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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

Nach Angaben des statistischen Bundesamtes stellen Erkrankungen des Herz-Kreislauf-Sys-
tems die bei Weitem haufigste Todesursache in Deutschland dar. Dabei stehen an erster Stelle
der Todesursachenstatistik chronisch ischdmische Herzerkrankungen, die im Jahr 2003 als
Ursache fiir 10,9 % aller Sterbefille nachgewiesen wurden, darauf folgt an zweiter Stelle der
akute Myokardinfarkt, der fiir 7,5 % der Sterbefille in diesem Jahr verantwortlich war
(www.gbe-bund.de).

Die Ausdehnung eines Infarktes, der aufgrund einer Ischdmie des Myokards entsteht, steht in
direktem Zusammenhang mit einem Funktionsverlust des Herzens und Komplikationen in
Form von Herzrhythmusstorungen. Daher ist das Ziel der Therapie einer akuten Koronar-
arterienokklusion die Infarktgrofe so weit wie moglich zu limitieren. Das Ausmal} des durch
die Ischdmie entstehenden Infarktes hiangt jedoch nicht allein von der Dauer und dem Umfang
dieser Ischdmie ab, sondern wird zudem durch verschiedene Faktoren wihrend der anschlie-
Benden Reperfusion beeinflusst (REIMER und JENNINGS 1992). Neben einer schnellstmog-
lichen Beseitigung der Arterienokklusion und einer medikamentdsen Thrombolyse zur Ver-
hinderung einer Rethrombosierung und einer Embolisierung der Mikrozirkulation konnten
durch Substanzen, die in der Lage wéren, den progredienten Zelluntergang wihrend der Re-
perfusion zu verringern, deshalb noch groBere Therapie-Erfolge erzielt werden. Aus diesem
Grund beschiftigen sich zahlreiche Untersuchungen tliber myokardiale Ischdmie und Reperfu-
sion mit den Auswirkungen verschiedener Molekiile und Interventionen auf die InfarktgrdB3e.
So ergab eine bisher unverdffentlichte Studie (HEUER, in Vorbereitung) an einem myokar-
dialen Ischimie/Reperfusions-Modell mit Gog-Knockout-Méusen, dass das Fehlen des Goy-
Proteins, das zur intrazelluldren Weiterleitung extrazelluldrer Signale dient, eine signifikante
Limitierung der Infarktgroe bewirkt. Dieses Signalmolekiil spielt unter anderem eine wichti-
ge Rolle fiir die Aktivierung von Thrombozyten, deren Bedeutung fiir die Entstehung und
Auspriagung eines Myokardinfarkts auller Frage steht (OFFERMANNS et al. 1997b;
GAWAZ 2004). Allerdings ist das Go-Protein nicht auf die Thrombozyten beschrinkt,
sondern wird neben vielen anderen Korperzellen auch von den Kardiomyozyten exprimiert
(WILKIE et al. 1991; OFFERMANNS et al. 1998).

Die vorliegende Arbeit soll am Mausmodell Aufschluss dariiber geben, ob der Einfluss des
Gag-Proteins auf die InfarktgroBe nach einer myokardialen Ischdmie und Reperfusion auf
dessen Wirkungen im Thrombozyten zuriickzufiihren ist, oder ob das Fehlen dieses Signalmo-
lekiils in anderen Korperzellen, z. B. in den Endothelzellen oder den Kardiomyozyten selbst,

eine Limitierung der Infarktgrofle zur Folge hat.



SCHRIFTTUM

2 SCHRIFTTUM

2.1 Myokardinfarkt

2.1.1 Ursachen

Ein Myokardinfarkt entsteht an Regionen im Herzmuskel, an denen die Kardiomyozyten auf-
grund einer schweren oder anhaltenden Ischdmie geschédigt werden und durch Nekrose oder
Apoptose zugrunde gehen. In seltenen Fillen kann eine solche Minderdurchblutung akut
durch Bakterienemboli oder Thromben, die durch Vorhofflimmern oder Verletzungen des En-
dokards entstehen, ausgelost werden. Ursachen fiir chronische koronare Stenosen hingegen
sind Erkrankungen wie Polyarteritis nodosa, rheumatische oder rheumatoide Arteritis, Throm-
boangiitis obliterans oder aber verschiedene Neoplasien. Der bei weitem héufigste Ausloser
fiir eine myokardiale Ischdmie und einen daraus entstehenden Myokardinfarkt ist jedoch eine

atherosklerotische Vorschiadigung der Koronargefid3e (REIMER und JENNINGS 1992).

2.1.2 Pathogenese

Unter Atherosklerose versteht man die Ablagerung von Lipiden und fibrosen Bestandteilen
am Endothel der Arterien. Sie gilt als Hauptursache fiir Schlaganfall und verschiedene, kar-
dial bedingte Symptome, unter anderen den Myokardinfarkt (LUSIS 2000).

Die Atiologie der Atherosklerose setzt sich zusammen aus Faktoren, die eine genetische
Komponente beinhalten, und Umweltfaktoren bzw. Lebensgewohnheiten, die die Entstehung
und Auspragung der Krankheit fordern. So steht fest, dass fiir Menschen, die aus Familien mit
einer hohen Inzidenz dieser Erkrankung stammen, ein deutlich groBeres Risiko besteht, davon
betroffen zu sein (GOLDBOURT und NEUFELD 1986). Von besonderer Bedeutung ist die
Zusammensetzung der Lipide im Blut, speziell das Verhiltnis von low-density-lipoprotein
(LDL) zu high-density-lipoprotein (HDL). Wahrend ein hoher LDL-Spiegel im Blut eine
wichtige Rolle fiir die Entstehung und Progredienz der atherosklerotischen Plaques spielt,
wirkt ein hoher HDL-Spiegel diesen Verdnderungen entgegen (GORDON und RIFKIND
1989; HOSTMARK et al. 1990). Ein hoher Blutdruck sowie ein bestehender Diabetes
mellitus gelten ebenso als Risikofaktoren wie bestimmte Lebensgewohnheiten, zu denen z. B.
fettreiche Erndhrung, Rauchen, mangelnde korperliche Betdtigung und Stress zéhlen (YUSUF
et al. 2004).

Fortgeschrittene atherosklerotische Lédsionen bestehen aus einem oder mehreren extrazelluldr
lokalisierten Lipid-Kernen, die im Laufe der Zeit von einer Kappe aus glatter Muskulatur und
einer extrazelluldren Matrix, die von den Muskelzellen gebildet wird, abgegrenzt werden.

Diese Verdickungen in der Gefallintima ragen ins Lumen hinein und konnen es teilweise

2
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verengen. Allerdings fiihren sie per se in den wenigsten Féllen zur Entwicklung akuter kar-
dialer Symptome; diese entstehen sekundidr durch eine Verletzung und Ruptur einer oder
mehrerer solcher fibrosen Kappen und anschlieBender Bildung eines total oder partiell okklu-
siven Thrombus (CONSTANTINIDES 1966; FALK 1983; DAVIES und THOMAS 1984;
FALK 1985). An der Rupturstelle wird die Gerinnungskaskade eingeleitet. Das geschieht
dadurch, dass die subendotheliale Matrix mit den Blutbestandteilen in Beriihrung kommt,
wird aber zusétzlich durch die Expression bestimmter prokoagulatorischer Substanzen, vor
allem den tissue factor forciert (MACH et al. 1997). Aus dieser Thrombosierung an der Stelle
der Plaque-Erosion entsteht in vielen Fillen eine Obstruktion der Arterie; es kdnnen dabei
jedoch zusitzlich kleinere Teile des Thrombus abgeschwemmt werden und als Emboli die

Mikrozirkulation beeintrachtigen (EL-MARAGHI und GENTON 1980; DAVIES et al. 1986).

2.2 Ischimie und Reperfusion

2.2.1 Pathomechanismen wihrend der Ischiamie

Ein GefdB3verschluss aufgrund der oben beschriebenen Veridnderungen bewirkt eine Ischédmie
des Gewebes, das im Versorgungsbereich der betroffenen Arterie liegt. Dadurch, dass kein
Sauerstoff und keine Niahrstoffe mehr zu den Zellen gelangen, andererseits aber auch deren
Stoffwechselendprodukte nicht mehr abtransportiert werden, unterliegen diese Zellen sowohl
funktionellen als auch strukturellen Verdanderungen. Der anaerobe Stoffwechsel fiihrt zu einer
Anhidufung von Laktat, Protonen und anorganischem Phosphat und damit zu einer Zellazidose
(JENNINGS et al. 1981; REIMER und JENNINGS 1992). Die zelluldren Ionenpumpen sind
nicht mehr in der Lage, die Homdostase der Elektrolyte aufrecht zu erhalten, woraus sich ein
gestortes Membranpotential entwickelt. AuBBerdem fiihrt die intrazellulire Ansammlung von
Calcium zur Aktivierung endogener Phospholipasen, die in der Lage sind, die Plasmamem-
bran zu schidigen (NAYLER und ELZ 1986). Auf diese Weise entwickelt sich ein Membran-
0dem und im weiteren Verlauf eine Zellschwellung. Durch die nekrotischen Verdnderungen
der Kardiomyozyten und der Endothelzellen werden bereits wihrend der Ischimie vermehrt
Leukozyten vom geschéidigten Gewebe rekrutiert (ENGLER et al. 1986; FORMAN et al.
1990).

Innerhalb weniger Minuten sind die Energiereserven der Zellen in Form energiereicher Phos-
phatverbindungen wie Adenosintriphosphat (ATP), Adenosindiphosphat (ADP) und Kreatin-
phosphat aufgebraucht. Adenosin, das einen potentiellen Vasodilatator darstellt und dessen
Konzentration im Lumen von intakten Endothelzellen durch Aufnahme und Abgabe kon-

trolliert wird, unterliegt nach und nach einem Abbau zu den Purinen Xanthin und Hypo-
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xanthin (JENNINGS et al. 1981). AuBlerdem gehen den einzelnen Zellen wichtige Enzyme
verloren: Von besonderer Bedeutung fiir den anschlieBenden Reperfusionsschaden ist hierbei
der Verlust bestimmter Schutzmechanismen gegen freie Radikale. Zu diesen Enzymen, die in
der Lage sind, Sauerstoff-Radikale in weniger reaktive Verbindungen abzubauen, zihlen vor
allem die Superoxid-Dismutase, die Glutathion-Peroxidase und die Katalase (FERRARI et al.
1985).

2.2.2 Reperfusionsschaden

Es ist offensichtlich, dass der einzige Weg, diesen massiven Gewebsuntergang aufzuhalten,
die moglichst rasche und vollstindige Wiederherstellung der physiologischen Durchblutung
des betroffenen Gebietes ist. Allerdings geht man seit einigen Jahrzehnten davon aus, dass die
Reperfusion den Zellen zusétzlichen Schaden zufiigt. Der so genannte ,,Reperfusionsschaden®
ist eine hédufig gebrauchte Bezeichnung. Sie wird fiir verschiedene zellulire Mechanismen in
Folge einer vorangegangenen Ischdmie oder auch fiir deren klinische Auswirkungen ver-
wendet (NAYLER und ELZ 1986; HEARSE et al. 1993). Ob jenen Verdnderungen aber tat-
sachlich Schéidigungen des Gewebes, die durch die Reperfusion an sich entstanden sind, zu-
grunde liegen, oder ob die wéhrend der Ischdmie entstandenen pathologischen Verdanderungen
durch die Reperfusion lediglich beschleunigt werden, ist schwierig zu beurteilen. Es l4sst sich
sehr schwer voneinander abgrenzen, ob Kardiomyozyten, die wihrend einer Ischdmiephase
reversibel geschiddigt werden, erst durch die anschlieBend wiedereinsetzende Durchblutung
endgiiltig zugrunde gehen, oder ob diese Zellen bereits aufgrund der Ischdmie irreversible
Schiaden davontragen, die durch die einsetzende Reperfusion nicht mehr kompensiert werden

konnen (MAXWELL und LIP 1997).

2.2.3 Mechanismen des Reperfusionsschadens

Fiir den Reperfusionsschaden werden im Wesentlichen zwei Phdnomene verantwortlich ge-
macht: ein vermehrter Calcium-Einstrom in die Kardiomyozyten und die Bildung hochreakti-
ver Sauerstoffradikale, die von den Zellen nicht abgebaut werden konnen (MAXWELL und
LIP 1997).

Calcium-Overload

Bereits wihrend der Ischimie entwickelt sich ein Ca®"-Overload der Kardiomyozyten; durch
die entstehende Zellazidose wird der Na'/H -Transporter aktiviert, woraus primér ein Anstieg
des intrazelluldren Na* resultiert. Dieses wird wiederum vom Na'/ Ca**-Austauscher in den
Extrazellulirraum befordert, mit der Folge einer Ca*"-Anhiufung in den Zellen. Vor allem die

Mitochondrien tolerieren einen erhdhten Ca”*-Spiegel schlecht: Er fiihrt zum Verlust des
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mitochondrialen Membranpotentials, wodurch die Apoptosekaskade in Gang gesetzt wird.
AulBlerdem ist er in der Lage, intrazelluldre Phospholipasen zu aktivieren und damit vor allem
die Zellmembran zuséitzlich zu schddigen (TESHIMA et al. 2003). Nach Meinung einer
Arbeitsgruppe um KUSUOKA fiihrt eine durch diesen Ca*"-Overload verstirkte Aktivitit der
transmembraniren Ca®-Transporter, die dieses Ca" zuriick in den extrazelluldren Raum ver-
bringen, zudem zu einem gesteigerten Energieverbrauch der geschiadigten Zellen und damit
zu einer ,,Entkopplung® der Beziehung zwischen Sauerstoffverbrauch und Kontraktion des

Herzmuskels nach Einsetzen der Reperfusion (KUSUOKA et al. 1990).

Reaktive Sauerstoffradikale

Der zweite wichtige Pathomechanismus des Reperfusionsschadens hingt mit der plotzlich
einsetzenden Bereitstellung von molekularem Sauerstoff zusammen: Aus diesem werden in
den Zellen hochreaktive freie Radikale gebildet (HESS und MANSON 1984; McCORD
1985). Die Zellen sind jedoch durch den oben beschriebenen Verlust wichtiger Schutzenzyme
bereits wihrend der Ischdmie schlecht gegen diesen oxidativen Stress gewappnet. Im physio-
logischen Zustand werden Superoxid-Anion-Radikale zum groBen Teil von der zelluldren
Superoxid-Dismutase in Wasserstoffperoxid, dieses Peroxid von der Katalase letztendlich zu
Wasser und Sauerstoff umgewandelt und damit unschéddlich gemacht (McCORD und
FRIDOVICH 1978; FRIDOVICH 1983; vgl. Abb. 1). Aufgrund des Verlusts der genannten
Zellenzyme wihrend der Ischdmie kann der Abbau dieser Verbindungen nicht mehr
stattfinden.

In fritheren Forschungen wurde fiir die Entstehung dieser Radikale vor allem das Enzym
Xanthin Oxidase/Dehydrogenase verantwortlich gemacht. Dieses liegt physiologisch zum
grofiten Teil als Dehydrogenase vor, durch die Ischdmie verschiebt sich das Verhéltnis
zugunsten der Oxidase; aufgrund der Ansammlung von Xanthin und Hypoxanthin aus Adeno-
sin steht diesem Enzym zu Beginn der Reperfusion viel Substrat zur Verfiigung, was zu einer
hohen Produktion von Superoxid-Anion-Radikalen fiihrt (FRIDOVICH 1983; CHAMBERS
et al. 1985; vgl. Abb. 2).

Nach neueren Erkenntnissen stellen vor allem Leukozyten, die bei ihrer Aktivierung freie
Radikale freisetzen, sowie massive Storungen in der mitochondrialen Atmungskette weitere

wichtige Quellen flir hochreaktive Verbindungen dar (VANDEN HOEK et al. 1997).

Folgen dieser Pathomechanismen
Der zellulire Ca**-Uberschuss und die Produktion freier Radikale verstirken sich gegenseitig

in ihren Auswirkungen auf die Struktur und die Funktion der Zellen.
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a) 02'_ > H02 > HzOz
H+ H02 02

Superoxid-Dismutase
by Oy * 0, > HO0, 4 0;

Katalase
C) H202 + HgOg 2 Hgo + 02

Abb. 1: Verschiedene Abbauwege reaktiver Radikale (modifiziert nach McCORD und FRIDOVICH 1978 und
FRIDOVICH 1983)
a) spontane Reaktion des Superoxid-Anions unter Bildung eines Wasserstoffperoxidmolekiils
b) Umwandlung des Superoxid-Anions durch die Superoxid-Dismutase in Sauerstoff und
Wasserstoffperoxid
¢) Umwandlung von Wasserstoffperoxid durch die Katalase in Wasser und Sauerstoff

Ischdmie
ATP — AMP — Adenosin  —» Hypoxanthin

Reperfusion

Xanthin — Oxidase

Harnsaure

v

Xanthin

0, O,

Abb. 2:  Entstehung von Superoxid-Anionen durch die Umwandlung des wihrend der Ischdmie vermehrt
gebildeten Xanthins zu Harnsdure; katalysiert wird diese Reaktion von der Xanthin-Oxidase (modifiziert
nach FRIDOVICH 1983 und CHAMBERS et al. 1985).

Es kommt, nicht zuletzt durch Oxidation der Membranlipide sowie Schéadigung der
Mitochondrien aufgrund des Ca®"-Uberschusses und der Freisetzung freier Radikale, zu einer
endothelialen Dysfunktion mit einer erh6hten Permeabilitdt und zur beschleunigten Nekrose
von Kardiomyozyten (LUM et al. 1992). Dies bewirkt eine verstirkte Einwanderung
neutrophiler Granulozyten. Einige Studien beschiftigen sich damit, inwiefern deren Ein-
wanderung und Aktivierung nicht zuletzt durch Thrombozyten begiinstigt wird (LEFER et al.
1998; KOGAKI et al. 1999; siehe auch Kap. 2.4). Durch eine Storung der Mikrozirkulation
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aufgrund von Zellverklumpungen ebenso wie aufgrund der Freisetzung vasokonstriktorischer
Substanzen haben die Thrombozyten einen bedeutenden Anteil an dem so genannten ,,no-
reflow*“-Phidnomen, das bereits von KRUG et al. (1966) und von KLONER et al. (1974)
beschrieben wurde. Der Begriff steht fiir die Tatsache, dass nach einer kurzen Hyperdmie-
Phase zu Beginn der Reperfusion die Durchblutung kontinuierlich wieder abnimmt, obwohl
der urspriingliche Ausloser der Ischdmie beseitigt wurde. Dieses Phdnomen ist nach einer
mindestens 30-miniitigen Ischimiephase zu beobachten, und ist, neben den oben genannten
Griinden, auf Struktur- und Funktionsdnderungen, auf Protrusionen des Endothels sowie auf
den Verschluss kleinster Kapillaren durch Schwellung und Kontraktion der Kardiomyozyten

zuriickzufiihren (HEARSE et al. 1993).
2.2.4 Klinische Manifestation des Reperfusionsschadens

“myocardial stunning*

Eine klinische Manifestation des Reperfusionsschadens ist eine verringerte linksventrikuldre
Ejektionsfraktion, die unter dem Begriff ,,myocardial stunning von BRAUNWALD und
KLONER (1982) beschrieben wurde. Diese myokardiale Dysfunktion wird zu Beginn der
Reperfusion beobachtet, ist allerdings vollstindig reversibel und darf deshalb nicht als

permanenter Schaden verstanden werden (MAXWELL und LIP 1997).

Arrhythmien

Arrhythmien wihrend der Reperfusion werden in tierexperimentellen Studien regelmiBig
beobachtet (MAXWELL und LIP 1997). Im klinischen Fall jedoch scheinen Arrhythmien
eher durch eine lange Ischdmiephase als durch die anschlieende Reperfusion verursacht zu

werden (HACKETT et al. 1990).

Komplikationen nach erfolgter Thrombolyse

Inwiefern die bedeutendsten klinischen Auswirkungen, ndmlich Komplikationen nach einer
erfolgreichen Thrombolyse aufgrund massivem Gewebsunterganges, auf die Reperfusion per
se oder auf die vorangegangene Ischimiephase zuriickzufiihren sind, ist schwierig zu beurtei-
len, wie bereits zu Beginn des Kapitels dargestellt wurde. Unabhéngig von dem genauen Zeit-
punkt der Gewebsschiddigung konnte jedoch gezeigt werden, dass insbesondere Stérungen der
Mikrozirkulation und eine unvollstindige Durchblutung des Gewebes nach einer erfolg-
reichen Thrombolyse mit einer schlechten Prognose fiir den Patienten verbunden sind (WU et

al. 1998).
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2.3 Thrombozyten

2.3.1 Morphologie

Menschliche Thrombozyten sind im ruhenden Zustand diskoide, anukleédre Zellen mit einem
Durchmesser von ca. zwei bis vier Mikrometer. Werden sie durch verschiedene Stimuli akti-
viert, dndert sich ihre Form: Sie bilden Pseudopodien aus und werden zu so genannten
Echinosphérozyten. An diesem ,,shape change* ist die Anordnung der Mikrotubuli in den
Pseudopodien und eine Polymerisierung des Strukturproteins Aktin maBgeblich beteiligt.
Diese Formédnderung bewirkt vor allem eine Oberflachenvergroferung, aber auch eine Zentra-
lisierung der Organellen (GAWAZ 1999). Neben Mitochondrien und Glykogenspeichern
besitzen die Thrombozyten drei verschiedene Typen von Granula: dichte Granula, a-Granula
und Lysosome. Dichte Granula enthalten unter anderem Adenin- und Guaninnukleotide, diva-
lente Kationen (wie Ca>"), Serotonin und Histamin. Wichtige Inhaltsstoffe der a-Granula sind
u. a. prokoagulatorische Substanzen, wie z. B. Faktor V, adhésive Proteine, wie Fibrinogen,
Proteine mit zytokindhnlichen Eigenschaften, wie -Thromboglobulin, Plattchenfaktor 4 und
Wachstumsfaktoren, wie Platelet-derived-growth-factor und Transforming-growth-factor
(HARRISON und CRAMER 1993; GAWAZ 1999; RENDU und BROHARD-BOHN 2001;
siche auch Tab. 1). Fiir die unterschiedlichen Aufgaben der Thrombozyten sind auBlerdem
zahlreiche verschiedene Membranproteine und das so genannte ,,dichte tubulidre System®, das

als intrazelluldrer Calcium-Speicher fungiert, von besonderer Bedeutung (GAWAZ 1999).

2.3.2 Funktionen

Die primére Hédmostase, in deren Verlauf ein fragiler Thrombozytenpfropf gebildet wird, lasst
sich funktionell in verschiedene Schritte unterteilen:

1. Adhésion

2. Aggregation

3. Aktivierung

4. Sekretion

Adhdsion

Die Adhésion der Blutpldttchen an die subendotheliale Matrix geschieht durch bestimmte
Rezeptoren auf der Thrombozytenmembran, die entweder direkt an freiliegende extrazelluldre
Matrixbestandteile, wie z. B. Kollagen, Fibronektin und Laminin, binden oder indirekt {iber
den von-Willebrandt-Faktor (vWF). Da letzterer eine hohe Affinitdt zu seinem Rezeptor an
der Thrombozytenmembran, dem GP-Ib-IX-V-Komplex, besitzt, ist diese Bindung am bedeu-
tendsten fiir Bereiche des Gefillsystems, in denen hohe Scherkrifte herrschen (ROTH 1991;

8
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SAVAGE et al. 1998; BERNDT et al. 2001). Diese primire Anbindung des Thrombozyten
ans Endothel ist durch eine hohe Dissoziationsrate gekennzeichnet und muss im weiteren Ver-
lauf durch andere Rezeptorbindungen stabilisiert werden. Hierbei spielt vor allem das Integrin
ampPs eine wichtige Rolle (WEISS et al. 1986; JACKSON et al. 2003; GAWAZ 2004;
RUGGERI 2004). Fiir eine stabile Bindung der Blutplittchen an Kollagen, aber auch bereits
fiir die initiale Adhésion sind aulerdem der so genannte Kollagenrezeptor, das Glykoprotein
VI (GPVI) und das Integrin a,p; essentiell (SAVAGE et al. 1998; MASSBERG et al. 2003;
ANDREWS et al. 2004; LECUT et al. 2004).

Aggregation

Nach dieser Adhédsion an die subendotheliale Matrix werden weitere Blutpléttchen rekrutiert;
deren Anlagerung an die bereits adhdrenten Thrombozyten wird als Aggregation bezeichnet.
Auch hierbei spielt das aktivierte Integrin ouyP3 eine wichtige Rolle, indem es iiber Fibrino-
genbriicken die einzelnen Thrombozyten anfangs lose, im weiteren Zeitverlauf fester mitein-
ander verbindet. Dafiir ist die Aktivierung dieses Rezeptors notwendig, da er im ruhenden
Zustand nicht an 16sliches Fibrinogen bindet: Diese Bindung wird erst durch ein ,,inside-out-
signaling ermdglicht, d. h. intrazellulire Vorginge, in diesem Falle ein erhohter Ca**-Spie-
gel, fiihren den membranstdndigen Rezeptor in einen aktivierten Zustand iiber (PATEL et al.

2003; RUGGERI 2004).

Aktivierung und Sekretion

Die Aktivierung, die zum oben beschriebenen ,,shape change* der Zelle fiihrt, geschieht einer-
seits schon durch die Adhésion, wird aber durch 16sliche Agonisten verstirkt oder kann durch
jene unabhingig von einer Bindung ausgeldst werden. Bei diesen Agonisten handelt es sich
vor allem um ADP, Thromboxan A, und Thrombin. Die Kopplung dieser Molekiile an ent-
sprechende Rezeptoren der Thrombozytenmembran fiihrt {iber meist G-Protein-vermittelte
Signalkaskaden zu einer Erhohung des zytosolischen Ca*‘-Spiegels und damit zur Aktivie-
rung des Thrombozyten (KROLL und SCHAFER 1989; BRASS et al. 1997; GACHET 2001).
Auch die Freisetzung der Granulainhaltsstoffe wird durch einen auf diese Weise erhohten
zytosolischen Ca**-Spiegel ausgelost (RENDU und BROHARD-BOHN 2001).

Durch die Sekretion der chemotaktischen Inhaltsstoffe ihrer Granula sowie durch direkte Bin-
dung und Interaktionen sowohl mit den Endothelzellen als auch mit den Leukozyten sind
Thrombozyten jedoch nicht nur an der Blutstillung, sondern auch an Entziindungsreaktionen

beteiligt (KLINGER und JELKMANN 2002).



SCHRIFTTUM

Tab. 1: Inhaltsstoffe der thrombozytéren Granula nach Angaben von GAWAZ (1999) und RENDU und
BROHARD-BOHN (2001)

dichte Granula a-Granula Lysosome
Nukleotide adhésive Proteine Enzyme
Adenosintriphosphat Fibrinogen Heparinase
Adenosindiphosphat Fibronektin a-Arabinosidase

Guanosintriphosphat
Guanosindiphosphat
Bivalente Kationen
Calcium

Magnesium

Amine

Histamine

Serotonin

Sonstiges
Pyrophosphate

von-Willebrand-Faktor
Thrombospondin

Vitronektin

P-Selektin

Glykoprotein libllla
Wachstumsfaktoren
Platelet-derived growth factor
Transforming growth factor 3
Epidermal growth factor
Endothelial cell growth factor
zytokinédhnliche Proteine
B-Thromboglobulin
Plattchenfaktor 4
Koagulationsfaktoren
Kininogen

Plasminogen
Koagulationsfaktor V,VII, X1, Xl
Protein S

Enzyme

a4-Antitrypsin
a,-Makroglobulin
ax-Antiplasmin
C1-Esterase-Inhibitor
Sonstige

Albumin

Immunglobulin G, A, M

a-Mannosidase
B-Galactosidase
B-Glucuronidase
B-N-Acetylglucosaminidase
Elastase

Kollagenase

Kathepsin D, E
Karboxypeptidase

2.4 Bedeutung der Thrombozyten im Rahmen des Ischimie-/Reperfusionsschadens

Wie bereits in Kap. 2.2 dargestellt, tragt eine Inflammation des Gewebes zur Schadigung des
Myokards im Rahmen einer Ischdmie und Reperfusion bei. Allerdings bringt diese Entziin-
dungsreaktion nicht nur negative Konsequenzen mit sich. Sie muss in erster Linie als eine
Reaktion des Organismus betrachtet werden, durch die eine Heilung und Wiederherstellung

des geschidigten Gewebes erreicht werden soll (ENTMAN et al. 2000; FRANGOGIANNIS

et al. 2002).

Dennoch scheinen vor allem Stoérungen im Bereich der Mikrozirkulation aufgrund entziindli-
cher Reaktionen eben diese Heilung zu beeintrachtigen (HEARSE et al. 1993; HANSEN
1998; GAWAZ 2004). Dazu tragen Thrombozyten in mehrerer Hinsicht bei: Einerseits bewir-

ken sie durch die Freisetzung bestimmter Mediatoren direkt eine Vasokonstriktion.
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Zu diesen Mediatoren zéhlen

> Adenosintriphosphat,

»Adenosindiphosphat,

»>Thromboxan A,

»Serotonin.

Andererseits fordern sie durch die Freisetzung chemotaktischer Substanzen, aber auch durch
direkte Interaktionen mit Endothelzellen und Leukozyten eine Einwanderung und Aktivierung
von Entziindungszellen und potenzieren damit eine inflammatorische Reaktion (KLINGER

und JELKMANN 2002).

2.4.1 Freisetzung chemotaktischer Substanzen

Chemotaktische Verbindungen sind vor allem bestimmte Inhaltsstoffe der Granula, die bei der
Aktivierung freigesetzt werden. Hierzu gehort aus den dichten Granula das Serotonin, das
chemotaktisch auf humane Leukozyten und aulerdem vasokonstriktorisch wirkt (SANDLER,
et al. 1975; LABERGE et al. 1996). Die a-Granula enthalten mehrere dieser Substanzen:
Hierbei sind vor allem B-Thromboglobulin, das als Chemokin fiir neutrophile Granulozyten,
Monozyten und Lymphozyten fungiert, Plattchenfaktor 4, der in Anwesenheit von Tumor-Ne-
krose-Faktor-o. (TNFa) auf neutrophile Granulozyten wirkt, Epitheliales-Neutrophilen-akti-
vierendes-Protein (ENA) sowie Wachstumsfaktoren, z. B. Platelet-Derived-Growth-Factor
(PDGF) und Transforming-Growth-Factor-3 (TGF-B), die chemotaktisch auf glatte Muskel-
zellen, Makrophagen, Monozyten und Fibroblasten wirken, zu nennen (HARRISON und
CRAMER 1993; POWER et al. 1995; BRANDT et al. 2000; SCHENK et al. 2002). Weiter-
hin enthalten Blutpldttchen wichtige Mediatoren wie das Zytokin Interleukin 1 (IL1p), und
CD40-Ligand (CD40L), die eine Adhésion und Migration der Leukozyten am Endothel vo-
rantreiben (HAWRYLOWICZ et al. 1991; HENN et al. 1998).

2.4.2 Interaktionen der Thrombozyten mit Endothelzellen

Thrombozyten sind in der Lage, an intaktem Endothel zu adhirieren und dessen Funktion zu
modulieren (GAWAZ et al. 1997; BOMBELI et al. 1998; HENN et al. 1998). Fiir den ersten
losen Kontakt werden Selektine, vor allem das P-Selektin, welches wihrend der Ischdmie auf
den Endothelzellen exprimiert wird, verantwortlich gemacht. Auch aktivierte Thrombozyten
konnen dieses Selektin an ihrer Oberfldche tragen, fiir die Anbindung an das Endothel scheint
aber dieses thrombozytére Selektin keine Rolle zu spielen (MASSBERG et al. 1998). Weitere
Untersuchungen konnten zeigen, dass wihrend der Reperfusionsphase am intakten Endothel

kumulierendes Fibrinogen diese Pldttchenadhésion verstarkt; diese Tatsache fithren die Auto-
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ren auf eine Bindung des endothelialen Interzelluliren-Adhisions-Molekiil-1 (ICAM-1) iiber
Fibrinogenbriicken mit dem thrombozytiren Integrin o3 zuriick (BOMBELI et al. 1998;
MASSBERG et al. 1999).

Durch diese Bindung der Thrombozyten an das Endothel werden die Blutplittchen aktiviert
und fiihren durch Mikrothromben zu einer verminderten Gewebsperfusion; auerdem sind die
Thrombozyten dabei in der Lage, durch Substanzen, wie beispielsweise Interleukin 1 oder
CD40 Ligand, Leukozyten direkt oder indirekt iiber eine Beeinflussung des Endothels zu
rekrutieren und damit die inflammatorische Infiltration des Gewebes zu potenzieren

(HAWRYLOWICZ et al. 1991; HENN et al. 1998).

2.4.3 Interaktionen der Thrombozyten mit Leukozyten

Nicht nur liber Zytokine, Wachstumsfaktoren und eine Aktivierung des Endothels wirken
Thrombozyten auf die weillen Blutzellen ein, sondern sie sind dariiber hinaus in der Lage, mit
diesen Zellen direkten Kontakt herzustellen. Dieser wird durch das sogenannte P-Selektin ver-
mittelt, welches die aktivierten Thrombozyten auf ihrer Oberfliche exprimieren. Dieses
Selektin bindet an den P-Selektin-Glycoprotein-Ligand-1 (PSGL-1), den entsprechenden Re-
zeptor auf neutrophilen Granulozyten und Monozyten (YEO et al. 1994; EVANGELISTA et
al. 1996; EVANGELISTA et al. 1999; KOGAKI et al. 1999). Durch eine weitere Bindung
zwischen dem thrombozytiren ICAM-1 und dem CD11b/CD18-Molekiil der Leukozyten wird
diese Interaktion gefestigt. An der Stabilisierung dieser Bindung ist nach einer Studie von
KUPATT et al. (2002) auch das Glykoprotein IIpIII, beteiligt. Dadurch werden die Entziin-
dungszellen nicht nur in direkte Ndhe zum Endothel gebracht, sondern auch deren Bindung an
das Endothel und die Freisetzung proinflammatorischer Substanzen begiinstigt (BLANKS et
al. 1998; NISHIJAMA et al. 2004).

Wie wichtig diese Interaktionen zwischen Leukozyten und Thrombozyten in Bezug auf den
Ischdmie-/Reperfusionsschaden sind, zeigt eine Studie von LEFER et al. (1998) an isolierten,
perfundierten Rattenherzen: Der koronare Blutfluss und Parameter fiir die Herzleistung, wie
die linksventrikuldre Druckentwicklung, waren nach einer Ischdmie- und anschlieBender
Reperfusionsphase bei Herzen, die gleichzeitig mit Thrombozyten und Leukozyten perfun-
diert wurden, hochsignifikant geringer als bei solchen, an denen eine Perfusion mit nur einem
der beiden Zelltypen durchgefiihrt wurde. Zwar behaupten SELIGMANN et al. (2003) das
Gegenteil, aber die Arbeitsgruppe um KUPATT et al. (2000) kommt in einer Studie an per-
fundierten Meerschweinherzen ebenfalls zu dem Ergebnis, dass eine Inhibierung der Interakti-
onen zwischen den beiden Zelltypen eine im Vergleich zur Kontrollgruppe deutliche Verbes-

serung der Herzfunktion bewirkt.
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2.5 Heterotrimere G-Proteine

2.5.1 Aufbau und Einteilung

Bei den so genannten heterotrimeren Guanylnukleotid-bindenden-Proteinen (G-Proteine) han-
delt es sich um Proteine, die aus drei nicht identischen Untereinheiten aufgebaut sind. Diese
werden als a-, B- und y- Untereinheit bezeichnet. Da die beiden Letztgenannten allerdings fest
verbunden sind, als funktionelle Einheit gelten und nur unter denaturierenden Bedingungen
dissoziieren, werden sie auch als By-Komplex bezeichnet. Es existieren mindestens 20 ver-
schiedene a-, fiinf verschiedene - und zwolf verschiedene y-Einheiten. Wahrend dabei die
Gruppe der B-Polypeptide bis auf eine Ausnahme sehr homogen ist, unterscheiden sich die
verschiedenen y-Untereinheiten strukturell deutlicher voneinander (OFFERMANNS 2003).
Die heterogenen a-Untereinheiten werden nach ihrer Struktur und Funktion in vier Familien
eingeteilt (vgl. Tab. 2): Ga, Gato, Gogi1, Golio/13. Obwohl man heute davon ausgeht, dass
auch der By-Komplex bestimmte Funktionen der G-Proteine vermitteln kann, teilt man das ge-
samte Heterotrimer nach dieser einen Untereinheit ebenfalls in die vier Untergruppen ein, un-
abhingig davon, wie der By-Komplex zusammengesetzt ist (SIMON et al. 1991; WILKIE et
al. 1992; NEVES et al. 2002).

Tab. 2: Einteilung der a-Untereinheiten der G-Proteine nach OFFERMANNS (2003)

a—Untereinheit codierendes Gen Expression
Gos-Familie
Ga, Gnas Uberall
Gosxi Gnasx1 Neuroendokrinum
Golg Gna1 Riechepithel, Gehirn
Go,o-Familie
Ga i1 Gnai1 weit verbreitet
Ga i» Gnai2 Uberall
Go i3 Gnai3 weit verbreitet
Gol, Gnao Neuroendokrinum, Neuronen
Go, Gnaz Neuronen, Thrombozyten
Gogyst Gnag Zellen des Tastsinns
Go i Gnat1 Zellen des Tastsinns, Stabchen der Retina
G t¢ Gnat2 Zapfchen der Retina
Gaq,11-FamiIie
Gayg Gnaq Uberall
Gouyq Gna11 fast tberall
Golg Gna14 Niere, Lunge, Milz
Gouysire Gna15 Hamatopoetische Zellen
Ga12/13-FamiIie
Gouo Gna12 Uberall
Gous Gna13 Uberall
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2.5.2 Funktion

Die Aufgabe der G-Proteine besteht darin, dass sie extrazelluldre Signale intrazelluldr weiter-
leiten. Dazu interagieren sie mit bestimmten, so genannten G-Protein-gekoppelte-Rezeptoren
(GPCR). Diese Rezeptoren bestehen aus einer einzelnen Polypeptidkette mit sieben Trans-
membran-Helices, wobei das N-terminale Ende extrazelluldr, das C-terminale im Zytosol liegt
(DOHLMANN et al. 1987; BRASS et al. 1997; BOCKAERT und PIN 1999).

Im inaktiven Zustand liegt das G-Protein als Trimer vor, an die a-Untereinheit ist dabei ein
Guanosindiphosphat (GDP)-Molekiil gebunden. Bindet ein Agonist an den GPCR, aktiviert
dieser das G-Protein: das GDP-Molekiil wird abgespalten und durch ein Guanosintriphosphat
(GTP)-Molekiil aus dem Zytosol ersetzt. Die dadurch entstehende Konformationsdnderung
des G-Proteins fiihrt zu einer Dissoziation der a-Untereinheit (mit dem gebundenen GTP-
Molekiil) vom By-Komplex. In diesem Zustand kénnen sowohl die a-Einheit als auch das Py-
Dimer mit weiteren Proteinen in der Zelle interagieren. Dadurch wird eine Signalkaskade in

Gang gesetzt und die Funktion bestimmter Enzyme der Zelle reguliert.

Rezeptor
mit Ligand

\

G-Pfo;rein

inaktiver Zustand

H,0 GDP

&/

J/

s

GTP Durch die Bindung eines Liganden
an den G-Protein-gekoppelten-Re-
zeptor wird ein GTP-Molekiil aus
dem Zytosol gegen das GDP der
a-Untereinheit des G-Proteins aus-
getauscht. Die a-Untereinheit disso-
ziiert vom Py-Komplex, damit be-
findet sich das Signalprotein im
aktivierten Zustand. Das an die -
Untereinheit gebundene GTP wird
durch die GTPase-Aktivitit dieser

. _ .. Untereinheit abgespalten, was eine
G-Protein dissoziiert Riickkehr des a-Monomers zum By-

aktiver Zustand Komplex bewirkt.

Abb. 3: Aktivierung der G-Proteine (modifiziert nach Angaben von OFFERMANNS 2003)
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Beendet wird diese Aktivierung des G-Proteins durch die GTPase-Aktivitit der a-Unter-
einheit: Es wird ein Phosphat abgespalten, das daraus entstehende GDP-Molekiil bleibt mit
dem a-Monomer verbunden und letzteres kehrt zum By-Komplex zuriick (vgl. Abb. 3). So
befindet sich das G-Protein wieder in seinem Ausgangszustand und kann erneut aktiviert wer-
den (STRATHMANN und SIMON 1990; SIMON et al. 1991; BRASS et al. 1997;
OFFERMANNS 2003).

2.5.3 Wege der Signaliibertragung

Die G-Proteine der vier Familien nutzen verschiedene Wege, Signale intrazelluldr weiterzulei-
ten. Das bedeutet jedoch nicht, dass jede Untergruppe genau eine bestimmte Signalkaskade
auslost; vielmehr konnen sie sich hierbei erginzen und iiberschneiden. Jede Zelle besitzt bis
zu zehn verschiedene G-Proteine, was die Erforschung der komplexen Reaktionen auf be-

stimmte Signale von auflen schwierig gestaltet (NEVES et al. 2002; OFFERMANNS 2003).

Gos-Proteine

Bereits 1971 wurde der Zusammenhang zwischen GTP und einer Aktivierung der Adenylat-
zyklase entdeckt (RODBELL et al. 1971). Dieser gehort zur klassischen Signaliibertragung
der Gas-Proteine; deren o-Untereinheit aktiviert die Adenylatzyklase, die ihrerseits zur Akti-
vierung der Protein-Kinase-A (PKA) fiihrt. Dieses Enzym hat Einfluss auf metabolische
Funktionen der Zelle, wie z. B. den Glykogenstoffwechsel, auf Ionenkanéle, aber auch - durch
Phosphorylierung bestimmter Transkriptionsfaktoren - auf die Genexpression (SIMON et al.
1991; WILKIE et al. 1992).

Gay,-Proteine

Durch die oi-Untereinheit wird die Adenylatzyklase inhibiert. Das scheint allerdings nicht der
einzige Weg, den die Proteine der Gaio-Gruppe nutzen: Wéhrend ihre a-Monomere auf3er-
dem mit der Tyrosin-Kinase c-Src interagieren konnen, leitet auch ihr By-Komplex extrazellu-
lare Signale weiter, indem er unter anderem Isoformen der Phospholipase C  (PLC-B), die
Phosphatidylinostol-3-Kinase (PI3K) und bestimmte lonenkanile reguliert (NEVES et al.
2002).

Gay11-Proteine

Die Signaliibertragung durch Goy11-Proteine (vgl. Abb. 4) ist der typische Weg, der in eine
Erhohung des zytosolischen Calcium-Spiegels miindet. Dazu aktiviert die a-Untereinheit
bestimmte Isoformen der Phospholipase C B (PLC-B); diese katalysiert die Spaltung des
Membran-Phospholipids Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PiP,) in die Botenstoffe
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Inositol-1,4,5-triphosphat (IP3) und Diacylglycerin (DAG). Das bewirkt die Freisetzung von
Calcium aus intrazelluldren Speichern (durch IP;), aber auch die Aktivierung der Pro-
tein-Kinase-C (PKC, durch DAQG), die ihrerseits weitere verschiedene Zielproteine phospho-
ryliert (STRATHMANN und SIMON 1990; SIMON et al. 1991; HEPLER et al. 1993;
NEVES et al. 2002).

Gayy3-Proteine
Die Mitglieder der Gaijy/13-Familie interagieren mit verschiedenen Proteinen, unter anderem
mit Tyrosin-Kinasen und kleinen GTPasen wie Ras, der Proteinkinase C, aber auch dem

Na'/K'-Austauscher, wobei der genaue Signalablauf fiir einige dieser Interaktionen nicht voll-

standig geklart scheint (GU et al. 2002; NEVES et al. 2002).

2.54 Vorkommen

Jede Zelle besitzt mehrere Rezeptortypen, die an verschiedene G-Proteine koppeln (s. o.).
Von den verschiedenen Signalproteinen gibt es einige, die auf bestimmte Gewebe beschriankt
sind, wie zum Beispiel Gooir aus der Gos-Familie oder Gougyse aus der Gouyo-Gruppe auf Zellen
des Geruchs- bzw. Geschmackssinnes. Andere Beispiele sind, nach heutigem Wissensstand,
Goauis/i6 (aus der Gog11-Familie), welche bisher nur in himatopoetischen Zellen nachgewiesen
werden konnten, oder Ga, (aus der Gaij,-Familie), welche vor allem von Zellen des ZNS aber
auch von anderen Geweben wie Herz, Schilddriise oder Pankreas exprimiert werden. Viele
Vertreter dieser Signalmolekiilgruppe dagegen sind nach heutigem Wissen in allen Zellen des
Organismus zu finden: Als Beispiele hierfiir gelten unter anderem Gass, Galia, Gy, Gays, und

auch Gog (SIMON et al. 1991; GU et al. 2002; OFFERMANNS 2003).

GDP —> @LrE — ron] —:/DAGT +|<

PKC T ca”' T

Phosphorylierung verschiedener Proteine

Abb. 4: Signaliibertragung durch das Gag,-Protein: Die Bindung eines GTP-Molekiils aus dem Zytosol an die
a-Untereinheit bewirkt eine Dissoziation dieser Untereinheit vom Py-Komplex. Die o-Untereinheit
aktiviert die Phospholipase C B (PLC f). Dieses Enzym setzt sowohl Diacylglycerin (DAG) als auch
Inositol 1-,4-,5-triphosphat (IP;) frei. IP; fiihrt zu einer Erhohung des Ca*’-Spiegels, DAG zur
Aktivierung der Phosphokinase C (PKC), die ihrerseits weitere Zielproteine phosphoryliert (modifiziert
nach Angaben von NEVES et al. 2002).
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2.6 Go,-Protein

2.6.1 Vorkommen und Funktionen

Gog wird von allen Korperzellen exprimiert. Wie in Kap. 2.5 beschrieben wirkt es in erster
Linie iiber Isoformen der PLC-B. Allerdings scheint ein enger Zusammenhang zu dem Goj;-
Protein aus der gleichen Familie zu bestehen: Diese beiden G-Proteine sind in den meisten
Geweben in der Lage, die gleichen Rezeptoren zu koppeln und die PLC-B zu aktivieren, so
dass sich ihre Funktionen ergdnzen (STRATHMANN und SIMON 1990; WANGE et al.
1991; ARAGAY et al. 1992; LEE et al. 1992; WU et al. 1992; OFFERMANNS et al. 1994Db).
Um beurteilen zu kénnen, ob die Funktion der einen Ga-Untereinheit durch die andere voll-
stindig ersetzt werden kann, wurden sowohl Ga.j;- als auch Gog-Knockout-Miuse untersucht
(vgl. Tab. 3). Dabei stellte sich heraus, dass Méuse, denen Gao;; fehlt, fertil sind und keine
auffélligen morphologischen Besonderheiten aufweisen (OFFERMANNS et al. 1998). In der
0. g. Studie wurden auBBerdem Gog- und Gouy-Knockout-Tiere miteinander gekreuzt; so konn-
te unter anderem gezeigt werden, dass Tiere, die nur ein Wildtyp-Allel der insgesamt vier
Allele fiir die beiden Ga-Gene besitzen (Go,'™” und Gou, ™ oder Go,"™ und Gay, ™), spi-
testens ein bis zwei Stunden nach der Geburt sterben; sind allerdings zwei Allele davon intakt,
sind die Tiere lebensfdhig, unabhingig davon, von welchem Ga-Gen diese Allele stammen
(Ga ™ und Ga " oder Go,"™™ und Ga ™ oder Ga,™” und Gouy; ). Das bestitigt den
engen Zusammenhang zwischen der Signaliibertragung durch Go; und Gog. Dieser fiihrt
allerdings nicht so weit, dass die beiden Proteine vollstdndig austauschbar wéren. So zeigt
sich zum Beispiel bei Mausen, die nur ein intaktes Allel besitzen, durchaus ein Unterschied,
von welchem Gen das Allel stammt: Besitzen sie nur ein einzelnes intaktes Allel des Ga;-
Gens, leiden sie an kraniofazialen Defekten. Dies trifft nicht fiir Go.;1-Knockout-Tiere mit nur
einem intakten Gog-Allel zu (OFFERMANNS et al. 1998). Wihrend aullerdem, wie beschrie-
ben, Goi-Knockout-Méduse morphologisch unauffillig sind, leiden Tiere mit einem Goug-
Gendefekt an Ataxien und verzogerter Blutgerinnung (OFFERMANNS et al. 1997b).

Die Ataxien fiihrt OFFERMANNS (2003) vor allem auf Storungen bei der Reizweiterleitung
zu Purkinje-Zellen im Kleinhirn zuriick. Dabei beruft er sich auf eine Studie, die zeigt, dass
sowohl Gaij; als auch Gag dort zusammen mit dem so genannten metabotropischen Glutamat-
Rezeptor (mGIuR 1) und der Phospholipase C 3 exprimiert werden (TANAKA et al. 2000). Er
stellt die Hypothese auf, dass die Menge an Go,; in den Purkinje-Zellen nicht ausreichend

wire, das fehlende Gog zu kompensieren.
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Eine neuere Studiec von HARTMANN et al. (2004) belegt diese Vermutung. Aufgrund
immunhistochemischer und quantitativer molekulargenetischer Untersuchungen konnte ge-
zeigt werden, dass die Expression von Goy in einzelnen Purkinje-Zellen bis zu 75-fach hoher
ist als die von Ga,j;. Das erklért folgendes Ergebnis derselben Studie: So konnte zwar in
Gaj-defizienten Purkinje-Zellen ein bestimmtes dendritisches Calcium-Signal durch Stimu-
lierung des mGluR1-Rezeptors ausgeldst werden, nicht aber in Goy-defizienten, obwohl beide
Go-Untereinheiten von diesem Rezeptor in gleicher Weise aktiviert werden konnen und auf
dem selben Weg Signale weiterleiten. Das ist eine Erklarung fiir die von OFFERMANNS et
al. (1997b) beobachteten Ataxien der Gog-Knockout-Miuse. Allerdings konnte die Arbeits-
gruppe um HARTMANN et al. (2004) u. a. mithilfe spezieller Motorik-Koordinations-Tests
ebenfalls motorische Defizite bei Gaj;-Knockouts feststellen — wenngleich diese wesentlich

geringer sind als die der Gaq('/')-Varianten und deshalb ohne genauere Untersuchung nicht

auffallen (OFFERMANNS et al. 1998).
2.6.2 Funktionen im Thrombozyten

Funktionen der Goy-Untereinheit

Die Storungen der primdren Hédmostase bei Gog-Knockout-Médusen wiesen OFFERMANNS
et al. (1997b) in vivo dadurch nach, dass sie den Tieren ein Stiick der Schwanzspitze ab-
schneiden. Dabei zeigen die Gocq('/')-Méuse eine deutlich verldngerte Blutungszeit im Ver-
gleich zu ihren Wildtyp-Artgenossen. AuBBerdem stirbt ein Teil der Neugeborenen mit diesem
Defekt kurz nach der Geburt an intra-abdominalen Blutungen, was die Arbeitgruppe auf klei-
nere Verletzungen, die durch den Geburtsvorgang entstehen, zuriickfiihrt. Der Grund fiir diese
Blutgerinnungsstorung besteht darin, dass Thrombozyten — im Gegensatz zu den meisten an-
deren Korperzellen — nur Goy, nicht aber Gay; exprimieren. Diese Besonderheit, die auch fiir
ausgereifte Erythrozyten zutrifft, wurde von MILLIGAN et al. bereits 1993 beschrieben und
durch Nachweis von m-RNA mithilfe spezies-spezifischer Primer sowohl fiir die Maus als
auch fiir den Menschen bestitigt (JOHNSON et al. 1996). In-vitro-Versuche mit Gocq('/')-
Thrombozyten zeigten, dass die Agonisten Kollagen, Thrombin, Thromboxan A, (TxA;) und
ADP bei diesen weder eine Aggregation noch eine Degranulation auslésen kénnen, wihrend
sie bei Wildtyp-Thrombozyten in gleichen Konzentrationen zu beiden Reaktionen fiihren.
Eine Messung der intrazelluliren Ca®’-Freisetzung ergab, dass auf Stimuli wie Thrombin,
TxA, und ADP eine massive Erhhung des Ca®"-Spiegels in Wildtyp-Thrombozyten erfolgt;
diese bleibt bei fehlendem Gog aus. Allerdings sind Thrombozyten trotz des Gog-Defekts in
der Lage, auf Kollagen, TxA, und Thrombin, nicht aber auf ADP mit ihrer Formidnderung,
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dem ,,shape change* zu reagieren (OFFERMANNS et al. 1997b; OHLMANN et al. 2000).
Das zeigt, dass fiir die Signalweiterleitung im Thrombozyten nicht nur G-Proteine der Goig/i1-

Familie zustidndig sind.

Zusammenspiel verschiedener G-Proteine im Rahmen der Thrombozyten-Aktivierung

AulBler Gogy werden in den Blutpléttchen Mitglieder der restlichen drei Familien, Gou, Gouioi3
ebenfalls zur Aktivierung, Gos zur Inhibierung exprimiert. Diese G-Proteine zur Throm-
bozyten-Aktivierung koppeln an Rezeptoren der loslichen Agonisten. Es existieren min-
destens drei Rezeptoren fiir ADP, von denen zwei die Signale iiber G-Proteine weiterleiten,
einer (P2Y,) tiber Go,, der andere (P2Y,) liber Goi. Der TxA,-Rezeptor (TP) existiert in
zwel Isoformen (TPa und TPP), die beide an Gog, aber auch an Gayziz koppeln
(MURUGAPPAN et al. 2004). Die Thrombin-Rezeptoren (PAR-1 und PAR-4 auf Méuse-
thrombozyten, PAR-3 und PAR-4 auf humanen Thrombozyten) nutzen die G-Proteine aller
drei Familien zur Signalweiterleitung (OFFERMANNS et al. 1994a; KLAGES et al. 1999;
OFFERMANNS 2000). Schon diese unterschiedliche Rezeptor-Spezifitit zeigt, dass fiir eine
bestimmte Funktion, wie zum Beispiel die Aggregation oder den ,,shape change®, nicht nur
ein einziger Signalweg und nicht ein bestimmtes G-Protein notwendig ist. Vielmehr ist es ein
Zusammenspiel der verschiedenen Rezeptoren und ihren entsprechenden Signal-vermitteln-
den Proteinen, das letztendlich zur vollstindigen Aktivierung fiihrt. Zahlreiche Studien der
letzten Jahre belegen diese Tatsache, indem sie, fokussiert auf ein bestimmtes G-Protein oder
einen entsprechenden Rezeptor am Thrombozyten, mehr oder weniger dessen Unfehlbarkeit
fiir die volle Funktion der Blutplittchen beweisen. So zeigen NIESWANDT et al. (2002),
dass zwar Kollagen eine Aktivierung des Integrins oumPs, welches essentiell fiir die
Thrombozyten-Aggregation ist (vgl. Kap. 2.3), durch Ga,; und Gaz13 in Abwesenheit von
Goy ausldsen kann. Dies trifft aber nicht fiir die 16slichen Agonisten zu. Eine andere Arbeits-
gruppe untersuchte die Freisetzung der Inhaltsstoffe aus den a-Granula in Zusammenhang mit
verschiedenen Agonisten und fand heraus, dass der Goi- zusammen mit dem Gog-Signalweg
bereits die Degranulation bewirken kann, wobei aber diese Wirkung durch die zusitzliche
Aktivierung von Gaj/13 potenziert wird (QUINTON et al. 2004). Ein weiteres Beispiel ist der
,»shape change®, der bei Gog-Knockout-Tieren nicht beeintrichtigt scheint: bei geringen
Konzentrationen eines TxAj-Agonisten (U46619), wird er durch Gao,s vermittelt. Bei
Thrombozyten, denen hingegen Gaos fehlt, kann durch hohe Konzentrationen von U46619

dieser ,,shape change* durch Aktivierung von Goq ausgeldst werden (MOERS et al. 2004).
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Tab. 3: Vergleich der verschiedenen Go,,- und Gaj-Knockout-Kreuzungen anhand bestimmter Parameter nach
Angaben von OFFERMANNS et al. (1997b) und OFFERMANNS et al. (1998)

Genotyp U'lg.e_:rl.eber_ls- kraniofaziale kardialq Ataxien Blutge_l_'innungs-
ahigkeit Defekte Malformation Stérung
Gag"+Goy, - keine Angaben +++ - +++
Gag"+Gay, ™ +—— - +—— keine Angaben keine Angaben
Gaq('/')+GaH(+/') - ++— ++— keine Angaben keine Angaben
Gag"M+Gay, ™ 4+ _ _—— +—— -
Gocq('/')+Goc11(+/+) ++— - R +++ ++ +
Go " +Gayy, ) 4+ o o —— ——

Unabhéngig davon jedoch, wie komplex das Zusammenspiel zwischen den einzelnen Signal-
proteinen ist, bewirkt das Fehlen von Gog und die damit verbundene Stérung der Throm-
bozyten-Aktivierung nicht nur eine verzogerte Blutgerinnung: Gog-Knockout-Méuse tiberle-
ben die Injektion einer thrombogenen Mischung aus Kollagen und Adrenalin, an welcher

Wildtyp-Tiere innerhalb von fiinf Minuten aufgrund schwerer Thromboembolien in der Lun-

ge sterben (OFFERMANNS et al. 1997b).
2.6.3 Funktionen im Myokard

Entwicklung des Herzens

Im Gegensatz zum Thrombozyten exprimieren alle Zellen des Herzgewebes sowohl Goq als
auch Goj; (WILKIE et al. 1991; OFFERMANNS et al. 1998). Sie spielen vor allem eine
wichtige Rolle fiir die Entwicklung des Herzens. So sterben Embryonen, deren Gene fiir beide
Ga-Untereinheiten deletiert sind (Goaq('/ ) und Gouy, 7)), um den zehnten Tag der Trichtigkeit
ab. Die Untersuchung solcher Embryonen ergab, dass sie ab Tag 9,5 an einer schwerwiegen-
den Ausdiinnung des Myokards leiden; Risse in diesem unterentwickelten Herzmuskelgewebe
filhren zur Einblutungen in den Herzbeutel. Mduse mit nur einem intakten Allel der beiden
Gene (Gog™ und Goy;"” oder Go,™™ und Ga, ) sterben bis auf wenige Ausnahmen (et-
wa 4 % der Tiere mit einem intakten Gog-Allel liberleben bis zum Erwachsenenalter) inner-
halb von ein bis zwei Stunden post partum. Auch sie zeigen eine deutliche Malformation des
Herzens, wobei diese haufiger und schwerwiegender bei Mausen der Gocq('/ )+ Gouy " Vari-

ante als bei Tieren mit nur einem intakten Gog-Allel auftritt (OFFERMANNS et al. 1998).

Gay/11 und myokardiale Hypertrophie
Versuche mit Agonisten, wie z. B. Angiotensin II, die iiber Gog/11 an Herzmuskeln koppeln

und eine intrazellulire Ca**-Erhéhung bewirken, zeigten bei embryonalen Wildtyp-Kardio-
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myozyten deutlich den erwarteten Effekt. Herzmuskelzellen mit einem Doppel-Knockout rea-
gieren mit keinerlei Ca®"-Anstieg. Bei Zellen mit nur einem intakten Allel ist diese Reaktion
deutlich reduziert; aber auch Kardiomyozyten mit zwei intakten Allelen (Gocq“/ ) und Goy;
oder Go,,”” und Gou, " oder Go, ™™ und Ga, ™) reagierten in dieser Studie nicht in glei-
chem Ausmal} wie die Kontrollgruppe, obwohl morphologisch bei diesen Tieren kein Ent-
wicklungsdefekt am Herzen auffillt (OFFERMANNS et al. 1998). Die in der Studie verwen-
deten Agonisten gehoren zu einer Reihe von Mediatoren, denen eine Beteiligung an der Ent-
wicklung der myokardialen Hypertrophie zugeschrieben wird. Sie werden unter anderem bei
mechanischer Uberlastung des Herzens gebildet und stimulieren das Zellwachstum der einzel-
nen Kardiomyozyten; zu ihnen zdhlen zum Beispiel Angiotensin II, Norepinephrin und Endo-
thelin I (MILANO et al. 1994; HEIN et al. 1997; SAKATA et al. 1998). Da die Rezeptoren
dieser Molekiile an Ga,y11 koppeln, wurde daran geforscht, welche Rolle diese G-Proteine fiir
die Ausbildung einer Hyperthrophie aufgrund mechanischer Uberlastung des Herzens spielen.
Zahlreiche Studien an transgenen Méusen, die Gaq im Herzen liberexprimieren, und an neo-
natalen Kardiomyozyten in Kultur bewiesen, dass eine verstirkte Gog-Aktivierung eine
Hypertrophie des Myokards bewirkt (D’ANGELO et al. 1997; MENDE et al. 1998;
SAKATA et al. 1998; BAI et al. 2004). Unter anderem gelang es einer Arbeitsgruppe, mithil-
fe gentechnologischer Methoden die Exprimierung eines nicht funktionellen Teils des Goyg-
Proteins im Kardiomyozyten von Méusen zu erreichen; dieses Polypeptid hemmt durch eine
Interaktion mit den entsprechenden Rezeptoren kompetitiv die Aktivierung von Gog. Das
Myokard solcher Tiere reagiert auf eine chirurgisch durch eine gezielte Konstriktion der
Aorta herbeigefiihrte Erhohung der Nachlast mit einer deutlich weniger ausgeprédgten Hyper-
trophie als das der Kontrollgruppe (AKTHER et al. 1998). Einen endgiiltigen Beweis dafiir,
dass aber nicht nur allein durch eine chronische Aktivierung von Gog-Proteinen im Herzmus-
kel eine Hypertrophie ausgeldst werden kann, sondern dass diese Signalmolekiile essentiell
fiir die Entstehung der Hypertrophie sind, erbrachten WETTSCHURECK et al. (2001). An
Miusen, denen Gog und Goy; in den Kardiomyozyten fehlt, zeigten sie, dass solche Tiere
trotz eines erhohten ventrikuldren Druckes, ausgelost durch eine gezielte Konstriktion der
Aorta, keine myokardiale Hypertrophie entwickeln.

Weiterfiihrende Versuche mit transgenen Méusen, die Gog in verschiedenen Ausmafen im
Kardiomyozyten liberexprimieren, fiihrten zu der Erkenntnis, dass sich einerseits ab einer ge-
wissen Menge des Proteins eine spontane Hypertrophie entwickelt. Andererseits kann bei den
auf diese Weise hypertrophierten Herzen zusétzlich eine systolische Dysfunktion beobachtet

werden. Tiere, die Gogq in sehr hohem Ausmal} exprimieren, entwickeln im Alter zwischen 11
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und 14 Wochen bereits eine Tachypnoe und sterben aufgrund kardialer Dekompensation. Thre
Herzen zeigen eine massive Vergroferung und Ausweitung aller vier Kammern, ohne An-
zeichen von Myozyten-Nekrose, Fibrose oder Stérung der Myofibrillen-Anordnung
(D’ANGELO et al. 1997). Eine Arbeitsgruppe um SAKATA erzeugte z. B. durch die chirur-
gische Konstruktion der Aorta gezielt eine linksventrikuldre Druckiiberlastung; dabei konnte
gezeigt werden, dass transgene Tiere mit nur geringgradig erhohtem Gog-Level im Myokard
ebenso wie Wildtyp-Tiere eine kompensierte konzentrische Hypertrophie entwickeln. Der
gleiche Versuch wurde anschliefend mit transgenen Tieren, die wesentlich hohere Mengen
des Gog-Proteins in den Kardiomyozyten exprimieren, durchgefiihrt. Obwohl diese Tiere vor
der Operation mit der Kontrollgruppe vergleichbare Gewichte der beiden Ventrikel aufwie-
sen, zeigten sie durch die zusitzliche Druckiiberlastung nach drei Wochen eine dekompen-

sierte exzentrische Kardiomyopathie (SAKATA et al. 1998).

Gay/11 und Apoptose

Versuche an isolierten neonatalen Ratten-Kardiomyozyten gaben eine Erkldrung fiir den un-
gewdhnlich schnellen Ubergang von einer initialen Hypertrophie zur Dekompensation durch
die myokardialen Uberexpression des Go-Proteins: Sie zeigten, dass eine konstitutiv akti-
vierte Form des Go,-Proteins nur voriibergehend eine Hypertrophie, letztendlich aber die
Apoptose der einzelnen Zellen bewirkt (ADAMS et al. 1998). Neben einer Erhohung der
Phospholipase C waren in diesen Zellen erhohte Spiegel an c-Jun NH,-terminal Kinase (JNK)
und p38 MAP-Kinase messbar. Diese beiden Enzyme gehoren zur Gruppe der so genannten
Mitogen-aktivierten-Protein-Kinasen (MAP-Kinasen), einer Familie von Serin/Threonin-Ki-
nasen, die im Korper weitverbreitet sind und vor allem zur Weiterleitung extrazelluldrer Si-
gnale beziiglich des Zellwachstums, der Zellteilung und -differenzierung, aber auch beziiglich
der Apoptose dienen (LUTRELL 2002). ADAMS et al. (1998) stellten die Vermutung auf,
dass die erhohte Aktivierung dieser beiden MAP-Kinasen die Apoptose einleiten konnte. Ein
weiterer Ansatzpunkt, durch den der Gog-Protein-Signalweg Einfluss auf den Zellzyklus neh-
men konnte, ist die Serin/Threonin-Proteinkinase Akt. Dieses Enzym, das seinerseits durch
Phosphatidylinositol-3-Kinase (P1;K) aktiviert wird, hat eine Apoptose-hemmende Wirkung
(FUJIO et al. 2000; MATSUI et al. 2001; HOWES et al. 2003; UCHIYAMA et al. 2004). Der
Ga,g11-Protein-Signalweg scheint die Aktivierung dieses anti-apoptotischen Proteins zu ver-
hindern. Dabei bewirkt eine Erh6hung des Ga,-Proteins im Kardiomyozyten allein keine ver-
minderte Akt-Phosphorylierung. Exprimieren hingegen Herzmuskelzellen eine konstitutiv

aktivierte Mutante der Goq-Untereinheit, GGQ209L, verringert sich die Rate der Akt-Phospho-
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rylierung deutlich. Auch durch bestimmte Zytokine, die in Wildtyp-Kardiomyozyten eine
Steigerung der Akt-Aktivierung bewirken, wie z. B. den sogenannten Leukédmie-inhibieren-
den-Faktor (LIF), kann in Anwesenheit diese GGQ209L-Untereinheit keine zunehmende Phos-
phorylierung der Proteinkinase Akt erreicht werden. Erst eine gleichzeitig mit diesem
G4Q209L exprimierte ebenfalls konstitutiv aktivierte Mutante von Akt, myr-Akt, ist in der
Lage, bestimmte Apoptoseindizes wie fragmentierte Zellkerne oder Stérung der Myofilament-
Anordnung im Vergleich zu Zellen mit GGQ209L ohne myr-Akt deutlich zu verringern. Dies
bedeutet, dass eine vermehrte Gag-Aktivierung, nicht aber ein vermehrter Ga-Spiegel allein,
die Phosphorylierung von Akt inhibiert, und dass die Aktivierung der Proteinkinase Akt tat-
sichlich ein wichtiges Signal fiir das Uberleben der Zelle darstellt (HOWES et al. 2003).
BALLOU et al. (2003) konnten in einer Studie an kultivierten Ratten Fibroblasten ebenfalls
zeigen, dass eine in Kontrollzellen durch Insulin und Platelet-derived-growth-factor (PDGF)
deutliche Zunahme der Akt-Phosphorylierung durch konstitutiv aktiviertes Gog verhindert
wird. Wie auch HOWES et al. (2003) stellten sie in diesem Zusammenhang fest, dass durch
die Gag-Aktivierung die absolute Menge an Akt in der Zelle nicht verringert wird, sondern le-
diglich der Anteil der phosphorylierten Form. Durch weiterfiihrende Versuche kamen sie zu
dem Ergebnis, dass die Ursache dafiir die direkte Inhibierung der PI;K-Aktivitit, dem Enzym,
das fiir die Phosphorylierung von Akt notwendig ist, durch aktiviertes Go, ist. Diese Inhibie-
rung geschieht jedoch ihrer Meinung nach unabhingig von einer Aktivierung der PLC-B
(BALLOU et al. 2003). Durch diese Ergebnisse widersprechen sie der Hypothese von
HOWES et al. (2003): Sie kommen in ihrer Studie zu dem Schluss, dass ein verminderter
PIP,-Level aufgrund der verstarkten PLC-f - Aktivitit die Ursache fiir eine verminderte Akt-
Aktivierung darstellt. PIP; ist ein essentielles Substrat der PI;K zur Aktivierung von Akt, aber

auch ein Substrat der durch Go, aktivierten PLC-p.

2.7 Die Maus als Tiermodell fiir myokardiale Ischimie und Reperfusion

2.7.1 Vor- und Nachteile gegeniiber anderen Tierarten

Die ersten Versuche zur Erzeugung einer myokardialen Ischdmie wurden vor allem an Hun-
den durchgefiihrt (JENNINGS et al. 1960; SCHAPER et al. 1971; FISHBEIN et al. 1981).
Spéter erlangte das Schwein groflere Bedeutung, aber auch an Kaninchen und Ratten wurden
und werden solche Experimente unternommen (HARKEN et al. 1981; SHARMA et al. 1992;
MIKI et al. 1998; VERDOUW et al. 1998; YTREHUS 2000). Dabei besteht ein deutlicher
Unterschied zwischen den Tierarten beziiglich des Auftretens von KollateralgefaBen, welche

zumindest in einem Teil des distal der Arterienokklusion liegenden Gewebes die Blutversor-
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gung aufrecht erhalten konnen. So zeigen Hunde eine relativ gute Versorgung durch Kollate-
rale; auch bei Kaninchen wird dies beobachtet, wobei allerdings intra-spezies-spezifisch
Unterschiede existieren. Die Blutversorgung durch solche Gefdfie bei Meerschweinchen ist so
extensiv, dass diese Tiere trotz Okklusion einer Koronararterie keinen Infarkt entwickeln.
Schweine, Ratten und Miuse hingegen besitzen eine schlecht ausgepriagte Kollateralversor-
gung am Herzen (HARKEN et al. 1981; VERDOUW et al. 1998). Ein gro3er Nachteil des
Maus-Modells, vor allem gegeniiber den groBen Tierarten wie Hund und Schwein, ist sicher
darin zu sehen, dass die Versuche nicht nur mikrochirurgisches Geschick des Operateurs,
sondern auch eine sehr spezielle und aufwendige Ausriistung erfordern (MICHAEL et al.
1995; SALTO-TELLEZ et al. 2004). Ein deutlicher Vorteil der Maus als Versuchstier dage-
gen ist, dass der Aufwand fiir Zucht und Haltung geringer ist als fiir die anderen Tierarten.
Vor allem aber hat das Maus-Modell einen entscheidenden Vorteil: Nicht nur, dass durch die
verschiedenen Inzuchtlinien ein weites Feld an verschiedenen, genetisch identischen Tieren
zur Verfiigung steht — die gezielte Einschleusung oder Zerstérung bestimmter Gene, das heif3t
die Schaffung von transgenen Tieren und Knockout-Méusen macht es mdglich, die Beteili-
gung verschiedener, genau definierter Molekiile an bestimmten physiologischen und patholo-
gischen Prozessen im Organismus zu erforschen (MICHEAL et al. 1995; LIN et al. 1995;
PAIGEN 1995; PATTEN et al. 1998; VERDOUW et al. 1998; SALTO-TELLEZ et al. 2004).

2.7.2 Blutversorgung des linken Ventrikels: Vergleich Mensch — Maus

Prinzipiell sind die Herzen der Sdugetiere anatomisch miteinander gut vergleichbar. Die Ko-
ronargefaBle entspringen aus dem Sinus aortae. In ihrem genauen Verlauf, ihrer Aufteilung
und Versorgungsgebiete zeigen sie allerdings einige spezies-spezifische Unterschiede

(SCHUMMER 1984).

Koronargefifie des Menschen

Die linke Koronararterie des Menschen teilt sich kurz nach ihrem Ursprung in einen Ramus
circumflexus (= left circumflex coronary artery, LCX) und einen Ramus interventricularis
anterior (= left anterior descending coronary artery, LAD). Letzterer zieht im gleichnamigen
Sulcus bis an die Herzspitze. Er versorgt die tiefen Muskelschichten beider Ventrikel, die
Papillarmuskeln und apikale Anteile des Septums. Der im Sulcus coronarius verlaufende
Ramus circumflexus versorgt den linken Vorhof und Teile des Ventrikels (McALPINE 1975;
TONDURI 1981). Allerdings zeigen sich bei der Blutversorgung des linken Ventrikels beim
Menschen individuelle Unterschiede: Am haufigsten (85 %) findet man den so genannten

rechtskoronaren Versorgungs-Typ, bei dem der Ramus interventricularis posterior aus der
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rechten Koronararterie an der linksventrikuldren Versorgung beteiligt ist. Beim linkskoro-
naren Versorgungs-Typ (8 %) entspringt dieser Ramus interventricularis posterior aus dem
Ramus circumflexus, im Fall des ausgeglichenen Versorgungs-Typ geben sowohl die Arteria
coronaria dextra als auch der Ramus circumflexus einen Ramus interventricularis posterior ab
(RIEDE und DREXLER 1999). AuB3er der klassischen Bifurkation der linken Koronararterie
in den Ramus interventricularis anterior und einen Ramus circumflexus tritt etwas weniger
hiufig eine Trifurkation auf: Hierbei zweigt zusétzlich ein sogenannter Ramus diagonalis ab.
Bei einem noch geringeren Anteil existieren zwei Rami diagonales (I und II), in diesen Féllen

liegt damit eine Quadrifurkation vor (BAPTISTA et al. 1991).

Koronargefifse der Maus

Bei der Maus verlduft die linke Koronararterie an der linken Fliache des Herzens apikal, gibt
hierbei bis zu vier Aste ab und versorgt den linken Ventrikel. Die rechte Koronararterie hin-
gegen teilt sich kurz nach ihrem Ursprung in einen an der rechten Oberfliche verlaufenden
Ast zur Versorgung des rechten Ventrikels und einen septalen Ast. Bei einem Grofteil der
Tiere wird allerdings die Herzspitze allein von der linken Koronararterie, bei kleineren Teilen
der Population entweder von dem rechten Koronargefa3 oder von beiden versorgt. Im Gegen-
satz zum Menschen existiert ein eigener Ast zur Versorgung des Septums, weshalb man die
Arteria coronaria sinistra der Maus, die oftmals entsprechender der des Menschen left anterior
descending coronary artery (LAD) genannt wird, nicht funktionell mit der des Menschen
gleichsetzten kann; die LAD des menschlichen Herzens ist zusdtzlich fiir die Versorgung des
Septums zustidndig, da kein eigener Ast hierfiir existiert (ICARDO und COLVEE 2001;
SALTO-TELLEZ et al. 2004). MICHEAL et al. (1995) zeigen in ihrem Artikel verschiedene
Aufteilungsmuster der murinen Arteria coronaria sinistra und beschreiben einen, wenngleich
rudimentéren, dennoch regelmiBig bei einem Grofiteil der Maiuse auftretenden Ramus
circumflexus aus der linken Koronararterie. Auch SALTO-TELLEZ et al. (2004) zeigen in
ithrer Untersuchung speziell an Méusen des Stammes C57BL/6, dass diese Aufteilung der lin-
ken Koronararterie entsprechend der Verhéltnisse beim menschlichen Herz regelmifBig auf-
tritt. Zudem stellen sie fest, dass der Ast zur Versorgung des Septums zwar in den meisten
Féllen (55 %) aus der rechten, in den restlichen Féllen jedoch entweder aus der linken oder
jeweils aus linker und rechter Arteria coronaria gemeinsam entspringt. In einem Artikel von
AHN et al. (2004), die das an der linken Herzseite apikal verlaufende prominente Gefal3 als
Left Main Descending Artery (LMDA) bezeichnen, sind verschiedene Verzweigungsmuster
dieser LMDA ebenfalls fiir die C57BL/6-Maus aufgefiihrt.
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Heart and latex casting of coronary

arteries.

A: surgical view of the heart; B:surgical view
of coronary artery casting; C:atrial surface
(posterior) view of coronary artery casting.
RCA, right coronary artery;

LCA, left coronary artery; S, septal branch;
LV, left ventricle; R, right ventricular
branches; L1, L2, and L3, LV branches.

Abb. 5: Herz und Ausgusspréparate der Koronargefiafe einer C57BL/6-Maus (AHN et al. 2004)

Wie bereits erwihnt, besteht aufgrund der schlechten Kollateralversorgung des Méuseherzens
in jedem Fall die Moglichkeit, operativ durch eine Ligatur eines Astes dieser Arteria coro-
naria sinistra eine myokardiale Ischdmie und als Folge daraus einen Infarkt herbeizufiihren

(MICHEAL et al. 1995; AHN et al. 2004; SALTO-TELLEZ et al. 2004).

2.7.3 Thrombozyten: Vergleich Mensch - Maus

Die Thrombozyten der Maus unterscheiden sich in einigen Parametern von denen des Men-
schen (vgl. Tab. 4). Ihre Form ist kleiner und langgestreckter; wahrend humane Blutpléttchen
einen Durchmesser von etwa 1 bis 2 um haben, betrdgt der der murinen 0,5 pm. Demzufolge
ist auch das Zellvolumen kleiner: 8 bis 9 fl beim Menschen, 3 bis 4 fl dagegen bei der Maus
(SCHMITT et al. 2001). Die a-Granula sind in murinen Thrombozyten heterogener beziiglich
der Grofle und der Form, die dichten Granula in etwas geringerem Umfang als beim Men-
schen enthalten. Die Lebensspanne betrédgt fiir humane Blutplattchen circa 8 bis 12 Tage, fiir
murine 3 bis 5 Tage (BAKER et al. 1997; MANNING und McDONALD 1997; SCHMITT et
al. 2001). Allerdings besitzen Miuse eine erheblich groflere Menge reifer Thrombozyten:
1000 bis 1500 x 10°, der Mensch verfiigt iiber 150 bis 400 x 10° Thrombozyten pro Liter Blut.
Auch die Anzahl der Megakaryozyten ist bei Mdusen hoher; wie auch die Thrombozyten, sind
die murinen Vorldufer der Blutplittchen kleiner als die des Menschen. Wéhrend die humanen
Megakaryozyten in physiologischem Zustand nur im Knochenmark nachweisbar sind, lassen
sie sich bei Méusen regelmifBig auch in der roten Milzpulpa nachweisen; des Weiteren ist die
Megakaryozyten-Dichte im Knochenmark bei Méausen deutlich hoher als beim Menschen
(SCHMITT et al. 2001).

In Bezug auf die Expression und Funktion der G-Proteine eignen sich Méduse gut als Modell
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Tab. 4: Vergleich von humanen und murinen Thrombozyten und Megakaryozyten anhand verschiedener
Parameter nach SCHMITT et al. (2001)

Parameter Mensch Maus
Thrombozyten

Anzahl im Blut

(x1 0° n 150-400 1000-1500
Durchmesser 1-2 0.5
(um)

Volumen

(fl) 8-9 3-4
Lebensdauer 8-12 3-4
(Tage)

a—Granula

(pro Thrombozytenanschnitt) 56 3-4
dichte Granula y 05
(pro Thrombozytenanschnitt) ’
Megakaryozyten

Durchmesser 30-60 20-30
(um)

Anzahl |r;n Knochenmark 711 20
(pro mm®)

fiir den Menschen: Bei den heterotrimeren G-Proteinen handelt es sich um eine in der Evolu-
tion hochkonservierte Genfamilie; nicht nur verschiedene Sdugetierspezies zeigen eine grofle
Ubereinstimmung beziiglich der Expression der verschiedenen G-Protein-Familien, auch in
Invertebraten lassen sich die vier Familien nachweisen (WILKIE et al. 1992).

Wihrend das murine Gen fiir Goq sich nur minimal vom humanen unterscheidet, existieren
fiir die Gaj;-Untereinheit deutlichere Spezies-spezifische Variationen. Mit speziellen Primern

konnte das Fehlen von Ga -Proteinen sowohl in Thrombozyten der Maus als auch in denen

des Menschen nachgewiesen werden (JONSOHN et al. 1996).

2.8 Bestrahlung und Knochenmarktransplantation am Mausmodell

2.8.1 Himatopoetische Stammzellen der Maus

Héamatopoetische Stammzellen haben sowohl die Fahigkeit, sich selbst zu erneuern, als auch,
sich in jede der verschiedenen Blutzell-Linien zu differenzieren. Damit sind sie die ersten und
einzigen ,,Ursprungszellen* der Himatopoese; nach einer gewissen Anzahl von Teilungen zur
Selbsterneuerung differenzieren sie sich in eine bestimmte Zelllinie und werden nach weiteren
Teilungen zu Vorlduferzellen der letztendlich reifen Erythrozyten, Megakaryozyten bzw.
Thrombozyten, Granulozyten, Monozyten, Makrophagen, Mastzellen und der verschiedenen
Lymphozyten. Durch Selektion nach der Expression bestimmter Oberflichenantigene ldsst

sich aus dem Knochenmark von Miusen eine heterogene Zellpopulation isolieren (so genann-
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te Thy 1,1'° Lin" Sca-1" -Zellen), die mit diesen Stammzellen angereichert ist. Diese Zellpopu-
lation beinhaltet etwa 0,02 bis 0,05 % der Gesamtzellen des Knochenmarks (SPANGRUDE et
al. 1988; SMITH et al. 1991; UCHIDA et al. 1993; SLAYTON et al. 2002). 30 solcher Zellen
zeigten sich in der Studie von SPANGRUDE et al. (1988) ausreichend, um 50 % einer Grup-
pe letal bestrahlter Méuse iiberleben zu lassen. In dieser Zellpopulation kann man weiterhin
zwischen Zellen, deren Mitochondrien sich stark mit Rhodamin 123 anfiarben lassen (Rhohigh),

low

und solchen, die nur eine geringe Farbung annehmen (Rho™") unterscheiden. Wahrend die

Rho"¢"Zellen im Falle einer Knochenmarktransplantation fiir eine kurzfristige gesteigerte

Hamatopoese, vor allem eine Erythropoese, sorgen, stellen die Rho'*"

-Zellen die Grundlage
fiir eine langfristige Hamatopoese im Empfangertier dar (UCHIDA et al. 1993; SLAYTON et

al. 2002).

2.8.2 Bestrahlungs- und Transplantationsregime
Fiir die erfolgreiche Rekonstitution des Empfingertieres mit Knochenmarkzellen des Spen-
ders sind aufer der absoluten Strahlendosis die Dosisrate, die Anzahl der transplantierten Zel-

len und der Zeitraum zwischen Bestrahlung und Transplantation von Bedeutung.

Strahlendosis

Prinzipiell zeigen die einzelnen Méause-Zuchtlinien unterschiedlich stark ausgeprigte Resis-
tenz gegeniiber radioaktiver Strahlung. Besonders sensibel im Vergleich zu anderen Linien
zeigten sich in Versuchen sowohl gegeniiber langfristiger, geringer dosierter Strahlung als
auch gegeniiber kurzer, hochdosierter Exposition Mause des Zuchtstammes BALB/cJ, beson-
ders resistent hingegen erwiesen sich solche der Linien SJL/J und 129/]. Im Mittelfeld sind
z. B. RF7/J-Méuse sowie Tiere des Stammes C57BL/6J zu finden (RODERICK 1963;
YUHAS und STORER 1969; CUI et al. 2002). Um zu erreichen, dass die Himatopoese der
Empféngertiere nach der Knochenmarktransplantation (nahezu) ausschlieBlich durch Stamm-
zellen der Spendertiere geschieht und somit eine vollstindige Rekonstitution vorliegt, muss
durch die Bestrahlung fiir diese transplantierten Zellen Platz geschaffen werden (DOWN et al.
1991; TOMITA et al. 1994; MILLER 2002). So zeigen Empféangertiere, die keiner oder nur
sehr geringer (0,5 Gy) Strahlung ausgesetzt waren, zwar kurz nach einer Transplantation von
syngenem Knochenmark einen Blutzell-Chimirismus, welcher allerdings innerhalb von 20
Wochen verschwindet. Mit einer Bestrahlung von 1,5 Gy kann zumindest bei einem Teil der
Tiere ein stabilerer Chimérismus erzeugt werden. Bei einem Wert zwischen 1,5 und 3 Gy zei-
gen 100 % der bestrahlten Tiere einen stabilen Anteil von Spender-Blutzellen bis zu 80 %

(TOMITA et al. 1994). DOWN et al. (1991) bewiesen ebenfalls, dass bei einer Dosis von
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2 Gy durch eine Transplantation von 10’ syngenen Knochenmarks-Zellen ein Blutzellchimé-
rismus im Empféangertier erreicht wird. Fiir eine allogene Transplantation ist allerdings ein
Wert von mindestens 5,5 Gy notig. Ab 7 Gy konnte in diesen Versuchen an C57BL/6-Miusen
als Empféngertiere eine Rekonstitution von 100 % erreicht werden (DOWN et al. 1991). Um
bei hoheren Strahlendosen die Toxizitdt moglichst gering zu halten, kann die Bestrahlung
fraktioniert durchgefiihrt werden. Zum Beispiel ldsst sich eine Gesamtdosis von 12 Gy, die als
Einzeldosis tddlich ist, auf zwei Dosen von jeweils 6 Gy aufteilen. Wihrend bei Intervallen
von 1 bis 2 Stunden zwischen diesen Einzeldosen noch deutliche Nebenwirkungen wie z. B.
die Ausbildung eines Kataraktes beobachtet werden, treten solche bei ldngeren Abstdnden
zwischen den Bestrahlungen nicht auf. Als optimales Zeitintervall zwischen zwei Einzeldosen
einer fraktionierten Bestrahlung erwies sich fiir eine allogene Knochenmarktransplantation
eine Dauer von vier Stunden. Eine ldngere Zeitspanne kann dazu fiihren, dass sich einige
Stammzellen des Empfangertieres erholen und nicht vollstindig durch die des Spendertieres
ersetzt werden (CUI et al. 2002). Diese Studie von CUI et al. (2002) kommt zu dem Ergebnis,
dass eine fraktionierte Bestrahlung der Empfingertiere von 2 mal 6 Gy die beste Vorausset-
zung fiir eine vollstdndige Rekonstitution nach einer allogenen Knochenmarktransplantation
liefert. Dennoch zeigen sich auch letale Einzeldosen von 9,5 Gy als ausreichend, solch eine
stabile Rekonstitution zu erhalten, wenngleich die Uberlebensrate tendenziell geringer ist. Es
konnte fiir diese Einzeldosis von 9,5 Gy aullerdem nachgewiesen werden, dass sich in Tieren,
die damit bestrahlt wurden, aber kein Knochenmark transplantiert bekamen, keine Kolonie-
bildenden-Einheiten mehr entwickeln; damit gilt diese Einzeldosis als ausreichend, um die
Stammzellen des Empfingers vollstindig abzutéten (DOWN et al. 1991; CUI et al. 2002;
ASKENASY et al. 2003).

Dosisrate

Fiir eine erfolgreiche Rekonstitution ist allerdings nicht nur die absolute Dosis ausschlagge-
bend, auch die Dosisrate muss dabei beriicksichtigt werden. So ist eine Rate von 0,1 Gy/min
bei einer Einzeldosis von 8 Gy nicht ausreichend, um eine Einnistung von Donor-Stamm-
zellen im Empfangertier zu erreichen. Erhoht man diese bei gleicher Absolut-Dosis auf 0,7
Gy/min, erreicht man acht Wochen nach Transplantation einen Anteil von Donor-Blutzellen
von etwa 55 %. Eine weitere Steigerung der Dosisrate bis zu 1,3 Gy/min zeigt deutlich besse-
re Ergebnisse beziiglich der Rekonstitution. Allerdings ist die Letalitdt dadurch ebenfalls er-
hoht. In den meisten Studien wird als Kompromiss daraus eine Dosisrate von etwa 1 Gy/min

verwendet (SALOMON et al. 1990; DOWN et al. 1991; CUI et al. 2002).
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Anzahl an transplantierten Zellen

Wie zuvor beschrieben, soll eine Zahl von 30 Thy 1,110 Lin" Sca-1" -Zellen ausreichen, um
50 % einer Gruppe letal bestrahlter Méuse tliberleben zu lassen. Diese Stammzellpopulation
macht 0,02 bis 0,05 % der gesamten Knochenmarkszellen aus (SPANGRUDE et al. 1988;
SMITH et al. 1991; UCHIDA et al. 1993; SLAYTON et al. 2002). Allerdings erreicht man je
nach Anzahl der transplantierten Zellen bei gleichbleibender Dosis und Dosisrate eine mehr
oder weniger gute Rekonstitution im Empfingertier. Dafiir wird eine bestimmte Anzahl un-
selektierter Knochenmarkszellen aus dem Knochenmark des Spendertieres transplantiert oder
spezielle Stammzellen werden zuvor isoliert und nur diese gezielt transplantiert. Nach
UCHIDA et al. (1994) entsprechen dabei 500 Thy 1,1° Lin™ Sca-1" -Zellen etwa 1x10° un-
selektierten Knochenmarkszellen. Fiir eine Transplantation ohne vorhergehende Stammzell-
isolation werden den Empfingertieren zwischen 2x10° und 1,5x10” Knochenmarkszellen des
Spenders injiziert (ADLER 1984; SKORSKI et al. 1988; SALOMON et al. 1990; DOWN et
al. 1991; TOMITA et al. 1994; UCHIDA et al. 1994; CUI et al. 1999; PETRY et al. 2001;
CUI et al. 2002). Eine Studie arbeitet gezielt mit geringeren Mengen (5x10* bis 1x10°) bei
letaler Bestrahlung der Empfingertiere. Dabei zeigt sich, dass die Menge an transplantierten
Zellen einen limitierenden Faktor fiir das Uberleben der Tiere darstellt. Je hoher die Zellzahl,
desto hoher ist der Anteil der iiberlebenden Tiere (WEISS et al. 1988). Allerdings scheint es
keinen bestimmten Schwellenwert zu geben, ab dem die Anzahl der transplantierten Zellen
fiir eine Knochenmarktransplantation ausreichend ist und eine Erh6hung keinen Effekt mehr
zeigen wiirde. Vielmehr kann durch eine groBere Menge bei gleicher Strahlendosis und Dosis-
rate eine verbesserte Rekonstitution erreicht werden. So postulieren zum Beispiel CUI et al.
(2002) in ihrer Studie iiber ein optimales Bestrahlungsregime, dass die fraktionierte Bestrah-
lung der Einzeldosis iiberlegen ist. Diese Untersuchung wurde mit einer Menge von 3x10°
Zellen durchgefiihrt. Der gleiche Versuch mit 1x10” Zellen ergab fiir die Einzeldosis jedoch
ebenso wie fiir die fraktionierte Bestrahlung eine optimale Rekonstitution bei einer Letalitit
von 0 % (CUI et al. 2002). Mit einer hoheren Anzahl an transplantierten Zellen kann man
folglich die Dosis oder die Dosisrate erniedrigen, um denselben Effekt zu erhalten. Damit
wird deutlich, dass bei einer Knochenmarktransplantation mit vorausgehender Bestrahlung
des Empfingertieres eine deutliche Abhédngigkeit zwischen den drei GréBen absolute Dosis,
Dosisrate und Anzahl der transplantierten Zellen besteht (SALOMON et al. 1990; DOWN et
al. 1991; CUI et al. 2002).
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Zeitintervall zwischen Bestrahlung und Transplantation

Auch die Zeitspanne zwischen der Bestrahlung und der Applikation des Spender-Knochen-
marks hat einen Einfluss auf den Erfolg der Transplantation. So zeigt sich, falls man eine li-
mitierende Anzahl von Zellen transplantiert, die Uberlebensrate abhiéingig vom Zeitintervall
zwischen Bestrahlung und Transplantation. Dabei scheint eine Spanne von 24 Stunden opti-
mal fiir eine erfolgreiche Einpflanzung des Spender-Knochenmarkes (WEISS 1988).
Entscheidend ist jedoch vor allem, dass die Transplantation nicht unmittelbar nach der Be-
strahlung stattfindet (WEISS 1988). Es geniigt allerdings eine Zeitspanne von sechs Stunden
zwischen Bestrahlung und Transplantation, um eine vollstindige Rekonstitution zu erreichen,
sofern eine ausreichende Strahlen-Dosis und Menge an transplantierten Zellen verwendet
werden (DOWN et al. 1991; UCHIDA et al. 1994; PETRY et al. 2001; ASKENASY et al.
2003).

2.8.3 Hamatopoese im Empfingertier in der Zeit nach der Transplantation

In den ersten Wochen nach einer Knochenmarktransplantation ist vorwiegend eine Erholung
der erythroiden und der granulozytiren Zelllinie zu beobachten. Vor allem in der Milz, die
durch die Transplantation erst zu einer Himatopoese, die vom Knochenmark unabhéngig ist,
befdhigt wird, findet sogar eine stark iiberschiefende Produktion von Granulozyten und deren
Vorlduferzellen statt. Die Produktion der lymphozytiren Linie hingegen scheint verzogert ein-
zusetzen und vor allem durch das Knochenmark, nicht durch die Milz in Gang gesetzt zu wer-
den (ADLER 1984; MILLER 2002). Speziell die Thrombozyten erreichen spatestens 90 Tage
nach einer Transplantation wieder normale Blutlevel. Der Megakaryozyten-Spiegel erreicht
hingegen bis 270 Tage nach einer Transplantation von 1000 Thy 1,1 Lin” Sca-1" -Zellen kei-
ne Normalwerte mehr, die Antwort auf bestimmte Thrombozytose-induzierende Stimuli ist
bei solchen Tieren vermindert (BRADFORD et al. 1993). SKORSKI et al. (1988) beispiels-
weise transplantierten 10" unselektierte Knochenmarkszellen und erreichten normale Throm-

bozytenzahlen bereits 56 Tage nach Transplantation.

2.9 Der Einfluss von Go,g-Protein-Knockout auf die Infarktgrofie

Wie in den vorangegangenen Kapiteln beschrieben, muss man davon ausgehen, dass eine
Aktivierung der Thrombozyten zum Ischdmie/Reperfusionsschaden beitrdgt. Da Thrombo-
zyten nur Goyg, nicht aber Go;; exprimieren (JOHNSON et al. 1996), ist ihre Aktivierung bei
Fehlen oder Blockade des Gog-Proteins gestort. Goq-Knockout-Tiere zeigen deshalb nicht nur

eine verzogerte Blutgerinnung, sondern auch eine wesentlich geringere Thromboseneigung

(OFFERMANNS et al. 1997b).
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Daraus ergibt sich die Fragestellung, ob Gog-Knockout-Tiere wegen ihrer gestdrten Throm-
bozytenaktivierung auf eine myokardiale Ischdmie mit anschlieBender Reperfusion weniger
empfindlich reagieren als gesunde Tiere.

Um dies herauszufinden, ist bereits eine Studie durchgefiihrt worden (HEUER, in Vorberei-
tung). Dabei wurden Wildtyp- sowie Gag-Knockout-Tiere einer 30-miniitigen myokardialen
Ischdmie und einer anschlieBenden 24-stiindigen Reperfusionsphase unterzogen. Anschlie-
Bend wurde ex vivo die GroBe der daraus resultierenden Myokardinfarkte planimetrisch be-
stimmt. Diese Untersuchungen ergaben, dass die Méuse, denen das Ga,-Protein fehlte, nach
einer Ischdmie/Reperfusion signifikant kleinere Infarkte als die Méduse ohne Gendefekt ent-

wickelten (HEUER, in Vorbereitung, vgl. Tab. 5).

Tab. 5: Ergebnisse fiir die InfarktgroBen - Angaben in % (HEUER, in Vorbereitung)
Wildtyp Knockout
MW SEM MwW SEM

Gruppe

Infarkt zu
area at risk 26 3,1 6 1,9
I/AAR

Infarkt zu
linkem Ventrikel 17,6 2,8 4.1 1,2
I/LV
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3 EIGENE UNTERSUCHUNGEN

3.1 Zielsetzungen

Auf dem Ergebnis, dass Mause mit defektem Gog-Protein gegeniiber einer myokardialen
Ischdamie/Reperfusion eine deutlich geringere Empfindlichkeit als Wildtyp-Tiere zeigen
(HEUER, in Vorbereitung, vgl. Kap. 2.9), basiert die vorliegende Arbeit. Es ist zwar erwie-
sen, dass in den Thrombozyten nur Goy, nicht Gouy; exprimiert wird, aber es ist bisher nicht
bekannt, welche Rolle Ga,q beispielsweise in den Kardiomyozyten spielt, in denen es zusam-
men mit Go; auftritt, bzw. inwieweit Goi;; das fehlende Goyg vollstidndig ersetzen kann.
Deshalb bleibt nach der vorangegangenen Untersuchung von HEUER (in Vorbereitung) un-
klar, ob die Ursache fiir die geringere Empfindlichkeit der Knockout-Tiere gegeniiber einer
Ischdmie mit anschlieBender Reperfusion auf die Storung der Thrombozyten zuriickzufiihren
ist oder aber auf unbekannten Effekten durch das fehlende Signalprotein zum Beispiel in den
Kardiomyozyten beruht.

Um dieser Fragestellung nachzugehen, sollen in der vorliegenden Studie die Auswirkungen
einer myokardialen Ischdmie/Reperfusion an Tieren untersucht werden, die einen Chiméris-
mus beziiglich des Ga-Knockout-Defekts in ithren Blutzellen und den iibrigen Korperzellen
aufweisen. Um einen solchen Chimérismus zu erreichen, soll im Vorfeld der Untersuchung
eine Knochenmarktransplantation durchgefiihrt werden. Dabei erhalten Wildtyp-Tiere Kno-
chenmark — und damit Thrombozyten — von Gog-Knockout-Tieren, wihrend Méusen, denen
Gog im gesamten Korper fehlt, Blut-Stammzellen der Wildtyp-Tiere mit erhaltener Goug-
Funktion transplantiert werden. Diese chimédren Tiere, die entweder Wildtyp-Blutzellen und
Gog-deletierte Korperzellen, oder aber Gog-deletierte Blutzellen und Wildtyp-Kdorperzellen
besitzen, sollen den gleichen Bedingungen wie die nicht-transplantierten Tiere der Untersu-
chung von HEUER (in Vorbereitung) beziiglich der Ischimie und Reperfusion ausgesetzt
werden.

Die aus der Ischdmie/Reperfusion entstehenden InfarktgroBen der transplantierten Tiere der
vorliegenden Studie sollen, indem man sie mit den Ergebnissen der Untersuchung von an den
nicht-transplantierten Tieren von HEUER (in Vorbereitung) vergleicht, Aufschluss dariiber
geben, ob eine gestorte Thrombozyten-Aktivierung tatsdchlich die Ursache fiir die geringere
Empfindlichkeit der Goq-Knockout-Miuse gegeniiber einer myokardialen Ischdmie und Re-

perfusion darstellt.
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3.2 Material und Methoden

3.2.1 Versuchstiere und Haltungsbedingungen

Als Versuchtiere dienen Gog-Knockout-Miuse und Méuse der gleichen Kreuzung ohne Gen-
defekt. Die Deletion des Gog-Gens wurde von OFFERMANNS et al. (1997a) an embryonalen
Zellen von Méusen des Stammes 129/Sv durchgefiihrt. Durch Kreuzung der herangewachse-
nen Tiere mit Méiusen des Stammes C57BL/6 gelang es, eine Zucht von Ga-Knockout-
Tieren mit dem genetischen Hintergrund 129/Sv und C57BL/6 zu ermdglichen. Von diesen
Tieren wurde der eigenen Arbeitsgruppe freundlicherweise von OFFERMANNS jeweils ein
Wildtyp- und ein Knockout-Zuchtpirchen iiberlassen, mit denen die Zucht im Institut fiir ex-
perimentelle Onkologie und Therapieforschung der TU Miinchen weitergefiihrt werden konn-
te.

Die Miuse werden in Gruppen bis zu sechs Tieren in Makrolonkéfigen gehalten. Dabei herr-
schen Raumtemperaturen zwischen 20°C und 23°C bei einer relativen Luftfeuchtigkeit von
50 % bis 60 %. Die Einstreu der Kéfige besteht aus entstaubtem und entkeimten Weichholz-
granulat (Faser, Fa. Altromin, Lage, D). Wasser und Futter (autoklaviertes Méausefutter, Fa.
Altromin, Lage, D) steht den Tieren immer ad libitum zu Verfiigung, in den Stéllen ist ein
kiinstlicher Tag-Nacht-Rhythmus in zwdlfstiindigem Intervall eingerichtet, mit einer Beleuch-
tungsstirke von 50 bis 100 Lux im Kéfig in der Lichtphase.

Die tierexperimentelle Studie wurde gemall § 8 des deutschen Tierschutzgesetzes durch die

Regierung von Oberbayern genehmigt.

3.2.2 Genotypisierung

Fiir die Unterscheidung zwischen Wildtyp-Tieren, heterozygoten und homozygoten Knock-
out-Miusen wird jedem einzelnen Tier ab einem Alter von vier Wochen unter Isofluran-Kurz-
narkose ein kleines Stiick der Schwanzspitze entnommen. Mithilfe dieser Gewebeprobe wird
eine Genotypisierung nach einem miindlich iiberlieferten Protokoll von OFFERMANNS
durchgefiihrt.

Die Aufreinigung der DNA aus der Gewebeprobe wird mithilfe des DNeasy” Tissue Kits
(Qiagen GmbH, Hilden, D) nach Anleitung des Herstellers durchgefiihrt. AnschlieBend wer-
den die entsprechenden Gensequenzen durch eine PCR amplifiziert. Zuvor muss durch eine
photometrische Messung bei 260 nm im DU® 640 Spectrophotometer (Beckmann GMBH,
Fullerton, USA) die Konzentration der DNA im Eluationspuffer ermittelt werden. Die Extink-
tion der 1:10 mit Aqua dest. verdiinnten DNA-Probe bei 260 nm multipliziert mit 500 ergibt
die Konzentration an DNA im Eluationspuffer in pg/ml. 100 ng dieser DNA werden anschlie-
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Bend in die PCR eingesetzt; fiir den PCR-Ansatz dient der Titanium'™ Taq PCR Kit (BD
Biosciences, Heidelberg, D).

Zu Beginn wird die Probe mit 2,50 pl 10x PCR-Puffer, 2,00 ul dNTP, 0,75 pl Primer Mix
(QIN7A: 5°-CTG GTT AGG AGC TCA GCT CTG AAG-3’, QNEO: 5°-TTC AAA GTA
TCA CAC TCA CAT CAC AG-3’, TW37: 5°-TGC CTG CTT GCC GAA TAT CAT GG-3’;
angefertigt von MWG Biotech, Ebersberg, D) und Aqua dest. ad 25 ul sowie 0,2 pl Taqg-Poly-
merase in einem Thermocycler (Mastercycler® gradient Fa. Eppendorf, Hamburg, D) 3 min
bei 94°C zur Auftrennung der DNA-Stringe inkubiert. AnschlieBend folgen 30 Zyklen aus
jeweils folgenden drei Schritten:

> 30 s bei 94 °C,

> 1 min bei 63,5 °C

> 1 min bei 72 °C

Nach diesen 30 Zyklen erfolgt eine abschlieende Inkubation fiir 10 min bei 72 °C. Die amp-
lifizierten DNA-Fragmente werden in einem 1%-igem Agarosegel, dem Ethidiumbromid zur
Anfiarbung der Nukleotidstringe beigefiigt wird, bei einer Spannung von 40 V in der
Elektrophoresekammer (eigene Herstellung) aufgetrennt. Zur Verifizierung der Fragment-
GroBen wird pro Ansatz neben einer Positiv- und Negativ-Kontrolle eine Tasche des Gels mit
GroBen-definierten DNA-Fragmenten (je 1 pl 100 bp-Marker New England Biolabs GmbH,
Frankfurt-Hochst, D) gefiillt. Nach drei bis vier Stunden kann das Ergebnis unter einem UV-
Tisch (MWG Biotech, Ebersberg, D) abgelesen werden:

> Banden bei 500 bp = Wildtyp-Allel (Primer: QIN7A/QNEO),

> Banden bei 300 bp = Knockout-Allel (Primer: TW37/QNEO).

Das bedeutet fiir den Genotyp des entsprechenden Tieres:

> eine Bande bei 500 bp = +/+ = Wildtyp

> eine Bande bei 300 bp = -/- = Knockout

> zwei Banden bei 500 bp und 300 bp = +/- = heterozygot

3.2.3 Versuchsablauf
In dem Versuch sollen zwei Gruppen beziiglich eines Ischdmie-Schadens im Myokard vergli-

chen werden: Wildtyp-Méuse, denen Knochenmark von Gog-Knockout-Méausen transplantiert
wird, und Goag-Knockout-Méuse, die Knochenmark von Wildtyp-Tieren erhalten (vgl.
Tab. 6).

Dazu werden weibliche Miuse ab einem Alter von acht Wochen mit y-Strahlung bestrahlt; an-

schlieBend wird ihnen Knochenmark von minnlichen Tieren der jeweils anderen Gruppe
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Tag -90 Bestrahlung und Knochenmarktransplantation
Tag—7 _| 1. Echokardiographie
Tag0 _|  Operation: myokardiale Ischdmie
24-stiindige Phase der Reperfusion
Tag 1 2. Echokardiographie, direkt im Anschluss: Euthanasie und
T Firbung des Herzens
v

Abb. 6: Schema zum Versuchsablauf

transplantiert. Zur Messung der Rekonstitutionsrate nach der Knochenmarktransplantation
dient eine PCR aus dem Blut der euthanasierten Tiere nach dem TagMan'™-Verfahren.
Frithestens 12 Wochen nach der Transplantation misst man die physiologische Herzkontrakti-
litdt dieser Tiere mithilfe einer Echokardiographie. Eine Woche spiter erfolgt der chirurgische
Eingriff, um eine 30-miniitige linksventrikuldre myokardiale Ischdmie herbeizufiihren, an die
sich eine 24-stiindige Reperfusionsphase anschlieft. Nach einer weiteren Ultraschallunter-
suchung werden die Tiere euthanasiert (vgl. Abb. 6). Das entnommene Herz wird gefarbt und
anschlieend bei —80°C aufbewahrt. Zur Probenauswertung wird das Herz senkrecht zur
Herzachse in sechs Scheiben geschnitten; die ersten vier Schnitte, ausgehend von der Herz-
spitze, werden fotographiert und gewogen. Mithilfe von Bildverarbeitungsprogrammen lassen

sich anschlieBend am Computer die Infarktgréen bestimmen.

Tab. 6: Ubersicht: Versuchsgruppen

Versuchsgruppe Genotyp der Tiere Genotyp der transplantierten ~ Anzahl der Tiere pro

Knochenmarkszellen Gruppe
WI Wildtyp: Go ™" Knockout: Go,,™” 14
KO Knockout: Go,™” Wildtyp: Go,™™ 11

3.2.4 Bestrahlung und Knochenmarktransplantation
Am ersten Tag werden weibliche Empfangertiere beider Gruppe im Alter von 8 bis 15 Wo-
chen in einer Cs137-Strahlenquelle (Typ OB 29/902-1; Buchler GMBH, Braunschweig, D)

mit y-Strahlung in einer Dosis von 9,5 Gray bestrahlt. Die ménnlichen Spendertiere
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euthanasiert man durch Genickbruch unter tiefer Isoflurannarkose, um ihnen jeweils
Humerus, Femur und Tibia beider Vorder- bzw. HintergliedmalB3en zu entnehmen. Nachdem
an diesen Knochen das Weichteilgewebe vollstindig entfernt worden ist, kann mithilfe einer
2-ml-Spritze und einer Kaniile (27G x %) das Knochenmark in RPMI-Medium (Gibco™
Gaithersburg, USA), das mit 5 ml Penicillin-Streptomycin (Sigma - Aldrich Chemie, Taufkir-
chen, D) je 500 ml versetzt ist, gespiilt werden. Dieses wird anschlieBend durch einen Cell
Strainer (Falcon, Becton Dickinson Labware Europe, Le Pont De Claix, Frankreich) gegeben,
um die einzelnen Zellen zu trennen, und bei 23°C fiinf Minuten lang bei 1000 rpm zentrifu-
giert (Universal 30 RF®, Hettlich, Tuttlingen, D). Das auf diese Weise autbereitete Knochen-
mark eines Spendertieres enthélt 5 bis 6 x 10’ Zellen und ist damit ausreichend fiir zwei
Empfingertiere.

Das Pellet wird anschlieend in 400 pl PBS - Puffer (Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline
w/o MgC1I*"/CaCl*", Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen, D) resuspendiert und halbiert, so
dass jede Portion ein Volumen von 200 pl hat. Je eine solche Portion wird den Empfanger-
tieren sechs Stunden nach der Bestrahlung unter Isofluran-Inhalationsnarkose {iber eine
Schwanzvene intravends verabreicht.

Die Einleitung der Narkose erfolgt in einer Plexiglas-Rohre (eigene Anfertigung) die als
Ganzkorperkammer dient. Sobald sich die Maus darin befindet, wird tiber einen Verdampfer
(Vapor 19.3, Abbott, Drigerwerk AG, Liibeck, D) Isofluran (Forene®, Abbott, Ludwigshafen,
D) in einer Konzentration von fiinf Volumenprozent bei Zufuhr von 0,6 1/min reinem Sauer-
stoff liber einen Durchflussmesser (Uno, Zevenaar, Holland) eingeleitet. Nach Verlust des
Stellreflexes fithrt man die Narkose mithilfe einer Inhalationsmaske (eigene Anfertigung) bei
1,5 Volumenprozent [sofluran und demselben Sauerstoffflow fort. Um eine bessere Durchblu-
tung des Schwanzes des Tieres herbeizufiihren, wird dieser in ca. 40°C warmes Wasser einge-
taucht. Mithilfe eines Gummischlauches staut man vorsichtig die vendsen Gefille am
Schwanzansatz, so dass sich das aufbereitete Spender-Knochenmark in eine der Schwanz-
venen mithilfe einer Insulinspritze (BD Micro-Fine™, BD Consumer Healthcare, Franklin
Lakes, USA) injizieren ldsst.

Um eine vollstindige Rekonstitution zu gewdhrleisten, findet die Operation der Tiere friihes-
tens 90 Tage nach dieser Transplantation statt. Wahrend dieser Ruhezeit erhalten die Mause
zur antibiotischen Prophylaxe 20 mg Ofloxacin (Ofloxacin Pulver, Fa. Synopharm, Barsbiit-

tel, D) pro 150 ml Wasser im Trinkwasser.
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3.2.5 Bestimmung der Rekonstitutionsrate mit dem TagMan"™-Verfahren

Prinzip des TagMan™-Verfahrens

Mit dem TagMan'™-Verfahren lisst sich in einer Probe die Menge eines bestimmten DNA-
Abschnitts quantitativ bestimmen. Es handelt sich dabei um eine PCR, bei der zusitzlich ein
Fluoreszenzfarbstoff verwendet wird, der proportional zur Produktmenge der PCR aktiviert
wird. Die Zahl der Vermehrungszyklen, die notwendig ist, bis die Reporterfluoreszenz die
Hintergrundfluoreszenz signifikant iibertrifft, wird als ct-Wert bezeichnet. Ein kleinerer ct-

Wert bedeutet deshalb eine hohere Anfangskonzentration des gesuchten DNA-Abschnitts.

Durchfiihrung der Rekonstitutionsmessung

Die angewandte Methode, mithilfe des Y-Chromosoms und eines ,,housekeeping-Gens* die
Rekonstitutionsrate von weiblichen Empfangertieren, denen Knochenmark ménnlicher Tiere
transplantiert wurde, nachzuweisen, wurde mit anderen PCR-Verfahren bereits von PETERS
et al. (2002) und MURAMATSU et al. (2003) beschrieben. In der vorliegenden Arbeit wird
an Stelle der Verwendung von Standardkurven die Berechnungsmethode nach dem User
Bulletin #2, Abi Prism 7700 Sequence Detection System (Applied Biosystems, Foster City,
USA) zur Bestimmung der Rekonstitutionsrate herangezogen.

Aus dem bei der Euthanasie der Tiere gewonnenen Blut wird mithilfe des E.Z.N.A.® Blood
DNA Mini Kitt (Peqlab, Erlangen, D) eine DNA-Isolierung vorgenommen. Um eine griindli-
chere DNA-Eluation zu erhalten, modifiziert man die Arbeitsanleitung des Herstellers
insofern, als ein doppelter Waschvorgang der Saule stattfindet.

Die Menge an DNA im Eluat ldsst sich anschlieBend durch Photometrie bei 260 nm und
280 nm im DU® 640 Spectrophotometer (Beckmann GMBH, Fullerton, USA) bestimmen.
100 ng der DNA werden mit TagMan® Universal PCR Master Mix (Roche, Branchburg, New
Jersey, USA) und den Primern Mm00441712 s1 Sry (Applied Biosystems, Foster City, USA)
fiir das Y-Chromosom, sowie Mm99999915 gl Gapd (Applied Biosystems, Foster City,
USA) fiir GAPDH in den Abi Prism™ 7700 Sequence Detector (Perkin Elmer, Fremont,
USA) eingesetzt.

In diesem Ansatz wird einerseits die Menge an Y-Chromosom, andererseits die an GAPDH,
einem so genannten ,,housekeeping-Gen, im Blut des transplantierten Tieres ermittelt. Als
Kontrolle dient Blut einer gesunden méinnlichen Maus der eigenen Zucht.

Die Rekonstitutionsrate ldsst sich daraufhin folgendermallen ermitteln (User Bulletin #2, Abi
Prism 7700 Sequence Detection System, Applied Biosystems, Foster City, USA): Der ct-Wert
des GAPDH-Gens wird vom ct-Wert des Y-Chromosoms subtrahiert; je groBer der Wert
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dieser Differenz Act ist, desto weniger Y-Chromosom im Vergleich zu GAPDH-Gen befindet
sich in der entsprechenden Blutprobe. Der Act-Wert des médnnlichen Kontrolltieres, bei dem
in allen Blutzellen das Y-Chromosom enthalten sein muss, dient bei jeder Messung als
direkter Vergleichswert. Da es sich bei dem transplantierten Tier jeweils um ein weibliches
Tier handelt, das Knochenmark eines mannlichen Tieres erhalten hatte, kann man anhand des
Act-Wertes dieses Versuchstieres im Vergleich zum Act-Werts des Kontrolltieres auf die
Menge an Y-Chromosom im Blut des transplantierten Tieres, und damit auf die Rekonstitu-
tionsrate der Blutzellen nach der Knochenmarktransplantation schlieBen: Subtrahiert man den
Act-Wert der Kontrolle von Act der Probe, ergibt sich AAct. Mit diesem AAct lésst sich durch
die Formel ,2**' x 100 % die Rekonstitutionsrate in Prozent errechnen.

Im Idealfall miisste AAct gleich Null, d. h. die Rekonstitutionsrate gleich 100 %, sein. Durch
geringste Messschwankungen ergeben sich allerdings AAct-Werte, die sowohl minimal {iber
als auch unter Null liegen konnen; daraus kann eine errechnete Rekonstitutionsrate von mehr

als 100 % resultieren.

3.2.6 Sonographische Messungen

Die sonographische Untersuchung wird bei jedem Tier eine Woche vor der Operation und am
Tag nach der Operation, direkt vor der Euthanasie, durchgefiihrt. Fiir die Messungen wird ein
Ultraschallgerdt aus der Humanmedizin (Vivid Five, REF: FC000080, SN: 2941 VM, GE
Vingmed Ultrasound, Horten, Norwegen) mit einem 10 MHz Schallkopf und 3,5 cm Ein-
dringtiefe (REF: KW100002, SN: 11122, GE Vingmed Ultrasound, Horten, Norwegen) ver-
wendet.

Fiir die Anésthesie wird eine reine Isofluran-Inhalationsnarkose durchgefiihrt. Diese wird mit
fiinf Volumenprozent in der Plexiglasrohre (eigene Herstellung) eingeleitet und, nach Verlust
des Stellreflexes, mithilfe der Inhalationsmaske (eigene Herstellung) bei 1,5 Volumenprozent
aufrechterhalten, wobei jeweils ein Sauerstoffflow von 0,6 Liter pro Minute gewéhrleistet ist
(vgl. Kap. 3.2.4). Nachdem zum Schutz vor Austrocknung auf die Kornea Augensalbe (Be-
panthen® Augen- und Nasensalbe, Roche, Grenzach, D) aufgetragen worden ist, werden die
Haare beidseits lateral und sternal am Thorax mithilfe von Enthaarungscreme entfernt (Plica,
Glaxosmithkline, Biihl, D). Die Korpertemperatur des Tieres wird wéhrend der gesamten
Messung konstant auf 37°C + 3°C gehalten. Hierfiir dient eine Wéarmelampe (100W, 240 V)
und eine rektal eingefiihrte Temperatursonde (temperature control, FHC, Browdoingham,
ME, USA). Fiir die Sonographie liegt die Maus auf einem speziell angefertigten Plexiglasge-
stell (eigene Herstellung).
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Das Tier liegt auf einem Gelpad,
das sich iiber einer Aussparung
des Plastikgestells befindet.

Die Inhalationsnarkose wird iiber
eine Kopfkammer durchgefiihrt.
Die Korpertemperatur wird per-
manent iiber eine rektal eingefiihr-
te Sonde gemessen

Abb. 7: Durchfithrung der sonograpischen Messungen

Dieses Gestell besitzt eine 8 x 4,5 cm” groBe rechteckige Aussparung, auf die ein Gelpad als
Vorlaufstrecke (Sonopad, Sonotec, Halle, D) gelegt wird. Darauf wird die Maus sternal mit
nach vorn und hinten ausgestreckten GliedmaBen gelagert (vgl. Abb. 7); durch die o.g. Aus-
sparung ist es moglich, iiber einen rechts parasternal aufgesetzten Schallkopf mit einer Ein-
dringtiefe von 3,5 cm den linken Ventrikel des Tieres darzustellen. Auf diese Weise lésst sich
der Kurzachsenschnitt des linken Ventrikels im B-Mode so einstellen, dass man im M-Mode
den Durchmesser auf Ebene der Papillarmuskeln sowohl am Ende der Diastole, enddiastolisch
(LVDA), als auch am Ende der Systole (LVDs), endsystolisch, messen kann (vgl. Abb. 8).
Aus diesen Werten errechnet sich die linksventrikulire Verkiirzungsfraktion oder ,,fractional
shortening* (FS) in Prozent, indem der Durchmesser des Ventrikels am Ende der Systole von
dem am Ende der Diastole subtrahiert und das Ergebnis durch Letzteren dividiert wird. Multi-
pliziert mit 100 ergibt diese Formel das FS in Prozent:

FS = LVDd — LVDs
LVDd

-100%

Das FS wird als MaB fiir die linksventrikuldre Kontraktilitdt bei den Versuchstieren sowohl
eine Woche vor der Operation, als auch 24 Stunden danach durch den Mittelwert der LVDd
und LVDs aus jeweils zehn Ultraschalleinstellungen berechnet; durch den Vergleich beider
Werte soll eine eventuelle Beeintrichtigung der physiologischen Herzfunktion 24 Stunden

nach der Ischdmie erkannt werden.
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Oben: Kurzachsenschnitt des linken Ventrikels im
B-Mode auf Hohe der Papillarmuskeln

Unten: Darstellung im M-Mode zur Messung des
endsystolischen und enddiastolischen Durchmessers
(LVDs und LVDd)

Abb. 8: Bestimmung des fractional shortening

3.2.7 Operationsdurchfithrung

Vorbereitung des Tieres fiir die Operation

Die Anisthesie der Maus erfolgt durch eine intraperitoneale Injektion einer Mischung aus Mi-
dazolam (Midazolam—ratiopharm®, Ratiopharm, Ulm, D), in einer Dosierung von 5,0 mg/kg,
Medetomidin (Dormit0r®, Pfizer, Karlsruhe, D), in einer Dosierung von 0,5 mg/kg und Fenta-
nyl (FENTANYL—JANSSEN®, Janssen-Cilag GmbH, Neuss, D), in einer Dosierung von
0,05 mg/kg (nach HENKE und ERHARDT 2004). Eine speziell angefertigte, nicht luftdicht
abschlieende Kopfmaske (eigene Anfertigung), in die reiner Sauerstoff mit einem Fluss von
0,6 Liter pro Minute eingeleitet wird, soll eine ausreichende Oxygenierung der Maus unter
Narkosebedingung gewihrleisten. Nachdem Augensalbe auf die Kornea aufgebracht und die
Temperatursonde rektal eingefiihrt worden ist, ldsst sich das Fell des Tieres an der linken
Thoraxseite sowie ventral an der Halsregion durch Enthaarungscreme entfernen (vgl. Kap.
3.2.6). AnschlieBend wird die Maus fiir die Tracheotomie in Riickenlage auf der Warmematte
fixiert, indem man die VordergliedmaBen, seitlich vom Korper abgespreizt, mithilfe von Kle-
bestreifen (1,25 cm breit, Leucoplast, Beiersdorf AG, Hamburg, D) an der Unterlage fixiert.

Sowohl die Tracheotomie als auch die Thorakotomie mit Erzeugung der myokardialen Isché-
mie werden mikrochirurgisch mit einer zwolffachen VergroBBerung durchgefiihrt. Dafiir dient
ein stufenlos einstellbares Dissektionsmikroskop (fibermatic JKH®, Edward Weck Company,
North Carolina, USA). Die Temperatur des Tieres wird wéahrend des gesamten Eingriffs mit-
hilfe einer an die Temperatursonde gekoppelten Warmematte (temperature control, FHC,
Browdoingham, ME, USA) konstant auf 37°C + 3°C gehalten. Die Feineinstellung der Tem-

peratur dieser Warmematte erfolgt manuell.
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Tracheotomie

An der Ventralseite des Halses wird die Haut in Hohe der Larynx in etwa fiinf Millimeter
Linge mit dem Skalpell (Feather Disposable Scalpel, NO 22, PFM, Koéln, D) durchtrennt. Die
hervorquellende paarige Glandula mandibularis wird ebenfalls in der Medianen vorsichtig
stumpf getrennt, so dass sie die Sicht auf den paarigen Musculus sternohyoideus ermoglicht.
Nach dem Spreizen dieser beiden stumpf voneinander geldsten Muskelbdauche mithilfe von
Haltefiden (monofil, 5-0, Prolene”, Ethicon, Norderstedt, D) liegt der Kehlkopf und der
direkt angrenzende Teil der Trachea frei. Auf diese Weise kann die Trachea zwischen der
zweiten und vierten Trachealspange, unter Schonung der parallel verlaufenden Vena thyreo-
idea caudalis, eroffnet werden. Ein weiterer Haltefaden (monofil, 7-0 Prolene®, Ethicon,
Norderstedt, D) wird um den direkt caudal der Schnittstelle liegenden Knorpelring gefiihrt, so
dass es durch vorsichtiges Ziehen daran gelingt, eine Metallkaniile (Intubation Cannula for
mouse OD 1,1 mm, L 28 mm, Hugo Sachs, Medical Research, March-Hugstetten, D) als
Tubus in die er6ffnete Trachea zu schieben (vgl. Abb. 9).

Uber diesen Tracheotubus kann die Maus an das spezielle Beatmungsgerit (Mini Vent Type
845, Hugo Sachs, March-Hugstetten, D) angeschlossen und fiir die Dauer der gesamten
Operation mit 120 Atemziigen pro Minute bei einem Tidalvolumen von 180 pul und einer Zu-
fuhr von 0,8 Volumenprozent Isofluran bei einem Sauerstoffflow von 0,6 I/min (vgl. Kap.

3.2.6) beatmet werden

Thorakotomie und ventrikuldre Ischdmie

Fiir die Durchfiihrung der lateralen Thorakotomie ist eine Umlagerung des Tieres notwendig.
Die Maus wird vorsichtig in die rechte, gestreckte Seitenlage gebracht, indem beide Vorder-
gliedmaflen ohne Zug nach vorn, die rechte Hintergliedmafle nach hinten gestreckt mit Klebe-

band (s. 0.) an der Unterlage befestigt werden.

Abb. 9: Einfithren der Metallkantile in die Trachea
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Die Durchtrennung der Haut erfolgt im vierten Interkostalraum, in dorso-ventraler Richtung
auf Hohe der Rippen-Knorpel-Grenze. Nachdem der Musculus cutaneus trunci an dieser
Stelle durchschnitten worden ist, erfolgt die Auftrennung des Musculus serratus ventralis ent-
lang seines Faserverlaufs. Nachdem man anschliefend die Musculi intercostales externi und
interni zusammen mit der Pleura costalis des vierten Interkostalraumes durchtrennt hat, ist der
Thorax vollstindig erdffnet. Kleinere kapilldre Blutungen werden jeweils mithilfe zurecht-
geschnittener Saugtupfer (Ethikeil®, Ethicon, Norderstedt, D), groBere oder anhaltende Blu-
tungen durch einen batteriebetriebenen Mikrokoagulator (small vessel cauterizer, FST, Hei-
delberg, D) gestillt. Um eine mdglichst gute Ubersicht fiir den Eingriff zu erreichen, wird der
Interkostalraum vorsichtig mit einem Rippenspreizer (17008-07, FST, Heidelberg, D) gewei-
tet und offen gehalten. Die kollabierte linke Lunge wird gegebenenfalls mit einem Saugtupfer
(Ethikeil®, s. 0.) nach dorsal geschoben, das Mediastinum er6ffnet und das Perikard gefens-
tert, so dass das linke Herz vollsténdig frei liegt. Ventral des linken Herzohres an der Facies
auricularis ldsst sich die Arteria coronaria sinistra in der Regel gut erkennen, eine bessere
Darstellung des Gefifies gelingt dadurch, dass man ein Stiick zurechtgeschnittenen Ethikeils®
(s. 0.) vorsichtig unter das Herzohr schiebt, es dadurch etwas nach dorsal und von der Facies
auricularis abhebt. Mit einem Faden (Vicry1® 8-0, Ethicon, Norderstedt, D) wird die Arterie
ca. einen Millimeter apikal des Atriums unterstochen. Anschlieend legt man ein etwa zwei
Millimeter langes Stiick Polyethylen-Schlauch (Polyethylen tubing, ID 0,28 mm, OD
0,61 mm, SIMS, Portex, UK) auf das Gefd3 und ligiert dieses zusammen mit der Arterie. Da-
durch ist es moglich, die Ligatur spdter wieder zu 16sen. Den vollstindigen Verschluss des
Gefiles und die daraus entstehende Ischédmie des linken Ventrikels erkennt man an der deutli-
chen Farbanderung des Gewebes distal der Ligatur: das rote Myokard wird blassrosa. Der Teil
der Arterie distal der Ligatur ist nicht mehr erkennbar, in den meisten Fillen treten auBBerdem
sichtbare, reversible Arrhythmien auf. Die linksventrikuldre Ischdmie wird fiir die folgenden
30 Minuten aufrechterhalten. In dieser Zeitspanne findet weiterhin eine genaue Uberwachung
und Regelung der Korpertemperatur des Tieres statt (s.0.). Um ein Austrocknen der freilie-
genden Organe des Thorax zu verhindern, wird der Rippenspreizer fiir die Dauer der Ischdmie
geschlossen und die Wundrander mit Elektrolytlosung (Ringer-Spiillosung, DeltaSelect,
Pfullingen, D) feucht gehalten. Nach genau 30 Minuten wird der Polyethylen-Schlauch aus
der Ligatur gezogen, der Faden durchschnitten und entfernt. Durch die erneute Farbdnderung
des Ventrikels von blassrosa zu rot, sowie durch die distal der Ligatur wieder sichtbare

Arteria coronaria sinistra ldsst sich die Reperfusion des Myokards verifizieren.
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Verschluss der Thorakotomie- und Tracheotomiewunde

Zum Thoraxverschluss werden zunéchst Einzelhefte (6-0, Vicryl®, Ethicon, Norderstedt, D)
um die vierte und flinfte Rippe vorgelegt und bis auf eines zugeknotet. Durch dieses fiihrt
man einen speziell angefertigten Katheter (eigene Herstellung), der iiber einen Dreiwegehahn
mit einer 1-ml-Spritze verbunden ist, in den Thorax ein. Auf diese Weise erreicht man durch
vorsichtiges Absaugen der Luft und anschlieBendem Festziehen des letzen Heftes, mit Entfer-
nen des Katheters, einen ausreichenden Unterdruck im Brustkorb. Die folgende Muskel- und
Fasziennaht erfolgt fortlaufend ebenfalls mit einem 6-0 Vicry1® - Faden (s.0.). Als letztes wird
die Haut mit U-Heften verschlossen (6-0, Prolene® blau, Ethicon, Norderstedt, D).

Wenige Minuten vor Entfernung des Tracheotubus verringert man die Isofluran-Konzentra-
tion schrittweise, bis die Maus fiir ca. zwei Minuten mit reinem Sauerstoff beatmet wird. Setzt
nach Extubation die Spontanatmung nicht unmittelbar ein, wird das Tier reintubiert, flir einige
Minuten weiter ohne Narkosegas beatmet und erneut extubiert. Sobald die Atmung selbststéin-
dig stattfindet, wird die Trachea mit einem Einzelheft (8-0, Vicry1®, Ethicon, Norderstedt, D)
verschlossen und die Sauerstoffzufuhr durch eine spezielle Kopfmaske (eigene Herstellung)
aufrechterhalten. Zum Verschluss der Hautwunde am Hals geniigen zwei bis drei U-Hefte
(6-0, Prolene®, s.0.).

Nach Beendigung der Operation bringt man die Maus in Bauchlage und verabreicht ihr zur
Antagonisierung der Injektionsnarkose eine Mischung aus Atipamezol (Antisedan®, Pfizer,
Karlsruhe, D) in einer Dosis von 2,5 mg/kg und Flumazenil (Anexate® 0,5, Hoffmann-La
Roche AG, Grenzach Whylen, D) in einer Dosis von 0,5 mg/kg subkutan (nach HENKE und
ERHARDT 2004).

Postoperative Phase und Analgesie

Zur Analgesie erhalten die Tiere ca. 40 Minuten vor Ende der Operation jeweils eine sub-
kutane Injektion von 5 mg/kg Carprofen (Rimadyl®, Pfizer, Karlsruhe, D) und 0,1 mg/kg
Buprenorphin (Temgesic®, ESSEX Pharma, Miinchen, D). Postoperativ werden sie weiterhin
mit Buprenorphin in gleicher Dosierung alle acht Stunden bis zur Euthanasie versorgt. Wéh-
rend der 24-stiindigen Reperfusionsphase setzt man die Tiere einzeln in einen mit Zellstoff
ausgelegten Kéfig, wobei sie freien Zugang zu Wasser und ihrem gewohnten Futter (vgl. Kap.
3.2.1) haben. Mit einer Rotlichtlampe soll genligend Warmezufuhr fiir die nach dem Eingriff

geschwichten Tiere gewihrleistet werden.
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3.2.8 Euthanasie und Firbung des Herzgewebes

Nach einer genau 24-stiindigen Reperfusionsphase wird eine erneute Ultraschallmessung
durchgefiihrt (vgl. Kap. 3.2.6). Da hierfiir die Maus bereits mit einer Isofluran-Sauerstoff-In-
halationsnarkose anisthesiert ist, wird ihr fiir den anschlieenden Eingriff nur noch die halbe
Dosis der Mischung aus Medetomidin, Midazolam und Fentanyl intraperitoneal injiziert.
Nachdem die Maus in Riickenlage auf der Warmematte gelagert, die Temperatursonde rektal
eingefiihrt und die Sauerstoffzufuhr durch die spezielle Kopfmaske gewihrleistet ist (vgl.
Kap. 3.2.7), erfolgt die Intubation des Tieres. Hierfiir 16st man die Hauthefte, stellt auf die-
selbe Art wie am Tag zuvor die Trachea dar und entfernt zuletzt das Heft, durch das die
Tracheotomiewunde verschlossen ist, um den Tubus einfithren zu kénnen. Daraufhin findet
wieder eine Beatmung mit den gleichen Einstellungen wie am Tag zuvor (vgl. Kap. 3.2.7)
statt, die Narkose wird allerdings mit einer Dosis von 2,0 Volumenprozent Isofluran bei
0,6 I/min Sauerstoffflow vertieft. Nach der bereits beschriebenen Umlagerung des Tieres in
die rechte Seitenlage wird die Thoraxwunde erdffnet und durch Entfernen einiger Rippen
soweit vergroBert, dass eine gute Sicht in die Brusthohle besteht. Durch Blutentzug aus dem
Brustteil der Aorta mit einer Insulinspritze (BD Micro-Fine™, BD Consumer Healthcare,
Franklin Lakes, USA), in die etwa 0,01 ml Citrat vorgelegt werden, erfolgt die endgiiltige
Euthanasie des Tieres. Zur Farbung des Herzens wird das Tier jedoch in derselben Lage
belassen, die Korpertemperatur weiterhin konstant (37°C £ 3°C) gehalten und die Beatmung
mit Sauerstoff fortgefiihrt; lediglich die Isofluranzufuhr wird eingestellt. Durch einen auf eine
27Gx3/4-Kaniile aufgesetzten, circa 10 cm langen Polyethylenschlauch (vgl. Kap. 3.2.7), der
in die Aorta eingefiihrt wird, und mithilfe einer Gegen6ffnung in der Vena cava caudalis auf
Hohe ihres Zwerchfelldurchtritts 14sst sich das Herz retrograd mit 4 ml Vollelektrolytlosung
(vgl. Kap. 3.2.7) spiilen. Nachdem auf diese Art das Blut, auch aus den kleineren Gefidf3en,
entfernt worden ist, schlieft man diesen in die Aorta eingefiihrten Schlauch an eine Perfusi-
onsleitung (1PE Spritzenpumpenleitung, Clinico, Bad Hersfeld, D) an; durch jene wird mit-
hilfe einer Spritzenpumpe (IVAC 770 Spritzenpumpe, IVAC Corporation, San Diego, USA)
50 ml einprozentiger 2,3,5-Triphenyltetrazolium-Chlorid-Losung (Sigma—Aldrich Chemie,
Taufkirchen, D) unter Lichtabschluss mit einem Flow von 100 ml/h durch das Herz gepumpt.
2,3,5-Triphenyltetrazolium-Chlorid (TTC) wird von mitochondrialen Dehydrogenasen durch
oxidative Phosphorylierung zu 1,3,5-Triphenylformazan umgewandelt. Da diese Umwand-
lung durch die Mitochondrien nur in gesundem Gewebe stattfinden kann und es sich bei dem
Produkt 1,3,5-Triphenylformazan um einen roten Farbstoff handelt, l4sst sich durch diese Far-

bung vitales, demnach rot gefdrbtes, von ungefiarbtem, untergegangenem Gewebe leicht
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AnAR

linkes
Herzohr

Schlauch

Abb. 10: Exemplarische Darstellung der mit dem Polyethylenschlauch unterlegten Ligatur und der Farbung des
Herzens zur Unterscheidung von AAR und AnAR; links: in situ; rechts: Skizze; AnAR: area non at
risk (original dunkelblau), AAR: area at risk (original rot); der Infarkt (ungeférbt) liegt in den meisten
Féllen grofBtenteils intramural und ist deshalb nur auf dem Querschnitt deutlich erkennbar (vgl.
Abb. 12)

unterscheiden. Nach dieser 30-miniitigen Perfusion wird das Herz im Ganzen entnommen und
unter dem Mikroskop die Ligaturstelle der Arteria coronaria sinistra von der Operation am
Vortag aufgesucht. Auf exakt gleicher Hohe ligiert man dieses Gefdl mit einem Faden
(Vicryl® 8-0, vgl. Kap. 3.2.7) ohne untergelegtes Schlauchstiick erneut. AnschlieBend fiihrt
man einen auf eine Kaniile (s.0.) aufgesetzten Polyethylenschlauch (s.o0.) in den Aortenbogen
ein und injiziert dadurch mithilfe einer 1-ml-Spritze einprozentige Evans Blue-Losung
(Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen, D) in die Koronargefifle. Dieser blaue Farbstoff farbt
das von ihm perfundierte Gewebe kréftig blau ein. Dadurch, dass an derselben Stelle wie am
Tag zuvor zur Herbeifilhrung der myokardialen Ischdmie die Koronararterie abgebunden
wird, bleibt das wéhrend der Ischimiephase nicht durchblutete Gewebe, als ,,area at risk* be-
zeichnet, rot geférbt. Der darin enthaltene, TTC-ungefiarbte Bereich besteht aus untergegange-
nem Gewebe, stellt also den Infarkt dar. Der grofite Teil des Herzens, durch Evans Blue dun-
kelblau gefarbt, ist wihrend der Operation keiner Ischimie ausgesetzt worden (vgl. Abb. 10

und 12).

3.2.9 Aufbewahrung und Auswertung der Proben

AuBer dem Herzen wird dem Tier nach der Euthanasie die linke Tibia entnommen und ihre
Linge mit einem elektronischen Messschieber (Absolute Digimatic, Mitutoyo, UK) bestimmt.
Das Herz wird nach der Farbung vorsichtig trocken getupft (Ethikeil®, Ethicon, Norderstedt,
D) und bei —80°C tiefgefroren.

Die Quantifizierung der infarzierten Bereiche wird mithilfe von Bildverarbeitungsprogram-

men am Computer durchgefiihrt.
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Scheibe 4

Wi Die basisnahe Seite von Scheibe 1 bis

V / Scheibe 4 wird anschliefend fotografiert
. und die GroBe der Gesamtflache, der

Scheibe 1 area at risk, des linken Ventrikels und

des Infarkts am Computer planimetrisch

bestimmt.

Abb. 11: Darstellung der fiir die Vermessung wichtigen Schnittebenen am geférbten Herzen.

Dazu wird das angetaute Herz zunichst in einzelne Scheiben zerteilt: hierfiir dient ein speziell
angefertigter Gewebeschneider (eigene Herstellung), der aus fiinf parallel verlaufenden
Klingen besteht, welche in einem Millimeter Abstand voneinander angeordnet sind. Auf diese
Klingen wird das Herz, mit seiner Langsachse senkrecht zu deren Verlauf, gelegt und durch-
trennt. Dadurch erhdlt man sechs, bei sehr kleinen Herzen fiinf, Querscheiben des Organs. Die
apikalen vier, seltener drei, Scheiben enthalten den Bereich distal der Ligatur (vgl. Abb. 11).
Die basisnahe Seite dieser betreffenden Schnitte wird neben einer Millimeterskala mit einer
Kamera (Nikon® Coolpix 5000, Tokyo, Japan) digital fotografiert und die Bilder im jpeg-For-
mat gespeichert. Jede einzelne aufgetaute Scheibe wird mit einer elektronischen Waage (MCl1
Analytic AC 210P, Sartorius AG, Gottingen, D) auf 0,1 mg genau gewogen. Am Computer
lassen sich auf den fotografierten Querschnitten folgende Teilflachen unterscheiden:
> dunkelblau = die so genannte area non at risk (AnAR), das heif3t, der Bereich proximal der
Ligatur, der nicht von der myokardialen Ischdmie betroffen war;
> rot = area at risk (AAR), der von den arteriellen Gefdfen distal der Ligatur versorgte und
damit fiir 30 Minuten ischdmische Bereich;
> ungefdrbt, weill = der Anteil des durch die fehlende Sauerstoffversorgung endgiiltig zu-
grunde gegangenen Gewebes in der area at risk, als Infarkt (I) bezeichnet.
Die entsprechenden Bereiche werden in dem Bildverarbeitungsprogramm Adobe (Version
6.0, Adobe Systems Incorporated, San Jose, USA) mit heller Farbe umfahren und damit von-
einander abgesetzt (vgl. Abb. 12).
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Abb. 12: Fotografie eines Schnittes;
RV: rechter Ventrikel, LV: linker Ventrikel,
I: Infarkt (original: weil3),
AAR: arae at risk (original: rot),
AnAR: arae non at risk (original: dunkelblau)

Durch das Programm Scion image (Version 4.0.2., Frederick, Maryland, USA) lassen sich
letztendlich folgende markierte Flichen vermessen, wobei durch die in der Fotografie enthal-
tene Skala eine absolute Groenangabe moglich ist:

»Gesamtfliche des Schnittes (Ages)

>Fldche des linken Ventrikels (LV)

>Fliche der area at risk (AAR)

>Flache des Infarkts (I)

Setzt man die gemessenen Flachen fiir den Infarkt, den linken Ventrikel und die area at risk in
Bezug zur Gesamtfldche und Masse des betreffenden Schnittes und addiert die daraus berech-
neten Werte der einzelnen vier Scheiben, ergibt sich jeweils eine fiir die einzelnen Herzen der
Versuchstiere vergleichbare Grofe fiir Infarkt, linker Ventrikel und area at risk: Der entspre-
chende Wert fiir den Infarkt im Verhéltnis zur area at risk, bzw. zum linken Ventrikel, lasst
einen Riickschluss auf die tatsdchliche Auswirkung der myokardialen Ischdmie und Reperfu-
sion zu. Die Berechnung des Verhéltnisses der GroB3e des Infarktes zur GroB3e des gefihrdeten
Gebietes liefert flir die einzelnen Herzen vergleichbare Werte fiir das Ausmal3 des durch die

Ischdmie/Reperfusion entstandenen Schadens:
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I=Fléache des Infarktes, AAR=Fldche der area at risk, i=Nummer der Herzscheibe, A,..~Gesamtfliche,

m=Masse, LV=Flache des linken Ventrikels

3.2.10 Statistische Auswertung
Die statistische Auswertung wird mit dem Programm SPSS 11,5 (SPSS Inc., Chicago, USA)
durchgefiihrt. Dabei werden insbesondere folgende Daten beider Versuchsgruppen beriick-

sichtigt:

Infarkt beziiglich area at risk: /AAR

Infarkt beziiglich linkem Ventrikel: /LV

Fractional shortening der 1. Ultraschallmessung im Vergleich zur 2. Messung: M1-M2

Fiir den Vergleich der beiden Versuchsgruppen beziiglich InfarktgroBe und Ergebnissen der
Echokardiographie wird aus den Einzeldaten jeweils der arithmetische Mittelwert (MW) und
der Standardfehler (Standard Error of Mean, SEM) fiir jede Gruppe berechnet. Fiir den exem-
plarischen Nachweis der Rekonstitution nach der Knochenmarktransplantation wird der
Median und das 95%-Konfidenzintervall der Ergebnisse der einzelnen Messungen ermittelt.
Als statistischer Test dient der ONEWAY ANOVA-Test, als Post-hoc-Tests fiir die oben ge-
nannten Variablen werden der Bonferroni-Test und die Scheffé-Prozedur fiir unabhéngige
Stichproben verwendet. Dabei wird eine Irrtumswahrscheinlichkeit (p) von weniger als 0,05

(p<0,05) als statistisch signifikant bewertet.
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3.3 Ergebnisse

3.3.1 Uberlebensrate

Von 38 Miusen, die einer Bestrahlung mit anschlieBender Knochenmarktransplantation aus-
gesetzt werden, stirbt eine Maus sieben Tage nach der Transplantation. Die restlichen 37 Tie-
re werden der Operation unterzogen. Dabei sterben elf von thnen wihrend der Operation oder
in den ersten Stunden danach vor allem aufgrund iibermaBigen Blutverlustes durch den chi-
rurgischen Eingriff. Die Koronararterie einer weiteren Maus zeigt nach dem Losen der Liga-
tur keine vollstandige Reperfusion, so dass dieses Tier nicht in die Wertung aufgenommen
werden kann. Damit werden insgesamt 25 Tiere ausgewertet, davon 14 Wildtyp-M&use mit
Gog-Knockout-Knochenmark (Gruppe WI) und elf Gaq—Knockout-Tiere mit Wildtyp-Kno-
chenmark (Gruppe KO).

3.3.2 Allgemeine biologische Daten und Rekonstitution

Die beiden Versuchsgruppen unterscheiden sich signifikant beziiglich des Korper- und Herz-
gewichtes, wobei die Tiere der Gog-Knockout-Gruppe (KO) signifikant niedrigere Werte auf-
weisen (vgl. Tab. 7).

Die Messung der Rekonstitutionsrate wird exemplarisch anhand des Blutes von 17 operierten
Tieren durchgefiihrt. Dabei ergibt sich ein Median von 114 % =+ 42 % (95 %-Konfidenzinter-
vall).

Dass bei der Berechnung Einzelwerte iiber 100 % auftreten konnen, und auch der Median
einen Wert von iiber 100 % aufweist, ist durch die Methode der Rekonstitutionsmessung (vgl.

Kap 3.2.5) begriindet.

Tab. 7: Allgemeine biologische Daten

Wildtyp Knockout
mit mit
Gruppe Knockout-Knochenmark Wildtyp-Knochenmark
MW SEM MW SEM
OP-Alter
in Wochen 26,2 0,9 25,1 1,1
K(_)rpermasse 255 0,9 18,4 0,4
in Gramm
_Herzmasse 113,7 3,1 93,1 3,7
in Milligramm
Tibialange 19,1 0,1 18,6 0,2
in Millimeter
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3.3.3 Echokardiographie

Der Mittelwert der linksventrikuldren Kontraktilitit (FS) der ersten Ultraschallmessung (M1)
betrégt:
> fiir die Versuchsgruppe WI (Wildtyp-Tiere mit Gog-Knockout-Knochenmark):
42,6 % +0,9 %
> fiir die Gruppe KO (Knockout-Tiere mit Wildtyp-Knochenmark):
43,8 % +0,7 %

Fir die zweite Messung (M2) nach der Reperfusionsphase betrdgt die FS im Mittel:
> 35,1 % £ 0,9 % fir Gruppe WI
> 39,0 % = 1,8 % fiir Gruppe KO

Weder fiir die absolute (7,5 % £ 1,3 % versus 4,8 % + 1,8 %) noch fiir die relative (17,1 % =+
2,9 % versus 10,8 % + 4,0 %) Differenz der beiden Messungen (M2-M1) kann dabei ein sig-
nifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen festgestellt werden (vgl. Tab. 8,

Abb.13).

Tab. 8: Ergebnisse der sonographischen Messungen zur linksventrikuléren Kontraktilitét (FS)

Wildtyp Knockout
mit mit
Gruppe Knockout-Knochenmark Wildtyp-Knochenmark
MW SEM MW SEM
fractional shortening
M1 42,6 0,9 43,8 0,7
in %
fractional shortening
M2 35,1 0,9 39,0 1,8
in %
M1 - M2
Differenz absolut 7,5 1,3 4,8 1,8
in %
M1 - M2
Differenz relativ 17,1 29 10,8 4,0
in %
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Abb. 13: Abnahme des fractional shortening
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3.3.4 Infarktgrofie

Die InfarktgroBe (I) wird durch die in Kap. 3.2.9 beschriebene Formel zum ischdmischen

Bereich (area et risk, AAR) und zur Fliche des linken Ventrikels (LV) ins Verhiltnis gesetzt.

Dabei ergibt sich fiir den Anteil des Infarktes an der area at risk (I/AAR)
> fiir die Gruppe WI ein mittlerer Wert von 18,2 % + 4,2 %
> fiir die Gruppe KO dagegen 10,0 % + 3,7 %.

Setzt man den Infarkt ins Verhéltnis zum linken Ventrikel (I/LV), ergibt sich ein mittlerer
Wert von

> 9,5 % + 2,7 % fiir Gruppe WI

> 5,6 % + 2,2 % fiir die Gruppe KO

Weder das Verhiltnis von Infarkt zur area at risk noch das von Infarkt zur Fldche des linken
Ventrikels unterscheiden sich signifikant in den beiden Gruppen (vgl. Tab. 9 sowie Abb. 14
und 15). Jeweils ein Beispiel dafiir, wie sich ein relativ gro3er bzw. ein kleiner Infarkt in den

ersten drei Schnittebenen darstellt, ist in Abb. 17 bzw. Abb. 18 zu finden.

Tab. 9: Ergebnisse der planimetrischen Berechnungen (alle Angaben in %)

Wildtyp Knockout
G mit mit
ruppe Knockout-Knochenmark Wildtyp-Knochenmark
MW SEM MW SEM

area at risk (AAR)
zu 40,7 2,6 40,8 2,2
Gesamtflache

Infarkt zu
area at risk 18,2 4,2 10,0 3,7
I/AAR

Infarkt zu
linkem Ventrikel 9,5 2,7 5,6 2,2
I/ILV
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Flachenquotienten von Infarkt zu linkem Ventrikel
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Abb. 14: Einzeldaten und Mittelwerte fiir den Flichenquotienten von Infarkt zu area at risk

Flachenquotienten von Infarkt zu area at risk
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Abb. 15: Einzeldaten und Mittelwerte fiir den Flachenquotienten Infarkt zu linkem Ventrikel
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Die Berechnung des Verhéltnisses von InfarktgroBBe zu GroBe der area at risk ergibt einen
Wert, der durch die Operation und die physiologisch geringfiigig unterschiedlichen Verlaufe
der Koronararterien der einzelnen Individuen bedingte Unterschiede in der Ausdehnung des
ischdmischen Bezirkes beriicksichtigt, und damit einen objektiven Vergleich der Infarktgrofie

zwischen den einzelnen Tieren ermdglicht.

Fiir eine standardisierte Operationstechnik spricht der in den beiden Versuchsgruppen nahezu
identische Mittelwert fiir den Anteil der area at risk an der Gesamtflache der Herzschnitte

(AAR/Ag, vgl. Tab. 9, Abb. 16): Er betrigt

> 1in der Gruppe WI 40,7 % + 2,6 %
> in der Gruppe KO 40,8 % + 2,2 %

Anteil der area at risk (AAR) an der Gesamtflache (Ages)

O area at risk
M area non at risk

Abb. 16: Anteil der area at risk (AAR) an der Gesamtfliche der Herzschnitte (Ages)
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Schnitt 1: apikal; Aufsicht von innen auf
die Herzspitze; bei der Farbung mit
Evans Blue gelangt dieser blaue Farb-
stoff ins Lumen des linken Ventrikels,
: deshalb ist das Endothel ebenfalls blau
gefarbt

Schnitt 2: das Infarktgewebe (weil3) ldsst
sich deutlich vom gesunden Gewebe der
area at risk (rot) abgrenzen

‘1

Abb. 17: Beispiel fiir einen relativ groBen Infarkt: I/AAR betrdgt etwa 30 %.

Schnitt 3: deutlich erkennbar ist der
Verlauf des kollabierten Lumens des
rechten Ventrikels
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Schnitt 1: Aufsicht von innen auf die
Herzspitze

Schnitt 2: die area at risk (rot) ist
leicht von der area non at risk
(dunkelblau) zu unterscheiden

4

Schnitt 3: dieser Schnitt weist deutlich
infarziertes Gewebe auf, wenngleich es

nur eine geringe Flache einnimmt

Abb. 18: Beispiel fiir einen kleinen Infarkt: /AAR betrédgt etwa 3 %
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4 DISKUSSION

4.1 Diskussion der Versuchsdurchfiihrung

4.1.1 Die Maus als Tiermodell fiir myokardiale Ischimie und Reperfusion

Fiir die Fragestellung dieser Arbeit war die Wahl eines In-vivo-Modells zwingend notwendig.
Der komplexe Ablauf der Ischdmie/Reperfusion, an dem neben den Thrombozyten eine Viel-
zahl an weiteren Zellen und Transmittern beteiligt ist (vgl. Kap. 2.2 und Kap. 2.4), liee sich
in einem Ex-vivo-Versuch, wie z. B. einer Perfusion am isolierten Herzen, nicht mit den Vor-
géngen in vivo vergleichen.

Die Maus bot in diesem Fall den entscheidenden Vorteil, genetisch manipulierte Tiere zur
Verfiigung zu haben, denen das Gag-Protein fehlt und deren Nachzucht mit relativ geringem
Aufwand selbst durchgefiihrt werden konnte. Bereits 1978 etablierten ZOLOTAVERA und
KOGAN ein Versuchsmodell zur Erzeugung eines okklusiven Myokardinfarkts an der Maus;
dabei stellten sie mithilfe von Polarisationsmikroskopie fest, dass die Auswirkungen auf die
Morphologie des Myokards durch den chirurgisch herbeigefiihrten Arterienverschluss mit den
Verdanderungen nach einer Okklusion bei anderen, groferen Tierarten, aber auch mit den
morphologischen Verdnderungen in humanem ischdmischen Myokard vergleichbar sind.

Wie bereits dargestellt (vgl. Kap. 2.5), handelt es sich bei den verschiedenen Untereinheiten
der heterotrimeren G-Proteine um in der Evolution hochkonservierte Signalmolekiile. Die
groBe Ubereinstimmung beziiglich ihrer Funktion und Lokalisation zwischen den verschiede-
nen Sdugetierarten ldsst den Riickschluss beziiglich der Bedeutung der Gag-Untereinheit vom
Mausmodell auf die Wirkungen dieses Signalmolekiils beim Menschen zu (STRATHMANN
und SIMON 1990; WILKIE et al. 1992). Dariiber hinaus ist sowohl fiir die Maus als auch fiir
den Menschen explizit das Fehlen des Gog-Proteins im Thrombozyten belegt (JOHNSON et
al. 1996).

Auch die BlutgefdBversorgung am Maiuseherzen ist insofern mit der des menschlichen Her-
zens vergleichbar, dass, anders als z. B. beim Meerschweinchen, eine physiologisch ausge-
pragte Kollateralversorgung fehlt, so dass als Folge des Koronararterienverschlusses ein In-
farkt entsteht (HARKEN et al. 1981; VERDOUW et al. 1998).

Ein Nachteil dieses Tiermodells besteht darin, dass der Verschluss des Koronargefifies durch
eine Okklusion der Arterie von aullen erreicht wird. Fiir die Entwicklung eines Myokard-
infarktes beim Menschen ist dagegen in der Regel eine Obstruktion des GefaBBlumens, z. B.
durch den entstehenden Throbmozytenpfropf nach der Ruptur einer atheromatdsen Plaque

verantwortlich. Die dabei entstehenden GefiBBwandldsionen, die Aktivierung von Entziin-
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dungszellen und das Auslosen bestimmter biochemischer Reaktionen, wie z. B. der Gerin-
nungskaskade, konnen durch dieses Infarktmodell nicht dargestellt werden (FALK 1985;
RIEDE und DREXLER 1999). Im klinischen Fall jedoch sind die direkten Auswirkungen der
Ischdmie/Reperfusion schwer von diesen Vorgingen abzugrenzen, die bereits im Laufe des
GefaBverschlusses entstehen. So liegt z. B. bereits vor dem Einsetzen der Ischdmie eine ver-
starkte Thrombozyten-Aktivierung vor, die im Tierversuch nicht beriicksichtigt werden kann.
Um z. B. fiir den klinischen Fall einer atherosklerotischen Erkrankung die Verdnderungen der
GefdBwand und die daraus entstehenden biochemischen und zellphysiologischen Prozesse in
Zusammenhang mit einer definierten Ischdmie exakt nachzustellen, miisste im Tiermodell
eine Obstruktion des Arterienlumens an definierter Stelle erfolgen; das ist allerdings nicht
durchfiihrbar.

Mit der gewdhlten Versuchsdurchfiihrung werden gezielt die Auswirkungen der Ischidmie-
und Reperfusionsphase untersucht. Da jedoch nachgewiesen ist, dass allein durch die
Ischdmie mit anschliefender Reperfusion das Endothel in einen pro-koagulatorischen Zustand
versetzt wird, indem eine Anlagerung von Fibrinogen die Bindung der Thrombozyten an die
GefdBwand ermoglicht (MASSBERG et al. 1999; vgl. Kap. 2.4.2), werden Komplikationen
im Sinne einer Rethrombosierung oder einer Embolisierung der Mikrozirkulation in diesem
Modell durchaus beriicksichtigt. Das angewandte Mausmodell schien deshalb fiir die Frage-
stellung die beste Methode, den Ischdmie/Reperfusionsschaden und dessen Beeinflussung

durch das Gag-Protein in vivo zu untersuchen.

4.1.2 Durchfithrung der Knochenmarktransplantation

In der vorliegenden Arbeit wurde die Bestrahlung vor der Knochenmarktransplantation mit
einer letalen Einzeldosis von 9,5 Gy durchgefiihrt. Zwar schreiben CUI et al. (2002), dass
eine fraktionierte Bestrahlung mit entsprechend hoherer Gesamtdosis eine bessere Rekonstitu-
tion der Tiere gewiahrleistet als durch eine Einzeldosis erreicht werden kann. Allerdings basie-
ren diese Ergebnisse auf einer Anzahl von 3x10° transplantierten Zellen; bei einer Zahl von
1x10 transplantierter Zellen lassen sich hingegen keine Unterschiede beziiglich der Rekonsti-
tution und der Uberlebensrate zwischen der fraktionierten Bestrahlung mit jeweils 6 Gy und
der Einzeldosis von 9,5 Gy feststellen (CUI et al. 2002). Mit einer in dem vorliegenden Ver-
such transplantierten Menge von mindestens 2,5x10" Knochenmarkzellen erhielten die be-
strahlten Tiere somit ein Vielfaches der Anzahl an Zellen, die fiir eine vollstindige Rekonsti-
tution ausreichend ist.

Die Messung der Rekonstitutionsrate mithilfe des TagMan"™-Verfahrens ergab einen Median

von 114 % £ 42 % (95 %-Konfidenzintervall). Bei der Berechnung des Wertes fiir die Menge
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des Y-Chromosoms im Vergleich zu dem housekeeping-Gen in den Blutzellen wire der Wert
von AAct im Idealfall exakt gleich Null. Durch kleinste unvermeidbare Messungenauigkeiten
ergeben sich allerdings hiufig negative Werte nahe Null, die rechnerisch zu einer
Rekonstitutionsrate von grofler 100 % fiihren (vgl. Kap. 3.2.5). Deshalb kann man aufgrund
dieses errechneten Medians letztendlich von einer vollstindigen Rekonstitution der Tiere
ausgehen.

Eine direkte Methode zur Bestimmung der Rekonstitutionsrate in diesem Versuch wire die
Messung der Menge an Knockout- und Wildtyp-Allelen des Gog-Gens im Blut der operierten
Tiere. Zwar wurde die Bestimmung dieser Gensequenzen qualitativ zur Genotypisierung der
Tiere (vgl. Kap. 3.2.2) durchgefiihrt; die dafiir verwendete Methode erlaubt allerdings keine
quantitative Aussage. Um eine Rate fiir die Rekonstitution der Empfingertiere angeben zu
konnen, hitten fiir das TagMan"™-Verfahren spezielle Primer fiir die entsprechenden Gen-
sequenzen evaluiert werden miissen, worauf wegen der guten exemplarischen Ergebnisse mit-
hilfe der verwendeten Methodik verzichtet wurde.

Fiir die Festlegung einer Zeitspanne zwischen Knochenmarktransplantation und Operation
war insbesondere entscheidend, diese ausreichend lang zu wéhlen, um von physiologischen
Thrombozytenzahlen im peripheren Blut zum Zeitpunkt der Ischdmie ausgehen zu kénnen. In
den ersten Wochen nach einer Bestrahlung mit anschlieBender Knochenmarktransplantation
lasst sich im Blut der Empfingertiere eine deutliche Thrombozytopenie beobachten. So zeigt
die Studie von BRADFORD et al. (1993), dass 30 Tage post transplantationem fiir die Anzahl
der Thrombozyten im peripheren Blut signifikant geringere Werte gemessen werden im Ver-
gleich zu der physiologischen Anzahl von etwa 1000 x 10° pro Liter. Zum Zeitpunkt der
nichsten Zahlung der Blutplédttchen am Tag 90 post transplantationem in dieser Studie hatte
die Thrombozytenanzahl hingegen wieder normale Werte erreicht, die sich nicht von denen
unbehandelter Kontrollmiuse unterschieden, und blieb iiber einen Zeitraum von 270 Tagen
konstant. Die Untersuchung von SKORSKI et al. (1988), die unter anderem ebenfalls Mes-
sungen beziiglich Thrombozytenzahlen nach einer Knochenmarktransplantation durchfiihrten,
zeigte bereits am Tag 56 post transplantationem physiologische Thrombozytenzahlen im Blut.
Aufgrund dieser Angaben in der Literatur ist davon auszugehen, dass der in der vorliegenden
Arbeit gewidhlte Zeitraum fiir die Rekonstitutionsphase ausreichend war, um physiologische
Thrombozytenzahlen im peripheren Blut zu gewéhrleisten (SKORSKI et al. 1988;
BRADFORD et al. 1993).
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4.1.3 Durchfithrung der Operation

Da verschiedenste Parameter, wie z. B. die Ischdmiedauer, bestimmte Pharmaka oder die Kor-
pertemperatur des Tieres Einfluss auf die InfarktgroBe nehmen konnen (MIKI et al. 1998;
TANAKA et al. 2004), war eine standardisierte Durchfithrung des Versuches sehr wichtig.
Deshalb erhielten alle Tiere die gleiche Anésthesie und Analgesie, die Ischdmiedauer betrug
exakt 30 Minuten, die anschlieBende Reperfusionsphase 24 Stunden, die Koérpertemperatur
wurde wihrend der Sonographie, der Operation und der Euthanasie auf 37 °C + 3°C konstant
gehalten.

Von besonderer Bedeutung fiir die Grofle des Infarktes ist die Stelle der Okklusion der Koro-
nararterie (AHN et al. 2004). Die Berechnung des Verhéltnisses von Infarkt zu area at risk
(I/AAR) ldsst zwischen den einzelnen Tieren eindeutig einen Vergleich zu, trotz unterschied-
licher Ausdehnung des ischdmischen Bezirkes aufgrund von Abweichungen der Okklusions-
stelle oder des genauen Verlaufs der Koronararterie. Damit ist er représentativer als die Be-
rechnung des Verhéltnisses von Infarkt zu linkem Ventrikel (I/LV), da dieser Wert nicht von
der Ausdehnung der herbeigefiihrten Ischdmie abhéngt.

Der nahezu identische Mittelwert fiir den Anteil der area at risk an der Gesamtflache fiir die
beiden Versuchsgruppen (40,7 % + 2,6 % versus 40,8 % = 2,2 %) spricht fiir eine hohe Stan-

dardisierung bei der Durchfiihrung der chirurgischen Intervention.
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4.2 Diskussion der Ergebnisse

4.2.1 Korper- und Herzgewicht

Beziiglich der GroBen des Korper- und Herzgewichtes wiesen die Gagq-Knockout-Tiere signi-
fikant geringere Werte auf, obwohl das Operationsalter sich zwischen den beiden Gruppen
nicht unterschied. Das war zu erwarten, da Gog-Knockout-Méuse neben ihren auffilligen
Ataxien makroskopisch durch ihren zierlicheren Korperbau von gleichaltrigen Wildtyp-Tieren
unterschieden werden konnen. Dies hat aber keinen Einfluss auf die Auspragung der Infarkt-
groflen, da bei der Berechnung der Fldchenquotienten fiir Infarkt zu area at risk (I/AAR) und
fiir Infarkt zu linkem Ventrikel (I/LV) alle gemessenen Fldchen mit der Masse der einzelnen

Schnitte gewichtet werden.

4.2.2 Echokardiographie

Die Tatsache, dass die sonographische Untersuchung des Herzens mit einer absoluten Diffe-
renz von 7,5 % + 1,3 % versus 4,8 % + 1,8 % und ciner relativen Differenz von 17,1 % =+
2,9 % versus 10,8 % =+ 4,0 % keinen signifikanten Unterschied zwischen Versuchsgruppe WI
(Wildtyp-Tiere mit Knockout-Knochenmark) und Versuchsgruppe KO (Knockout-Tiere mit
Wildtyp-Knochenmark) in der Abnahme des fractional shortening (FS) nach der Reperfusi-
onsphase zeigte, entspricht den nicht signifikant unterschiedlichen InfarktgréBen.

Allerdings konnte dieses Ergebnis der sonographischen Messungen auch darauf zurtickzufiih-
ren sein, dass eine Funktionsstérung des Herzens zu diesem Zeitpunkt nach der Ischdmie noch
nicht vollstdndig ausgeprigt ist. Einer Hyperkontraktilitdt der dem Infarkt gegeniiberliegen-
den Wand konnte die verminderte Beweglichkeit der infarzierten Wand kompensieren und da-
mit die Unterschiede zwischen den beiden Gruppen verschleiern. Funktionsstorungen am Her-
zen durch den Infarkt lieBen sich besser durch eine Messung nach einer lingeren Reperfu-
sionsphase darstellen, wenn die Umbauprozesse im geschéddigten Myokard ihr endgiiltiges
AusmaB erreicht haben. Andererseits muss man davon ausgehen, dass sich, aufgrund der sehr
geringen Grofle des Méuseherzens, Unterschiede beziiglich der Kontraktilitét im eindimensio-
nalen M-Mode nicht zuverldssig darstellen lassen. Neben dem Problem, standardisierte
Grundeinstellungen an einem Organ dieser Grof3e vorzunehmen, ergeben sich Schwierigkei-
ten, insbesondere bei kleinen Infarkten, diese in der gewéhlten Schnittebene zu erfassen. Fiir
eine Verifizierung der Ergebnisse miissten weiterfilhrende, aufwendigere sonographische Un-
tersuchungen, wie z. B. eine dreidimensionale Echokardiographie zur Messung der Ejektion-
fraktion oder eine zweidimensionale Messung mit Kontrastmittel zur Berechnung des

fractional area change (FAC) durchgefiihrt werden (SCHERRER-CROSBIE et al. 1999;
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SUEHIRO et al. 2001).

Auf invasive Methoden zur Messung hdmodynamischer Parameter, wie z. B. einer Tip-
Katheter-Messung wurde wegen des schweren chirurgischen Eingriffs am Herzen und der
hohen Gefahr fiir Komplikationen aufgrund der gestorten Blutgerinnung, bedingt durch das

Fehlen des Gog-Proteins in den Thrombozyten, bewusst verzichtet.

4.2.3 Infarktgrofie

Interpretation der Ergebnisse

Die Tiere der beiden Versuchsgruppen wiesen keine signifikanten Unterschiede beziiglich der
Infarktgrofe auf. Sowohl die Flachenquotienten fiir Infarkt zur area at risk (I/AAR), als auch
die fiir Infarkt zu linkem Ventrikel (I/LV) streuen in beiden Gruppen der vorliegenden Arbeit
sehr stark um den Mittelwert (vgl. Abb. 14 und 15).

Wie in Kap. 3.1 dargestellt, sollten diese in Bezug auf ihre Blut- und Korperzellen chiméren
Tiere mit den Versuchsgruppen der bisher unveroffentlichten Studie von HEUER (in Vorbe-
reitung) verglichen werden (vgl. Abb. 19 und 20). In dieser Studie konnte ein signifikanter
Unterschied der InfarktgroBen von Wildtyp- und Gog-Knockout-Tieren gezeigt werden.
Wiirde die Ursache fiir die groBere Resistenz der Gog-Knockout-Méuse gegeniiber dem Isché-
mie/Reperfusionsschaden in der durch diesen Gendefekt gestorten Thrombozyten-Aktivierung
liegen, hitten sich die Ergebnisse fiir die InfarktgroBen bei den transplantierten Tieren
umkehren miissen: Fiir Wildtyp-Tiere, die Knochenmark und damit Thrombozyten mit dem
Gendefekt erhielten, wéren signifikant geringere InfarktgroBBen zu erwarten gewesen als fiir
Knockout-Tiere mit Wildtyp-Blutzellen. Hitte die Storung der Thrombozyten-Aktivierung
keinen Einfluss auf die Auspriagung des Ischdmie/Reperfusionsschadens, sondern wiren be-
stimmte Effekte in anderen Kdorperzellen, z. B. den Kardiomyozyten aufgrund des fehlenden
Gog-Proteins fiir die unterschiedliche Empfindlichkeit der beiden Versuchsgruppen von
HEUER (in Vorbereitung) verantwortlich, hitten sich die Ergebnisse fiir die InfarktgroBBen der
Wildtyp und Knockout-Tiere durch die Knochenmarktransplantation nicht geéndert.

Die Tatsache, dass in den eigenen Untersuchungen zwischen den beiden Gruppen der trans-
plantierten Tiere jedoch kein signifikanter Unterschied beziiglich der Infarktgrofe besteht,
lasst vermuten, dass die grofere Toleranz der Gog-Knockout-Tiere gegeniiber einer myokar-
dialen Ischdmie und der anschlieenden Reperfusion sowohl auf der gestérten Thrombozyten-
funktion als auch auf dem Fehlen dieses Proteins in anderen Korperzellen beruht. Am nahelie-
gendsten scheinen hierfiir direkte Effekte in den Kardiomyozyten, die eine geringere Emp-
findlichkeit dieser Zellen gegeniiber den Pathomechanismen der Ischimie/Reperfusion bewir-

ken.
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Infarkt zu linkem Ventrikel - im Vergleich mit den Ergebnissen von
HEUER (in Vorbereitung)
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45
40 @
35
o
30 e
25
® o °
20
15 ' ® ®
O °
10 ° 3 .
() Y Punkte: Einzelwerte
5 ‘ [ ] * Raute: Mittelwert
0 . ’ !
Wildtyp Knockout ~ Wildtyp mit Knockout mit Gruppe
Knockout- Wildtyp-
Knochenmark Knochenmark

Abb. 19: Flichenquotienten von Infarkt zu linkem Ventrikel; Vergleich der Ergebnisse von HEUER (in Vorbe-
reitung) mit den Ergebnissen fiir die transplantierten Tiere der vorliegenden Arbeit

Infarkt zu area at risk - im Vergleich mit den Ergebnissen von
HEUER (in Vorbereitung)
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Abb. 20: Fliachenquotienten von Infarkt zu area at risk; Vergleich der Ergebnisse von HEUER (in Vorberei-
tung) mit den Ergebnissen fiir die transplantierten Tiere der vorliegenden Arbeit
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Storung der Thrombozyten-Aktivierung durch den Gay-Defekt

Die Storung der Thrombozyten-Aktivierung durch den Gog-Defekt nimmt insofern Einfluss
auf die Auspridgung des Ischdmie/Reperfusionsschadens, dass die negativen Konsequenzen,
die eine Aktivierung dieser Zellen wihrend der Ischimie/Reperfusion fiir das Uberleben des
Gewebes mit sich bringt (vgl. Kap. 2.4), durch diesen Defekt wegfallen. Das betrifft nicht nur
die Aggregation von Thrombozyten, die letztendlich zu Zellverklumpungen und Storungen
vor allem in der Mikrozirkulation fiihrt, sondern vor allem auch die Sekretion der Granula-
Inhaltsstoffe. Zu diesen zdhlen u. a. vasokonstriktorische Mediatoren wie ATP, ADP, Throm-
boxan A; und Serotonin, die einer ausreichenden Reperfusion nach der Ischimie entgegen
wirken (GAWAZ 2004). Andererseits bewirken von den Thrombozyten sezernierte chemo-
taktische Substanzen, wie z. B. B-Thromboglobulin, Plittchenfaktor 4 oder Epitheliales-Neut-
rophilen-aktivierendes-Protein (ENA) eine Potenzierung der durch die Ischdmie/Reperfusion
provozierten inflammatorischen Reaktion; dazu tragt auch die Interaktion der aktivierten Blut-
plattchen mit Endothelzellen und Leukozyten bei (KLINGER und JELKMANN 2002;
GAWAZ 2004). Diese Entziindungsreaktion wird unter anderem fiir eine vor allem in der
Mikrozirkulation verringerte Durchblutung wihrend der Reperfusionsphase verantwortlich
gemacht, was die Heilung des durch die Ischdmie geschédigten Myokards wiederum beein-

trachtigt (HEARSE et al. 1993; HANSEN 1998; GAWAZ 2004).

Effekte von Go, im Kardiomyozyten

Wihrend die gestorte Thrombozyten-Aktivierung aufgrund des fehlenden Gog-Proteins eine
feststehende Tatsache ist (OFFERMANNS et al. 1997b), kénnen fiir einen direkten Schutz
des Kardiomyozyten gegeniiber einer Ischdmie/Reperfusion durch das fehlende Signalprotein
nur Hypothesen erstellt werden.

Storungen des Zellstoffwechsels und die Ausbildung einer inflammatorischen Reaktion, die
sowohl durch die Ischdmie aber auch die anschlieBende Reperfusion entstehen (vgl. Kap. 2.2),
filhren zum Untergang von Herzmuskelgewebe. Jener beruht zum Teil auf einer Nekrose der
stark geschidigten Kardiomyozyten. Merkmale fiir diesen passiven Zelltod sind der Verlust
der Membranintegritét, die Zellschwellung und zerstorte Zellorganellen.

Allerdings lassen sich in postischdmischen Herzgewebe auch Anzeichen fiir Apoptose nach-
weisen, zu denen eine Spaltung des DNA-Stranges in bestimmte Lingen, eine Kondensation
und Fragmentation des Zellkerns bei einer intakten Plasmamembran zihlen (GOTTLIEB et
al. 1994; HOLLEYMAN und LARSON 2001; LOGUE et al. 2005). Dieser programmierte
Zelltod ist im Gegensatz zur Nekrose ein aktiver, durch die Transkription bestimmter Gene

gesteuerter, energieabhidngiger Vorgang, der wahrend der Ischdmie/Reperfusion durch ver-
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schiedene molekulare Mechanismen in Gang gesetzt wird; dieser miindet letztendlich in eine
Aktivierung von Proteasen, den so genannten Kaspasen, welche in der Lage sind, Struktur-
und Reparaturproteine der Zelle zu spalten. Dabei werden extrazelluldre Signale z. B. durch
Zytokine, wie den vor allem bei chronischen Erkrankungen aus Makrophagen freigesetzten
Tumor-Nekrose-Faktor o (TNFa), liber verschiedene Molekiile intrazellulir weitergeleitet
(HOLLEYMAN und LARSON 2001). Eine Freisetzung von Cytochrom c¢ oder Apoptose-
induzierendem-Faktor (AIF) aus geschiddigten Mitochondrien ist ein weiterer Weg, diese
Kaspasen zu aktivieren und damit den Tod der Zelle herbeizufiihren (RIEDE und
SCHAEFER 1999; ADAMS et al. 2000).

Ebenso existieren in den Zellen anti-apoptotische Signalmolekiile, die durch extrazelluldre Li-
ganden aktiviert werden konnen, z. B. durch Insulin (UEDA et al. 2004). Das Verhéltnis zwi-
schen diesen apoptotischen und anti-apoptotischen intrazelluldren Second-messenger—Mole-
kiilen ist entscheidend fiir das Uberleben oder den Untergang der Zelle.

Es existiert eine Vielzahl solcher Signalmolekiile, zu denen sowohl die so genannten Mitogen
aktivierten Kinasen (MAP Kinasen) als auch die Proteinkinase Akt zéhlen. Diese Enzyme
werden in den Kardiomyozyten unter anderem durch den Gog11-Signalweg beeinflusst. Wie
in Kap. 2.6.3 beschrieben, entwickeln Tiere, die eine aktive Form des Gog-Proteins iiberexpri-
mieren, eine myokardiale Hypertrophie; im Gegensatz zu Mausen mit normaler Gog-Protein-
Aktivierung im Myokard, die aufgrund einer Druckiiberlastung eine kompensierte Hyper-
trophie entwickeln, entsteht aus der durch hohe Gag-Protein-Aktivitidt induzierten Form
jedoch eine dekompensierte Kardiomyopathie (D’ANGELO et al. 1997; MENDE et al. 1998;
SAKATA et al. 1998).

An Kardiomyozyten in der Zellkultur konnte nachgewiesen werden, dass hohe Mengen an ak-
tivem Gag-Protein zur Apoptose dieser Zellen fithrt (ADAMS et al. 1998). Die Autoren dieser
Studie fiihren es auf eine verstirkte Aktivierung bestimmter MAP-Kinasen durch den Gogi-
Signalweg zuriick. Diese MAP-Kinasen lassen sich in drei Hauptgruppen einteilen:

> Extrazelluldr Signal-regulierte Kinasen (ERK)

> c-Jun NH,-terminale Kinasen/stressaktivierte Kinasen (JNK)

> p38/HOG1 MAP-Kinasen

Wihrend die ERK den anti-apoptotischen Signalen zugeordnet werden, gelten die JNK eher
als apoptotisch. Im Falle der p38 MAP-Kinasen existieren zwei Isoformen, von denen eine,
p38a, die Apoptose fordert, wihrend die andere, p38p, sie inhibiert (HUNTER und CHIEN
1999; HOLLEYMAN und LARSON 2001). Den JNK wird in erster Linie fiir die Entstehung
einer myokardialen Hypertrophie grole Bedeutung beigemessen (WANG et al. 1998). Zu-
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sammen mit p38-Kinasen jedoch sollen sie auBerdem Signale zur Einleitung der Apoptose
von Kardiomyozyten in Folge einer Druckiiberlastung ebenso wie aufgrund einer Isché-
mie/Reperfusion weiterleiten (KAISER et al. 2004; BAINES und MOLKENTIN 2005;
LOGUE et al. 2005).

Diese beiden MAP-Kinasen werden im Kardiomyozyten durch das Gag11-Signalprotein akti-
viert; das konnte eine Erkldrung fiir den Zusammenhang zwischen einer Gog-Aktivierung und
einer gesteigerten Apoptoserate darstellen (ADAMS et al. 1998; ESPOSITO et al. 2001). Al-
lerdings konnten z. B. D’ANGELO et al. (1997) durch eine 4-fache Gag-Uberexpression im
Herzmuskel von Miusen zwar die Entwicklung einer dekompensierten myokardialen Hyper-
trophie auslosen, dabei jedoch keine erhohten Mengen der oben genannten MAP-Kinasen
nachweisen.

Ein weiterer Weg, iiber den das Gag11-Protein fordernd auf eine Apoptose von Kardiomyozy-
ten wirken konnte, ist die mitochondriale Cytochrom c-Freisetzung. Eine vermehrte Gog-Akti-
vierung flihrt zu einer verstirkten Mitochondrienschddigung und dadurch zu einer Freisetzung
des Apoptose-induzierenden Proteins Cytochrom c. Die Mechanismen, die diese Mitochondri-
enschiadigung bewirken, scheinen jedoch weitgehend ungeklért zu sein (ADAMS et al. 2000).
Allerdings gilt als erwiesen, dass die Proteinkinase Akt, ein anti-apoptotisches Enzym, das
ebenfalls in den Kardiomyozyten lokalisiert ist, unter anderem {iiber eine Stabilisierung der
Mitochondrien dem programmierten Zelltod entgegenwirkt. Obgleich die genaue Wirkung
des Enzyms im Kardiomyozyten nicht in vollem Umfang erforscht ist, gilt die Inhibierung des
mitochondrialen Apoptosewegs als ein wichtiger Bestandteil des anti-apoptotischen Signal-
wegs dieser Proteinkinase (MAJEWSKI et al. 2004; UCHIY AMA et al. 2004).

Unabhéngig von ihren genauen Angriffspunkten zur Inhibierung der Apoptosekaskaden je-
doch ist die Proteinkinase Akt nachweislich in der Lage, den Ischimie/Reperfusionsschaden
zu mindern (FUJIO et al. 2000; MATSUI et al. 2001). Neuere Studien belegen die Tatsache,
dass eine Aktivierung des Go,/i-Signalweges zu einer Abnahme der Menge an phosphory-
liertem und damit aktiviertem Akt fiihrt (BALLOU et al. 2003; HOWES et al. 2003; UEDA et
al. 2004). Uber die Ursache der verminderten Phosphorylierung dieses anti-apoptotischen
Proteins durch das Gogi-Protein existieren verschiedenen Meinungen (vgl. Kap. 2.6.3):
Wihrend BALLOU et al. (2003) den Grund in einer direkten Blockade der Phosphatidyl-
inositol-3-Kinase (PI3K) sehen, dem Enzym, das die Phosphorylierung von Akt katalysiert,
fiihren HOWES et al. (2003) Argumente fiir eine Verminderung eines fiir diese Phosphorylie-
rung notwendigen Substrates durch den Gog-Signalweg als Ursache an.

Ebenso wie die Aktivierung der oben beschriebenen MAP-Kinasen konnte die Inhibierung
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des anti-apoptotischen Weges der Proteinkinase Akt durch das Go,1-Protein eine verminder-
te Empfindlichkeit der Kardiomyozyten von Gog-Knockout-Tieren im Vergleich zu Wildtyp-
Tieren gegeniiber einer Ischdmie/Reperfusion bewirken.

Diese Knockout-Tiere besitzen zwar die Ga,;-Untereinheit, die im Gegensatz zum Thrombo-
zyten im Kardiomyozyten ebenso wie Gog exprimiert wird. Allerdings konnte in der Studie
von OFFERMANNS et al. (1998) nachgewiesen werden, dass die Kopplung bestimmter
Agonisten, wie z. B. Angiotensin II, an Gag/11-Rezeptoren bei Tieren, die nur Ga, 1, nicht aber
Goq in den Herzmuskelzellen exprimieren, zu einer geringeren Calciumerhdhung in der Zelle
fithrt als in den Kontrollgruppen. Dies zeigt, dass zwar das Gag-Protein durch Gay; funktio-
nell ersetzt werden kann, letzteres jedoch nicht in der Lage ist, das Fehlen der Gog-Unterein-
heit quantitativ zu kompensieren.

Falls die Gag/11-Aktivierung durch oben genannte Beeinflussung der apoptotischen und anti-
apoptotischen Signalwege tatsdchlich zum Ischdmie/Reperfusionsschaden beitrigt, lieBe sich
daraus die Schlussfolgerung ziehen, dass die Kardiomyozyten der Gag-Knockout-Méuse auf-
grund ihrer geringeren Aktivierbarkeit des Gag/11-Signalweges einen gewissen Schutz gegen-
iber der Apoptose besidBen.

Diese Schlussfolgerung wire jedoch nur unter der Bedingung sinnvoll, dass nach einer Isché-
mie/Reperfusion die Gagi-Untereinheit verstdrkt aktiviert wird. Dafiir spricht, dass z. B.
Angiotensin II und Endothelin I nach einem Myokardinfarkt verstdarkt im Herzmuskel gefun-
den werden konnen, wo sie an der Remodellierung des Gewebes beteiligt sind (YAMAGISHI
et al. 1993; BLAUFARB und SONNENBLICK 1996; TZANIDIS et al. 2001). Diese Hormo-
ne koppeln an Gag1-Rezeptoren. JU et al. (1998) beschreiben dariiber hinaus eine Erhdhung
der Gag/11/PLC-B-Aktivitit nach einem Myokardinfarkt vor allem an den Randzonen des In-
farktes. Aufgrund dieser verstirkten Aktivierung scheint es durchaus moglich, dass das
Gog11-Protein im Kardiomyozyten den Ischdmie/Reperfusionsschaden beeinflusst. Durch eine
Erhohung der Apoptoserate konnte es zu einer VergroBerung des Infarktgebietes beitragen,

die bei Gog-Knockout-Tieren nicht im gleichem Ausmaf stattfinden wiirde.
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4.3 Schlussfolgerung und Ausblick

Die vorliegende Arbeit beruht auf der Erkenntnis, dass Gagq-Knockout-Miause weniger emp-
findlich auf eine myokardiale Ischdmie mit anschlieBender Reperfusion reagieren als Wild-
typ-Tiere (HEUER, in Vorbereitung). Die Hypothese, dass die Ursache dafiir in einer Stérung
der Thrombozyten-Aktivierung und einer damit verbundenen geringeren Ausprigung des
Ischdmie/Reperfusionsschadens liegt, konnte durch die vorliegende Arbeit jedoch weder be-
wiesen noch vollstindig abgelehnt werden. Die InfarktgroBen unterscheiden sich nicht signifi-
kant zwischen Tieren mit gesunden Kardiomyozyten und Gog-deletierten Thrombozyten und
Tieren, denen das Gog-Protein in den Kardiomyozyten, nicht aber in den Thrombozyten fehlt.
Aufgrund dieses Ergebnisses muss man davon ausgehen, dass der Schutz vor einer myokardi-
alen Ischdmie und Reperfusion, den Méuse mit einem Gog-Defekt offensichtlich besitzen, auf
einem Mischeffekt zwischen dem Fehlen des Signalproteins in Kardiomyozyten und dessen
Fehlen in Thrombozyten beruht. Dabei steht fest, dass ohne diese Gag-Untereinheit die
Thrombozyten-Aktivierung gestort ist und dadurch eine Beteiligung der Blutplittchen am
Ischdmie/Reperfusionsschaden in geringerem Ausmalle zu erwarten ist als bei Wildtyp-
Tieren. Unklar ist jedoch, inwiefern der Knockout-Defekt die Kardiomyozyten direkt vor den
pathologischen Verinderungen schiitzt, die auf den Verschluss und die anschlieBende Off-
nung der Koronararterie folgen.

Deshalb sollten im Anschluss an diese Arbeit Untersuchungen durchgefiihrt werden, die ge-
zielt dariiber Aufschluss geben, ob Kardiomyozyten ohne Gag-Protein prinzipiell weniger
empfindlich auf eine Ischdmie und/oder eine anschlieBende Reperfusion reagieren als Herz-
muskelzellen von Wildtyp-Tieren. Zum Beispiel konnten an isolierten, einer Ischdmie ausge-
setzten Kardiomyozyten weiterfithrende Messungen beziiglich bestimmter Apoptosemarker,
aber auch beziiglich bestimmter Enzym-Aktivititen, wie z. B. der erwdhnten MAP-Kinasen
oder aber der Proteinkinase Akt, weiteren Aufschluss iiber die Ursachen einer geringeren
Auspriagung des Ischidmie/Reperfusionsschadens im Myokard von Gag-Knockout-Tieren

geben.
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S ZUSAMMENFASSUNG

In der Pathogenese des akuten Myokardinfarkts spielen die Thrombozyten eine wichtige Rol-
le. Die Thrombusbildung, die durch Aktivierung dieser Zellen in Gang gesetzt wird, resultiert
in einer Okklusion der Koronararterie. Abgeschwemmte Thrombozytenemboli sind in der La-
ge, die Mikrozirkulation des Myokards zu beeintrachtigen. Aufgrund ihrer pro-inflammatori-
schen Wirkung fordern die Thrombozyten aulerdem die Auspridgung des Ischdmie/Reperfusi-
onsschadens. Vorhergehende Untersuchungen von HEUER (in Vorbereitung) zeigten, dass
das Myokard von Go-Knockout-Méusen auf eine Ischdmie und Reperfusion weniger emp-
findlich reagiert als das der Wildtyp-Méuse. Die Aktivierung von Thrombozyten, denen das
Ga,-Protein fehlt, ist hochgradig gestort; das fiihrt nicht nur zu einer verstirkten Himophilie,
sondern auch zu einer reduzierten Thrombophilie der Gog-Knockout-Tiere. Um herauszufin-
den, ob diese Storung der Thrombozyten-Aktivierung der Grund fiir die unterschiedliche
Reaktion auf eine Ischamie/Reperfusion von Gog-Knockout- und Wildtyp-Méusen ist, wurde
eine Knochenmarktransplantation durchgefiihrt. Dazu wurden Wildtyp-Maiuse letal bestrahlt,
um die Transplantation von Knochenmarkzellen der Gog-Knockout-Miuse zu ermdglichen,
wihrend Gog-Knockout-Mause auf diese Weise Blutzellen von Wildtyp-Tieren erhielten.
Nach einer mindestens 90-tigigen Erholungsphase zur Gewéhrleistung einer vollstdndigen
Rekonstitution wurden die Tiere dieser beiden Versuchsgruppen, entsprechend der Studie von
HEUER (in Vorbereitung), einer 30-miniitigen myokardialen Ischdmie mit anschlieender 24-
stiindiger Reperfusionsphase ausgesetzt. Sonographische Messungen prd und post operatio-
nem sollten Aufschluss iiber die Herzleistung geben. Am entnommenen, gefarbten Herzen
wurde planimetrisch die Infarktgrof8e im Verhéltnis zur area at risk (I/AAR) und zum linken
Ventrikel (I/LV) ermittelt. Weder die Ergebnisse der Echokardiographie (relative Differenz
des fractional shortening prd und post OP: 17,1 % + 2,9 % (SEM), versus 10,8 % + 4,0 %
(SEM)) noch die gemessenen InfarktgroBen (I/AAR: 18,2 % + 4,2 % (SEM) versus 10,0 % +
3,7 % (SEM); I/LV: 9,5 % + 2,7 % (SEM) versus 5,6 % + 2,2 % (SEM)) unterscheiden sich
signifikant zwischen den beiden Versuchsgruppen. Aus diesem Grund ist anzunehmen, dass
fir die verminderte Sensibilitit der Gog-Knockout-Méuse gegeniiber einer myokardialen
Ischdamie/Reperfusion nicht allein die gestorte Thrombozyten-Aktivierung verantwortlich ist;
vielmehr scheinen zusétzlich weitere molekularbiologische Effekte, die beispielsweise das
Fehlen der Gag-Untereinheit im Kardiomyozyten bewirken konnte, einen gewissen Schutz

vor den Pathomechanismen der Ischdmie/Reperfusion darzustellen.
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6 SUMMARY

Influence of the Gag,-protein on myocardial infarct size of the bone marrow-engrafted

Gag-knockout-mouse in a ischemia/reperfusion-model

Platelets play a key role in the pathogenesis of an acute myocardial infarction. Thrombus for-
mation, which is mediated by the activation of platelets, results in the occlusion of the
coronary artery. On the other hand, agglutinated platelets in the small myocardial vessels
impair the myocardial microcirculation. Due to their pro-inflammatory effects, platelets also
contribute to the pathogenesis of ischemia/reperfusion injury. The myocardium of Gou-
deficient mice showed a reduced susceptibility to ischemia and reperfusion compared to that
of wild-type mice (HEUER, in preparation). Activation of platelets lacking the Ga,-protein is
markedly impaired, resulting not only in an increased haemophilia but also in a decreased
thrombophilia of Gog-deficient mice. A bone marrow transplantation was performed to
investigate whether the impaired platelet-activation is responsible for the reduced
susceptibility of Go-deficient mice to ischemia/reperfusion injury. Wild-type mice were
lethally irradiated to facilitate the engraftment of bone marrow cells of Gag-deficient mice
and vice versa. A reconstitution phase of at least 90 days for both groups guaranteed, that
blood of wild-type mice contained normal levels of Go,-deleted platelets, while blood of
Go,q- deficient mice contained only wild-type platelets. Afterwards, according to the study of
HEUER (in preparation), myocardial ischemia was artificially induced by surgically ligating
the left coronary artery for 30 minutes and was followed by a reperfusion phase of 24 hours.
Heart function of both groups was examined by echocardiography before and after surgery.
After euthanasia the size of infarction-area to area at risk (I/AAR) and infarction-area to left
ventricle (I/LV) in the stained hearts was determined by planimetry. As a result neither the
cardioechography (relative difference of fractional shortening prae and post op: 17, 1 % =+
2,9 % (SEM) versus 10,8 % + 4,0 % (SEM)) nor the infarct-sizes (I/AAR: 18,2 % + 4,2 %
(SEM) versus 10,0 % =+ 3,7 % (SEM); I/LV: 9,5 % £ 2,7 % (SEM) versus 5,6 % + 2,2 %
(SEM)) showed any significant differences between the two groups. In conclusion it could be
assumed, that the impaired platelet-activation is not the only reason for the different
susceptibility of wild-type and Ga,-deficient mice to ischemia/reperfusion injury; in fact, the
reduced susceptibility of Gag-deficient mice seems to be a result of both - their impaired
platelet-activation and unknown protecting effects based on the absence of the Go4-protein in
other cells such as cardiomyocytes.
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