPA-CD147-Systems in der klinischen Praxis zur Anwen-
dung kommen kann, miissen weitere Untersuchungen durchgefiihrt werden. Darin muss
u.a. der Einfluss von Komorbiditdten und Alter geklart werden, sowie die Wirksamkeit
der vorgeschlagenen Therapiestrategie an hoheren Sdugetieren bestitigt werden.'™
SchlieBlich sind diejenigen Patienten zu identifizieren, welche von einer Blockade der
CyPA-CD147-Interaktion zusétzlich zur Reperfusion profitieren.*'” Bislang ist noch
ungekldrt, welche InfarktgroBBen am besten auf diese Behandlung ansprechen und wel-

che Rolle die Ischimiedauer fiir den Nutzen dieser Therapie spielt.'”*

Obwohl eine direkte klinische Anwendung aktuell noch nicht abzusehen ist, liefert die
vorliegende Arbeit wichtige Informationen iiber die Rolle von extrazellulirem CyPA
beim Myokardinfarkt. Diese Grundlagen sind unverzichtbar, um die effektive Therapie

kardiovaskulédrer Erkrankungen kontinuierlich weiterzuentwickeln.
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5. Zusammenfassung

Der akute Myokardinfarkt ist eine Erkrankung mit hoher Morbiditét und Letalitét. Ein
iiberlebter Infarkt fithrt hdufig zu Herzinsuffizienz, welche die Lebensqualitét der Pati-
enten deutlich eingeschrankt.

In der vorliegenden Arbeit wird deshalb untersucht, ob therapeutisch in die Interaktion
des Proteins CyPA mit seinem Rezeptor CD147 eingegriffen werden kann, um die Gro-
Be eines Herzinfarkts zu verringern. Dem zugrunde liegt die Hypothese, dass extrazellu-
lares CyPA iiber CD147 die Einwanderung von Monozyten in geschidigtes Myokard
bewirkt. Dort fiihren Monozyten zu Zellschiden und einem Gewebeumbau, der die Ent-
stehung einer Herzinsuffizienz beglinstigt.

In vivo wurde daher an Méausen durch Ligatur der LAD ein Myokardinfarkt erzeugt und
kurz vor der Reperfusion Antikorper gegen CD147 appliziert. In diesem praxisnahen
Szenario wurden durch die Inhibition von CD147 sowohl die InfarktgroBe als auch die
Zahl einwandernder Zellen ins Infarktgebiet deutlich reduziert.

In vitro wurde unter Stromungsbedingungen der Einfluss von CyPA auf das Adhisions-
verhalten monozytirer MonoMac6-Zellen an aktiviertem Endothel untersucht. Dabei
konnte erstmals gezeigt werden, dass speziell extrazellulires CyPA die monozytire
Adhésion fordert. Es wurde nachgewiesen, dass dieser Effekt iiber den PI3K-Akt-
Signalweg vermittelt wird.

Die pharmakologische Inhibition von CyPA bzw. CD147 stellt damit einen vielverspre-
chenden Ansatz fiir die zukiinftige Therapie des Myokardinfarkts dar. Hierdurch konnte
es gelingen, die Herzfunktion nach einem Infarkt langfristig zu verbessern. Da sowohl
CyPA als auch CD147 v.a. bei Krankheitsprozessen exprimiert werden, ist ein geringes
Nebenwirkungspotential wahrscheinlich, das durch die Fokussierung auf ausschlie3lich
extrazelluldres CyPA weiter gesenkt werden kann.

Das grundlegende Wissen um die Rolle des PI3K-Akt-Signalwegs bei der CyPA-vermit-
telten Monozytenadhdsion ermoglicht eine weitere Forschung, an deren Ende eine ge-
zielte Beeinflussung intrazelluldrer Signalwege in verschiedenen Krankheiten stehen
konnte.

In der vorliegenden Studie bleiben das hohere Alter der meisten Herzinfarkt-Patienten

sowie haufige Komorbiditidten und Begleitmedikation unberiicksichtigt. Daher miissen
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die Ergebnisse dieser Studie unter weiteren Bedingungen evaluiert werden, sodass es
moglich wird, die Patienten zu identifizieren, welche von einer zusitzlichen Therapie

durch CyPA-CD147-Inhibition profitieren.
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6. Verzeichnisse

6.1 Abkiirzungsverzeichnis

Aqua dest. destilliertes Wasser

AS Aminosdure(n)

bspw. beispielsweise

bzw. beziehungsweise

ca. circa

CD Compact Disc

CD Cluster of Differentiation, Classification Determinant
CsA Ciclosporin A

CyPA Cyclophilin A

CyPB Cyclophilin B

d Tag(e)

d.h. das heil3t

DVD Digital Versatile Disc

EMMPRIN Extracellular Matrix Metalloproteinase Inducer = CD147
ERK Extracellular-signal-Regulated Kinase
FCS Fetal Calf Serum

ggf. gegebenenfalls

GPVI thrombozytéres Glykoprotein VI

h Stunde(n)

HE Hamatoxylin-Eosin-Féarbung

HIV Human Immunodeficiency Virus
HUVEC Human Umbilical Vein Endothelial Cells
1.d.R. in der Regel

ICAM-1 Intercellular Adhesion Molecule 1

IFN-y Interferon y

IgG Immunglobulin G

IKK IxB Kinase

IL Interleukin

JINK c-Jun N-terminal Kinase
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kg Kilogramm
KG Korpergewicht
LAD left anterior descending; Ramus interventricularis anterior der

linken Koronararterie

LFA-1 Lymphocyte Function-Associated Antigen-1
LPS Lipopolysaccharid

Ly Ly294002

M molare Stoffkonzentration [mol/1]

MAPK Mitogen-Activated Protein Kinase

max. maximal

MCP-1 Monocyte Chemotactic Protein-1

MCT Monocarboxylat-Transporter

min Minute(n)

mind. mindestens (verwendet? evtl. beseitigen?)
Mio Millionen

ml Milliliter

MM6 Mono Mac 6

MMP Matrix-Metalloproteinase

mPTP Mitochondrial Permeability Transition Pore

MT-MMP Membrane-Type Matrix-Metalloprotease

NaCl Kochsalzldsung, wo nicht anders erwéhnt 0,9%

NEAA Non-Essential Amino Acids

NF«B Nuclear Factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-
cells

ng Nanogramm

nM nanomolar

PBS phosphatgepufferte Salzlosung, Phosphate Buffered Saline

PI3K Phosphoinositid-3-Kinase

PPlase Peptidyl-Prolyl-cis-trans-Isomerase

rpm rotations per minute; Umdrehungen pro Minute

s Sekunde(n)

S Seite

s.0. siehe oben

STEMI ST Elevation Myocardial Infarction
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TGF-p Transforming Growth Factor 3

TIMP Tissue Inhibitor of Metalloproteinases
TNF-a Tumornekrosefaktor o

TTC 2,3,5-Triphenyltetrazolium-Chlorid
u-PA urokinase-type Plasminogen Activator
u.a. unter anderem

v.a. vor allem

VCAM-1 Vascular Cell Adhesion Molecule-1
VCD Video-CD

VEGF Vascular Endothelial Growth Factor
vgl. vergleiche

VLA-4 Very Late Antigen-4

ul Mikroliter

uM mikromolar
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