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EINLEITUNG

1. EINLEITUNG

Laut statistischem Bundesamt waren ErkrankungerHees-Kreislauf-Systems die haufigste
Todesursache im Jahr 2007. Dabei standen chrorgsbBmische Herzkrankheiten mit 9,3%
an erster Stelle der Todesursachen. Darauf folgerakute Myokardinfarkt mit 7% und die
Herzinsuffizienz mit 6%. Insgesamt erlag 2007 fasker zweite Gestorbene (43,4%) einer
Herz-Kreislauf-Erkrankung (www.destatis.de).

Die finanziellen Aufwendungen fir Pravention, Rdhtaion und Pflege von Erkrankten
lagen in Deutschland im Jahr 2006 bei insgesamtNBéarden Euro. Davon wurden die
hdchsten Kosten fur Herz-Kreislauf-Erkrankungen Z34gilliarden Euro) aufgewendet.

Bei Patienten, die den Myokardinfarkt Giberstandabelm, kommen zudem im Allgemeinen
lange andauernde Krankheitsverlaufe hinzu.

Langfristig bedeutet das Uberleben eines akuten Ksligbnfarkts zumeist eingeschrankte
Lebensqualitat, Pflegebedirftigkeit oder sogar liditédt. Da Infarktpatienten oft
erwerbsunfahig werden und auf frihzeitige Renteeamgsen sind, hat diese Erkrankung
auch finanzielle Folgen fur die gesamte Geselldchaf

Zweck der vorliegenden Studie ist es, pathophygistihhe Zustande bei myokardialer
Ischdmie und Reperfusion zu beeinflussen, um midglidehandlungsstrategien zu
entwickeln. Dabei ist die Minimierung der Infarkbffe das vorrangige Ziel. Diese ist nicht
allein von der Dauer der Ischdmie, sondern auchwasachiedenen Einflissen wahrend der
Reperfusion abhangig. Derzeitige Behandlungsstiisgdie schnellstmdgliche Beseitigung
der Koronararterienokklusion. Zudem wird versuohedikamentds die Bildung von weiteren
Thromben langfristig zu verhindern. Zusatzlich kismmHumanmediziner durch Substanzen,
die die Ausdehnung des Infarktes minimieren, zlis&& Therapieerfolge erzielen.

Die vorliegende Arbeit gibt Aufschluss dariber, ief@rn und durch welche Mechanismen
das CD147-Cyclophilin A-System Auswirkungen auf théarktgréf3e und die Herzfunktion
nach myokardialer Ischamie/Reperfusion hat.

Zum einen konnte CD147 als Signalrezeptor fur eelialares Cyclophilin A (CypA)
identifiziert werden. Somit kann CypA CD147-abh@anghemotaktisch wirkende Signale auf
T-Zellen sowie neutrophile und eosinophile Granylem austben. Die Folge ist die
Migration dieser Zellen in das ischamisch geschadiggbiet.

Zum anderen ist CD147 in der Lage, die Produktiam Watrix Metalloproteinasen in
Fibroblasten und Makrophagen zu induzieren. Dureh Abbau von Extrazellularer Matrix
tragen diese zum myokardialen Remodeling nach eMgokardinfarkt bei.

Somit tragt CD147 lber zwei unterschiedliche Medraen zur Pathophysiologie des akuten
Myokardinfarktes bei. Ziel dieser Studie ist, heyaufinden, inwiefern ein CD147-
Knockdown, eine CD147-Hemmung bzw. ein CypA-Knodkduswirkungen auf die
InfarktgroRe und Herzfunktion nach myokardialerhBsmie und Reperfusion hat. Daraus
kébnnten neue Therapieansatze fur Patienten mit meindyokardinfarkt entstehen.
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2. SCHRIFTTUM

2.1. Zum Myokardinfarkt

2.1.1. Ursachen

Ein Myokardinfarkt wird durch Durchblutungsstorungder Koronargefal3e ausgelost. Es
entsteht eine Ischamie, die zur Nekrose der dista&eiche des Myokards fuhren kann.

Die Minderdurchblutung der Koronargefal3e kann akisgewerden durch Neoplasien,
Embolien, Verbrauchskoagulopathie (DIC), langamralen Spasmen bei Prinzmetal-Angina
oder Polyarteritis nodosa.

Die haufigste Ursache jedoch ist die Ruptur eingnerablen atherosklerotischen Plaque.

2.1.2. Pathogenese der Atherosklerose

Atherosklerotische Gefaldveranderungen kénnen ddncbmbotischen Verschluss eines
KoronargefalRes und akute Unterbrechung der Satfeessorgung einen Myokardinfarkt
auslosen.

Die WHO definiert Atherosklerose als eine Erkrangudie Eigenschaften einer chronischen
Entzindung aufweist und an grol3en sowie mittelgrof¥aterien auftritt. Sie ist
gekennzeichnet durch herdférmige Anhaufungen vagmden und diffuse Anhaufungen von
Kollagenfasern (www.path.med.tum.de).

Die Entstehung dieser Erkrankung ist ein kompleXergang, der durch die genetische
Herkunft sowie andere potentiell beherrschbaredfaktbeeinflusst wird. Zu den vererbbaren
Faktoren gehoren Hypertonie, ein erhdhter Choliesteiegel, Adipositas, Diabetes mellitus,
Myokardinfarkt und Schlaganfall. Die zweite Fornr d&isikofaktoren beinhaltet vor allem
Bewegungsmangel, Stress, Nikotinabusus, Adipositas Luftbelastung (LUSIS AJ 2000,
LUSIS AJ et al. 2004).

An erster Stelle der Pathogenese steht die Aktimgr von Endothelzellen der
GefalRwandintima. An Arterienverzweigungen, -abzwegen und —stenosen ist der laminare
Blutfluss gestért und es treten veranderte Schitekréauf. Diese flhren zur
Endothelschadigung und -dysfunktion. An diesen iRfibnsstellen fur die Entstehung
atherosklerotischer Plaques zeigt das Endothel @ihéhte Permeabilitat (LUSIS AJ et al.
2004).
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Eine herausragende Rolle bei der Entstehung spiéenholesterinreichen Lipoproteine des
Plasmas, v.a. LDL (low-density-lipoprotein) und VLD(very low-density-lipoprotein).
Steigen die Plasmaspiegel dieser Lipoproteine, &drthe Lipoproteine in grolRen Mengen an
Pradilektionsstellen in die Arterienwand eindringend in der Extrazellularen Matrix
verweilen. Durch oxidative und chemische Modifikasprozesse werden von den LDL
bioaktive Phospholipide freigesetzt, die die Endt#éllen aktivieren. Daraus resultiert die
Expression von Zelladhasionsmolekilen, wie VCAMvascular cell adhesion molecule 1)
auf Endothelzellen (KITA T et al. 1990; LI H et afl993; YOUNG SG und
PARTHASARATHY S 1994; SKALEN K et al. 2002).

Adhérierende Monozyten dringen mit Hilfe von MCRronocyte chemoattractant proteine
1) in die Intima der GefalRwand ein. Eingewandertenbdkyten differenzieren sich unter
Einfluss von M-CSF (macrophage colony stimulatiagtér) zu Makrophagen (SMITH JD et
al. 1995). Dieser Vorgang ist assoziiert mit desildung von Scavenger-Rezeptoren und
Toll-like-Rezeptoren (HANSSON GK et al. 2002).

Sobald Toll-like-Rezeptoren an potentiell pathogbtwekiile, z.B. Bakterientoxine, binden,
kommt es zur Aktivierung der Makrophagen. Dieseeatproinflammatorische Mediatoren
frei und kénnen so bestimmte Entziindungskaskadsidsan (HANSSON GK et al. 2002;
JANEWAY C Jr. et al. 2002).

Scavenger-Rezeptoren fuhren zur Endozytose der fixiedien Lipoproteine, die im
Zytoplasma der Makrophagen Fetttropfen bilden. $amaindeln sich die Makrophagen in
Schaumzellen um (PEISER L et al. 2002). Desweit&iemen durch diese Rezeptoren auch
pathogene Stoffe, wie Bakterientoxine oder apogptbe Zellfragmente aufgenommen
werden. Zudem wird die Aktivierung des EndothelscduAufnahme des oxidierten LDLs
vermindert. Folglich kann den Makrophagen nebeeriproinflammatorischen Funktion auch
eine antiinflammatorische Rolle zugesprochen we(#xNSSON GK 2006).

Die Ansammlung solcher Schaumzellen in der Intiiartf zur Bildung von so genannten
.Fatty streaks®, die dem frihen Stadium der Athkl®m®se entsprechen. Aus diesen kann
sich langfristig eine atherosklerotische Plaque deitn typisch nekrotischen Lipidkern und
einer fibrésen Kappe entwickeln.

Von Makrophagen freigesetzte Wachstumsfaktoren efithrzur Wanderung glatter
Muskelzellen von der Media in die Intima. Dort kotnes zur Proliferation dieser Zellen und
zur Sekretion von Kollagen (LUSIS AJ et al. 200Bje Folge ist eine Verfestigung der
GefaBwand, Wachstum der atherosklerotischen Lasnmh Lumeneinengung. So entstehen
aus ,Fatty streaks” frihe Atherome, die aus einerkrotischen Kern und einer fibrésen
Kappe bestehen. Der Kern ist eine Hohle in der aglie vor allem mit apoptotischen
Schaumzellen, aber auch anderem nekrotischem Mdiatgeitllt ist. Die Kappe ist eine
fibrozellulare Struktur aus kollagenreicher extthgérer Matrix und glatten Muskelzellen,
die den nekrotischen Kern vom Blut trennt.

Diese Atherome werden mit der Zeit komplexer unth&iten zunehmend Kalzifizierungen
und Hamorrhagien durch eingesprosste Mikrogefa@HBARTZ SM et al. 2007). Dabei
wird die Kappe dunner. Durch Ruptur einer vulnezabPlaque erhalt der nekrotische Kern
Kontakt zum Blutstrom. Durch Anlagerung von Thromyaen und Fibrin bildet sich ein
Thrombus (CONSTANTINIDES P 1964; SCHWARTZ SM et2007).
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Je nach Groéf3e dieses aufgelagerten Thrombus kamorgaotzlichen Unterbrechung des
Blutflusses kommen und ein Myokardinfarkt oder amdd-olgeerkrankungen konnen
ausgeldst werden.

SHAH et al. zeigten, dass in der Plague befindlichidivierte Makrophagen den
Kollagenabbau der fibrosen Kappe induzieren, indgen Matrix Metalloproteinasen und
eventuell andere Proteasen sezernieren (SHAH RK £995).

2.1.3. Pathogenese des akuten Myokardinfarkts

Durchblutungsstérungen der KoronargefalRe fuhreriaer unzureichenden Sauerstoff- und
Nahrstoffversorgung des Myokards und zudem zu eimeamgelnden Abtransport von
Stoffwechselnebenprodukten.

Das Angebot an ATP verringert sich, Reserven ark&ggn sind erschopft. Die aerobe
Glykolyse wird zu einer anaeroben umgestellt, earkb zur Anhaufung von Protonen, Laktat
und anorganischem Phosphat. Die Kontraktilitdt£idlen ist gestort (JENNINGS RB et al.
1983; JENNINGS RB 1991). Der Bedarf der MyozyterEarergie Ubersteigt bei weitem die
Bereitstellung durch anaerobe Glykolyse. Aufgrumd Ansammlung osmotisch wirksamer
Stoffe sinkt der intrazellulare pH-Wert. Es entstedin osmotischer Druck, der zum
Eindringen von Wasser in die Zelle fuhrt. Die Folgg ein Anschwellen der Zelle
(JENNINGS RB et al. 1985).

SchlieRlich sammelt sich infolge der gestorten &tdithomoostase Ca im
Intrazellularraum an. Endogene Phospholipasen weallBviert, diese tragen zur Schadigung
der Plasmamembran bei (NAYLER WG und ELZ JS 1986)leigene Schutzmechanismen,
wie Superoxid-Dismutase, verlieren an Aktivitat BFEARI R et al. 1985). Es kommt zur
Akkumulation freier Radikale, die Lipidbestandteilder Plasmamembran peroxidieren
(NAYLER WG und ELZ JS 1986).

Unter dem Elektronenmikroskop konnen bei ischangsth Schaden folgende
Zellcharakteristika erkannt werden: Verdnderunger @&lasmamembran, geschwollene
Mitochondrien, fehlendes Glykogen und die Randstgll des nuklearen Chromatins
(NAYLER WG und ELZ JS 1986).

Risse in der Plasmamembran markieren den Zeitpuarktdem die reversible Phase der
Ischamie in die irreversible Ubergeht. Sobald eiardfomyozyt eine Lasion in der
Zellmembran besitzt, ist er irreparabel gescha@BNNINGS 1978, in STEENBERGEN C
et al. 1985). Ein solcher irreversibel geschadigfigozyt ist zudem gekennzeichnet durch
einen sehr geringen ATP-Gehalt, Beenden der anaer@iykolyse, groRe Mengen an
Protonen, AMP, Laktat, anorganischen Phosphateneimeh erhéhten osmotischen Druck
(REIMER KA et al. 1981; JENNINGS RB und REIMER KA41).

Insgesamt kann die myokardiale Ischdmie als eineausigewogenheit zwischen
Sauerstoffzufuhr und Verbrauch durch zellulare @tah angesehen werden. Dabei spielt die
Dauer der Ischamie eine entscheidende Rolle. Kézasen werden von den Myozyten
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toleriert und fuhren zu reversiblen Schaden. Naeh Reperfusion ist die Funktion des
betroffenen Myokardareals kurzzeitig beeintrachtigies wird als ,stunnend myocardium®
bezeichnet. Nach langer schwerwiegender Ischantgtedien irreversible Schadigungen. Die
ursprungliche Kontraktilitat des Myokards wird audich Reperfusion nie wieder hergestellt.
Ist die Durchblutungsstérung lang andauernd alsht vollstandig, entsteht ein Zustand, der
als ,hibernating myocardium* bezeichnet wird. Dier{raktilitdt des Gewebes wird wahrend
der Ischamie eingeschrankt, kann nach Reperfusienwiederhergestellt werden (FERRARI
R 1995). KLONER und JENNINGS vermuten, dass dieiiét des Myokards wahrend der
Ischamie herunter reguliert wird, um das UberletlenMyozyten zu sichern (KLONER RA,
JENNINGS RB 2001). Demgegenuber stellen die Myazyteim so genannten ,stunned
myocardium® ihre Kontraktion bereits wenige Sekumdech Einsetzen der Ischamie ein.
Nach Reperfusion bendtigt das geschadigte abenséfidige Gewebe Stunden bis Tage um
die urspringliche Funktion wieder vollstandig hetellen (FERRARI R et al. 1998;
KLONER RA und JENNINGS RB 2001). Dabei ist die Dader Funktionseinschrankung
abhangig von der Dauer und Schwere der Ischamieiesosiner ausreichenden
Reperfusionsmenge (KLONER RA et al. 1983 in KLONER et al 2001).

2.1.4. Reperfusionsschaden

Reperfusion des koronaren Blutflusses ist notwenalg die ischdmischen Bereiche wieder
mit Sauerstoff und N&hrstoffen versorgen zu konnBreses Vorgehen wird auch bei
humanen Myokardinfarkten in Form einer Thrombolysder auf mechanischem Wege
(Einbringen eines Herzkatheters und anschlieBendadloraufdehnung, zusatzliche
Stabilisierung durch einen Koronar-Stent) vollzogBie zeitnahe Reperfusion bewahrt die
Kardiomyozyten vor ischamischen Schaden oder Nekro$?aradoxerweise kann die
Reperfusion jedoch auch Schéaden oder Zelltod dedi&ayozyten hervorrufen. Diese
Erscheinung wird als Reperfusionsschaden bezeicfMERMA S et al. 2002). Der
Reperfusionsschaden manifestiert sich im Dbereitsclyeebenen ,myocardial stunning®,
Zellnekrosen oder in mikrovaskularen und endotlesliZellschaden. Es wird unterschieden
zwischen a) denjenigen Zellen, die durch die Isabdvereits irreversibel geschadigt waren
und deren Zelltod durch die Reperfusion nur besch¢g wird und b) den reversibel
geschadigten, lebensfahigen Zellen, die durch égeRusion irreversibel geschadigt werden.
Diese pathologischen Veranderungen werden jedosh rexch Reperfusion sichtbar und
lassen sich dann nur noch schwer voneinander abgmgNAYLER WG und ELZ JS 1986).
Wichtige Mechanismen des Reperfusionsschadensdedreien Sauerstoffradikale sowie
Veranderungen der Calcium-Homoostase (VERMA S.2G02).
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2.1.4.1. Freie Sauerstoffradikale

Ein Radikal ist charakterisiert durch ein ungepesiElektron im auf3eren Orbital, welches
eine hohe Reaktivitat und kurze Lebensdauer hatlieke Situation energetisch instabil ist.
Energetische Stabilitat wird durch Oxidation eirm@gleren — stabilen - Molekils erreicht,
wodurch dieses wiederum ein ungepaartes ElektreizbdMAXWELL SRJ und LIP GYH
1997; FRANGOGIANNIS NG et al. 2001). Freie Saudfsanlikale werden nach Einsetzen
der Reperfusion durch Enzyme, wie Xanthin-OxidaSgtochrom-Oxidase und durch die
Oxidation der Cyclooxigenase gebildet (VERMA S et2802). Zudem stammen viele freie
Radikale vom NADPH-Oxidase-System aus der Zellmamlistimulierter polymorphkerniger
Leukozyten (KAMINSKI KA et al. 2002).

Die wichtigste Quelle dieser Radikale ist jedocts danzym Xanthin-Dehydrogenase/-
Oxidase. In gesundem Gewebe liegt es als DehydasgelRorm zur Oxidation von Xanthin
vor. Bei Ischamie wird durch den intrazellularen laiam-Uberschuss eine Calcium-
abhangige Protease aktiviert, die die Dehydrogeraseiner Oxidase umwandelt. Diese
bildet aus Xanthin und molekularem Sauerstoff SoxidrAnion-Radikale. Aufgrund der
Anhaufung von Xanthin und Hypoxanthin aus AMP z\gida der Reperfusion steht diesem
Enzym viel Substrat zur Verfigung (MAXWELL SRJ uind? GYH 1996).

Durch Reaktion dieser freien Radikale mit ungegtitti Fettsduren entstehen Peroxide, die
das Sarkolemm der Zellen schadigen. Zudem dampéés Radikale die Stickoxid-Synthese
und stimulieren die Expression von PAF (Thrombozydktivierender Faktor) durch
Endothelzellen, wodurch Neutrophile angelockt wardé&nnen (VERMA S et al. 2002).
Unter physiologischen Bedingungen wird Stickoxi@ir kardioprotektiver Faktor — standig
von Endothelzellen freigegeben und es besteher Ketaraktionen zwischen Endothelzellen
und neutrophilen Granulozyten. Nach Ischdmie-Regerh ist die Stickoxid-Freisetzung
verringert, wodurch eine Vasokonstriktion ausgelysd (,no reflow“-Ph&anomen). Durch
Exozytose der Weibel-Palade-Bodies kdnnen Endatheiz das darin befindliche P-Selectin
exprimieren. Dieses fuhrt zur 1. Phase der Einwamdg polymorphkerniger Neutrophiler
(PMN), dem sogenannten Rollen. Es entsteht duretgdiinge Affinitdt des P-Selectins der
Endothelzellen zum PSGL-1 (P-Selectin Glykoprotagand-1) der Neutrophilen. Die PMN
werden langsamer und es entstehen Interaktionesckem deren CD18 und ICAM-1 (inter-
cellular adhesion molecule 1) der Endothelzell&@AM-1 wird standig von Endothelzellen
exprimiert, kann aber durch Stimulation, z.B. dufgiiokine gesteigert werden (KUKIELKA
GL et al. 1993). Somit beginnt die frihe Adhasidie, die 2. Phase der PMN-Einwanderung
darstellt. Schlie3lich kommt es zur 3. Phase: dapé&dese mittels PECAM-1 (platelet
endothelial cell adhesion molecule-1) durch die gapctions der Endothelzellen. Sobald
diese Zellen den ischamischen Bereich erreicht matveken sie dort proinflammatorisch
und tragen erheblich zum Reperfusionsschaden O&IES SP und LEFER DJ 2000).



SCHRIFTTUM

2.1.4.2. Veranderungen der Calcium-Homdoostase

Die intrazellulare Calcium-Konzentration ist wahdelinger andauernder Ischamie erhoht.
Dieser Zustand verschlimmert sich bei Reperfusiam, allem bei Mitochondrien fuhrt die
erhohte intrazellulare Calcium-Konzentration zueeinveranderten Membranpotential und
kann eine Apoptose auslésen. Zudem wird durch dersinembranéren lonentransport, der
das Calcium in den Extrazellularraum befordern, sodl Energie verbraucht. Dieser Vorgang
kann zur sogenannten ,Entkopplung® des Verhaltsissgischen Sauerstoffverbrauch und
Kontraktion im post-ischdmischen Herzmuskel fuhren.

Die zwei Mechanismen Calcium-Overload und freie esioffradikale sollten nicht
voneinander getrennt, sondern eher als ganzhe@diSlystem betrachtet werden.

Ein Calciumiberschuss in der Zelle kann die Freised von Sauerstoffradikalen férdern,
indem er die Elektronentransportablaufe beeintrgchind zum Ausstromen freier Radikale
fuhrt. Zudem fuhrt die Aktivierung einer von Calmuabhangigen Protease zur Bildung von
Xanthin-Oxidase, die freie Radikale produziert (VWELL SRJ und LIP GYH 1996).

Es existieren jedoch auch endogene Antioxidantwie, vor freien Sauerstoffradikalen
schitzen, wie die Superoxid-Dismutase (SOD), Kawland Glutathion-Peroxidase. Im
Myokardinfarktmodell der Maus konnten JONES effeststellen, dass eine Uberexpression
von Mn-SOD das Ausmald myokardialer Schaden vemifd®NES SPJ et al. 2003). Zudem
wurde nachgewiesen, dass kardioprotektive Effeldsed Antioxidantien abhangig sind von
der Reperfusion des ischmischen Herzens, da kbimédernden Effekte auftraten, sofern
das Herz ausschliel3lich einer Ischamie ausgeseizthverbei wurde ein SOD-Mimetikum
eingesetzt, welches nach Ischdmie/Reperfusion mner eéReduktion des Ischa&mieareals,
verminderter Einwanderung von Neutrophilen und mereVerringerung von Arrhythmien
fuhrte (MASINI E et al. 2002).

Nichtsdestotrotz fordert die Reperfusion die Reperdes ischdmischen Myokards. Obwohl
bei Ischamie/Reperfusion noch sechs Wochen spéaektibnseinschrankungen des linken
Ventrikels sowie eine Hypertrophie erkennbar siFATTEN RD et al. 1998), fuhrt die
fehlende Reperfusion langfristig zu einer groRBerBysfunktion und einer starker
ausgepragten Hypertrophie des linken VentrikelsniSecheint die Reperfusion durch einen
beschleunigten Beginn der Entzindung auch die Raparozesse zu beeinflussen
(MICHAEL LH et al. 1999; DE CELLE T et al. 2004).
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2.1.5. Arrhythmien

Die grofite Gefahr des akuten Myokardinfarkts istglétzliche Herztod; 75-80% dieser Félle
werden durch einen Herzinfarkt ausgelost (LOPSHERESG). Allerdings kommen durch den
schnellen Herztod die klinischen Symptome des Myaikéarktes oft erst gar nicht zum
Vorschein (MEHTA D et al. 1997).

Der plotzliche Herztod ist die Folge von Kammerfir@arn. Dieses ist durch eine
unkoordinierte  Erregungsausbreitung im Myokard gekeichnet. Die fehlende
Pumpleistung kann zu einem todlichen Kreislautgalhd fihren. Da die einzelnen
Fasergruppen nicht gleichlaufend erregt werdenibbldas Flimmern erhalten, weil die
unkoordinierten Impulse immer wieder neue Fasemegen (ENGELHARDT W und
BREVES G 2000).

Das Auftreten von Arrhythmien und Kammerflimmerhzameist die Folge des Verschlusses
von Koronararterien. Die Hypoxie fuhrt zu Schadigem des Myokards und mechanischen,
elektrischen  sowie  biochemischen  Dysfunktionen, digu  unkoordinierten
Erregungsausbreitungen im Herzen fuhren kénnen (AR N et al. 2006). Diese treten
zum groBen Teil schon kurz nach Einsetzen der ms@hauf. JANSE konnte in isolierten
Schweineherzen, denen die ,left anterior descendntgry” (LAD) proximal ligiert wurde,
bereits zwei bis acht Minuten nach Ligatur bei 7@8t Herzen verfrihte Herzkontraktionen,
bei 45% Tachykardien und bei 32% der Herzen Karfirmenern beobachten (JANSE et al.
1980; zitiert in JANSE M J und KLEBER AG 1981).

Eine weitere Ursache fur die Entstehung von Arrinyén ist das Einsetzen der Reperfusion.
Bereits 1935 beobachteten TENNANT und WIGGERSHHitin HACKETT D et al. 1990),
dass Kammerflimmern auftritt, sobald der Blutflussner ligierten Koronararterie
wiederhergestellt wird. Dabei ist die Anfélligkeies Herzens fur Arrhythmien abhangig von
der Dauer der Ischamie, GroRe des Ischdmiearealspeffigkeit der Reperfusion und
Sauerstoffgehalt des Reperfusats (WITKOWSKI F u@RR PB 1984, zitiert in HACKETT
D et al. 1990).

Das physiologische Aktionspotential des Herzensl wirvier Phasen eingeteilt.

Phase 0 ist die Depolarisation. Durch eine ankona@dtfrregung wird der Natriumeinstrom
durch potential- und zeitgesteuerte Natriumkanald damit auch die Depolarisation in Gang
gebracht. Zudem erfolgt ein Calcium-Einstrom duzefit- und potentialgesteuerte Calcium-
Kanale, der zu einer Calcium-Freisetzung aus demkofkasmatischen Retikulum fuhrt.

GrofRe und Dauer des Aktionspotentials beeinflugisei©Calcium-Freisetzung und damit auch
Starke und Dauer der Kontraktion. Das Calcium thiitch spezifische Calcium-Kanale des
Sarkoplasmatischen Retikulums in das Cytoplasmaiadsindet teilweise an Proteine, wie
Troponin C. Dies fuhrt zur Kontraktion der Zelletelgt die Calcium-Konzentration in der

Zelle an, wird eine Calcium-Pumpe im Sarkoplasnohgs Retikulum aktiviert, die das

Calcium unter ATP-Verbrauch zurtick transportiert.

Phase 1 (= initiale Repolarisation) ist gekennzeithdurch die Aktivierung eines

unspezifischen Kationenkanals, der am Ende der lBgpaton einen kurzen Kaliumausstrom
ermdglicht. Es kommt zur initialen Repolarisation.
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In Phase 2 oder Plateauphase werden durch einemiumatalcium-Austauscher

Natriumionen in die Zelle und Calciumionen in dedrazellularen Raum transportiert. Die
dadurch unausgeglichene Ladungsverteilung wird Hhureinen Kalium-Ausstrom

ausgeglichen.

Phase 3 ist die Repolarisation, die sich durchreatien&ahlich beginnenden Kalium-Ausstrom
durch verschiedene spezifische Kaliumkanéale ausaetc

Phase 4 (das Ruhepotential) wird durch hohe Peiifiigaleines Kaliumkanals stabilisiert
(ENGELHARDT W und BREVES G 2000).

Bei Ischamien sind alsbald folgende Veranderungemer lonenverteilung auffallig: der
Kalium-Ausstrom in den extrazellularen Raum und Aestieg von Calciumionen in der
Zelle. Beide Vorgadnge konnen Arrhythmien oder Kanfhmemern auslosen. Foérdernd
wirken Katecholamine sowie das zellulare Abkoppelmch Dephosphorylierung des ,gap
junction“-Proteins Connexin 43. Auch Thrombin kadarch Aktivierung des Natrium-
Calcium-Austauschers und damit erhohter intrazi#darl Natrium-Konzentration die
Anfalligkeit fur Arrhythmien steigern (YAN G et al.995).

Es existieren zwei Arten von Kammerflimmern: Dehrsallen Typ | und den langsamen Typ
Il, wobei Typ | in Typ Il Ubergehen oder beide glezeitig vorkommen kdnnen.
Kammerflimmern ist charakterisiert durch verschiegleErregungswellen, die durch das
Myokard zirkulieren. Es gibt zwei Hypothesen der IMfdortleitung: In der ,multiple
wavelet hypothesis® wird das Kammerflimmern durchieley kleine wandernde
Erregungswellen verursacht. Diese kollidieren maeider, brechen auseinander und
verursachen so ein inhomogenes, chaotisches Egsguwster. Wellenurspringe sind instabil
und haben eine kurze Lebensspanne, sogenannteniBms“esind vorhanden. Dabei handelt
es sich um refraktare und somit die Leitung blodade Myokardgebiete, um die die
Erregungswelle kreist.

In der ,focal source hypothesis* gibt es einen iabUrsprung, der als alleinige Quelle der
instabilen Erregungswellen dient und damit Ausldgerdas Kammerflimmern ist. (WU T et
al. 2002).

Klinisch werden zurzeit folgende Praparate zur @per von Arrhythmien bevorzugt
eingesetzt: ACE-Hemmer, Aspirin;Blocker und Aldosteron-Hemmer.
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2.2. Zum Immunglobulin CD147

2.2.1. Allgemeines

CD147 wurde erstmals vor ungefahr 25 Jahren auf ofpefien epithelialen Ursprungs
entdeckt (BISWAS C 1982). BISWAS stellte fest, das€okulturen von
Kaninchenfibroblasten und Maustumorzellen epithetia Ursprungs eine erhdhte
Kollagenaseproduktion aufweisen. Er vermutete, daRsmorzell-Interaktionen zur
Freisetzung eines Faktors fuhren, der angrenzeimelfasten stimuliert, Kollagenasen zu
produzieren. Daher stammt auch der urspringlichedeN&CSF: “ Tumor cell-derived
collagenase stimulatory factor (BISWAS C 1987).

Da TCSF fahig ist die Produktion von Matrix-Metgdtoteinasen zu induzieren, wurde es
schliel3lich umbenannt in CD147 (EMMPRIN). EMMPRIt idie Kurzbezeichnung flr
.extracellular matrix metalloproteinase inducer1®VAS C und NUGENT MA 1987).

Es wurde spater unabhangig voneinander in versehe&dSpezies nachgewiesen.

Daher entstanden weitere Synonyme: Basigin und gp4fer Maus (ALTRUDA F et al.
1989), M6 beim Menschen (KASINRERK W et al. 1999¢urothelin (SCHLOSSHAUER B
und HERZOG KH 1990) und HT7 im Huhn (SEULBERGERetal. 1992), sowie 0x-47 in
der Ratte (FOSSUM S et al. 1991).

Bei CD147 handelt es sich um ein transmembranalB&ofrotein, welches zu den
Immunglobulinen zahlt. Der extrazellulare Anteilsbeht aus zwei immunglobulingdhnlichen
Doméanen und ist aus 187 Aminosauren aufgebaut. kDree zytoplasmatische Domane
besteht aus 40 Aminosauren. Die Transmembranald®reéathalt 24 Aminosauren (siehe
Abb.1) (FOSSUM S et al. 1991; KASINRERK W et al.929. Sie ist zwischen den
verschiedenen Spezies hoch konserviert: 96% zwischensch, Maus und Huhn
(MIYAUCHI T et al. 1991). Dabei kdbnnen hydrophobenfosauren einen geladenen Rest
besitzen, der nicht in die Proteinverbindungen Blesmamembran assoziiert ist. Da diese
Situation energetisch instabil ist, ist anzunehmetdass CD147 mit anderen
Membranproteinen, sowie intra- und extrazellulafeaktoren interagiert (JIJANG J und
TANG J 2007).

Das Molekulargewicht von CD147 schwankt zwischerb3564kDa, abhéngig vom Grad der
Glykosilierung. Diese schwankt zwischen den einzeldellen. Der Proteinkern allein hat ein
Molekulargewicht von 27kDa (KASINRERK W et al. 1992

Abb.1: Strukturmodell des CD147-Proteins:

Die Loops stellen die Immunglobulin-ahnlichen
Domanen dar, die Helices stehen fir gebundene
Oligosaccharide.

(aus MURAMATSU T und MIYAUCHI T 2003)
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Das Vorkommen von CD147 ist nicht auf Tumorzellesdhrankt, sondern ubiquitéar. Bisher
konnte es auf hamatopoetischen, epithelialen uddthelialen Zellen nachgewiesen werden
(FOSSUM S et al. 1991).

CD147 hat Anteil an physiologischen Vorgangen, weebryonaler Entwicklung,
Retinafunktion, Reproduktion, T-Lymphozytenreifumgy Thymus (RENNO T et al. 2002)
und neuronaler Entwicklung (IGAKURA T et al. 1996GAKURA T et al. 1998;
KASINRERK W et al. 1999). Allerdings ist es auch pathologischen Prozessen beteiligt.
Wahrend die Expression von CD147 in gesundem Gewabaiedrigem Level liegt, steigt
sie bei pathologischen Prozessen stark an. CDl#betiligt an Prozessen, wie der
Atherosklerose (HAUG C et al. 2004), Erkrankunges Herzens (SPINALE FG et al. 2000)
oder entzindlichen Lungenerkrankungen (FODA HD let2@01; BETSUYAKU T et al.
2003). Es hat Anteil am Fortschreiten der rheundatoiArthritis, wo es vor allem auf der
Synovialmembran nachgewiesen werden konnte (TOMIT&& al. 2002). Weiterhin induziert
CD147 die MMP-Produktion in Fibroblasten und tragmit zum Tumorwachstum bei
(KATAOKA H et al. 1993).

Zudem spielen CD147 und Matrix MetalloproteinagdiVPs) eine wichtige Rolle beim Auf-
und Abbau der Extrazellularen Matrix wahrend desndfeiationszyklus. Dabei ist die
Expression und Glykosilierung von CD147 abhangighwrogesterongehalt (NOGUCHI Y
et al. 2003).

2.2.2. Funktion

Wie schon beschrieben hat CD147 zahlreiche Fundgtionnd ist an einer Vielzahl von
physiologischen und pathologischen Vorgadngen hgteiEs dient zur Integration von
Monocarboxylat-Transportern, induziert die Prodoktvon Matrix Metalloproteinasen und
wurde als Signalrezeptor fir extrazellulares Cyllp identifiziert. Es interagiert mit
Integrinen (BERDITCHEVSKI F et al. 1997) und Cavedl (TANG W und HEMLER ME
2004). Des Weiteren wurden CD147-CD147-Interaktiongeschrieben (SUN J und
HEMLER ME 2001). Diese Interaktionen mit anderentEinen beschreiben den Umfang des
Auftretens von CD147 und sind entscheidend firetesgelfaltige Funktionen.

2.2.2.1. Integration von MCTs (Monocarboxylat-Transporter)

MCTs sind Proteine, die in die Zellmembran integr&nd. Bisher wurden 14 Isoformen
nachgewiesen, wobei die funktionellen Eigenschaften MCT1 bis 4 bestimmt werden
konnten. MCTs spielen eine wichtige Rolle bei darfrAchterhaltung der metabolischen
Homoostase und des pH-Wertes innerhalb der Zelke.tr@nsportieren protonenabh&ngig
Monocarboxylate, wie Laktat, Pyruvat sowie Ketorg€it wie Acetoacetat und
Hydroxybutyrat durch die Zellmembran (POOLE RC HALESTRAP AP 1993).

MCTs besitzen 12 transmembranale Domanen mit egrefden Loop zwischen der sechsten
und siebten Doméne. Die Amino- sowie Carboxyres&finden sich intrazellular
(HALESTRAP AP und MEREDITH D 2004).
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CD147 befindet sich auf der Zellmembran oft dirgldben einem MCT. Daher wurde
zunachst vermutet, dass es auch am Laktattrangparth MCTs beteiligt ist. Dabei wird die
Verbindung zwischen MCTs und CD147 vermutlich durdie cytoplasmatische oder
transmembranale Domé&ne ermoglicht, wobei besondersransmembranale Glutamatrest
auf Interaktionen untersucht wurde (KIRK P et @#0@). Inzwischen ist bekannt, dass CD147
notwendig fur die ordnungsgemali3e Zelloberflacheresgion und Funktion von MCT1 und
MCT4 ist (HALESTRAP AP und MEREDITH D 2004). Um MGTin die Zellmembran zu
integrieren, bindet ein CD147-Dimer zwei Monomees MCT (WILSON MC et al. 2002).

In Tumoren ist die erhOhte Expression von MCTs weden mit einem verstarkten
Vorkommen von CD147. Durch die ungehemmte Vermehnwvachsen Tumorzellen unter
hypoxischen Bedingungen, weshalb die Energieb&stitsg durch Glykolyse erfolgt. Es
wird vermehrt Laktat produziert, so dass ein raséigransport dringend notwendig ist, um
das Uberleben der Tumorzellen zu sichern (FROBERGeWal. 2001). Inzwischen dient der
Grad der MCT-Expression als Indikator fir die Maltgt des Tumors.

Die Funktionscharakteristika der MCT-Familie wurdrrerst an MCT1 beschrieben.

MCT1 kann zum einen ein Monocarboxylat zusammenemiém Proton transportieren oder
zum anderen den Austausch eines Monocarboxylatesimeim weiteren regeln.

Mittels einer Konformationsanderung wird das Sudistturch die Membran transportiert.
Dort wird das Substrat freigesetzt und die leer&sBatbindungsstelle kehrt zur &uf3eren
Oberflache zurtck. Hierbei ist der letzte Schrigginb Netto-Laktattransport durch die
Membran geschwindigkeitsbestimmend (DEUTICKE B 198Die Stimulation des
Laktattransports erfolgt durch den steigenden Kotradonsgradienten von Protonen und
Laktat zwischen Intra- und Extrazellularraum (HAAERAP AP und PRICE NT 1999).
MCTs werden in unterschiedlichem Ausmal3 in den Geweson Mensch und Saugetieren
exprimiert. Wahrend MCT1 ubiquitar in fast allenv@bden vorkommt, ist MCT2 restriktiver
verteilt. MCT3 ist auf der Basalmembran des Pigmgitihels der Retina aufzufinden. MCT4
kommt vor allem in Skelettmuskel und weil3en Blueelor (HALESTRAP AP und PRICE
NT 1999).

2.2.2.2. Produktion von MMPs (Matrix Metalloproteinasen)

Die Extrazellulare Matrix (ECM) spielt nach einenydkardinfarkt eine wichtige Rolle beim
Heilungsprozess, der aus Entziindungs-, GranulatiordsRemodelingphase besteht.

Die ECM ist verantwortlich fir die architektonisclzeiIsammensetzung des Herzens. Sie
bildet ein Strukturgertst aus Typ I- und Typ lllHkmen, welches die Kardiomyozyten in das
Netzwerk integriert. Weitere Bestandteile der EAQNMISProteoglykane, Glukosaminoglykane
und Fibronectin. Durch Einbau in die ECM erhaltele &ardiomyozyten ihre korrekte
Orientierung, so dass die Pumpfunktion des Herzaehgch Koordination der
Myozytenkontraktion unterstitzt wird (BORG TK undGLFIELD JB 1981).

Nach einem Myokardinfarkt kommt es zum Abbau der MECwas langfristig zur
Wandverdinnung, Ventrikeldilatation oder sogar Ruptles Ventrikels fihren kann.
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Vermutlich wird der Abbau der ECM durch endogenet®asen verursacht. Bei Ratten wurde
nach Myokardinfarkt ein erhohter Kollagenabbaudestellt, der in Verbindung mit erhdhter
Proteinaseaktivitat zu stehen schien (TAKAHASHI BBARRY C, FACTOR SM 1990).
Tatsachlich sind nach Myokardinfarkt aktivierte MM der Lage das Kollagennetzwerk der
ECM abzubauen. Damit haben Entziindungszellen diglibkikeit einzuwandern und
nekrotische Kardiomyozyten zu phagozytieren (FRANGENNIS NG et al. 2002). Zudem
ermdglichen einwandernde Entzindungszellen die eweit Freisetzung von MMPs
(LINDSEY M et al. 2001).

Bei Myokardinfarktversuchen mit MMP-2 und MMP-9 Kelmut-Mausen wurde festgestellt,
dass diese beiden Proteasen wesentlich zum Remgd®itragen. Zum einen konnte die
Anzahl der Ventrikelrupturen nach permanenter lLigater LAD verringert werden. Zum
anderen wanderten nach Myokardinfarkt weniger Erdmiigszellen ein. Des Weiteren zeigte
sich ein verringerter Kollagenabbau sowie eine hiesmigte Angiogenese (DUCHARME A
et al. 2000; HAYASHIDANI S 2003; LINDSEY ML 2005).

Aktive MMP-9 tritt 24 Stunden nach Myokardinfarkifaerreicht nach vier Tagen einen Peak
und verringert sich dann allmahlich. Sie wird vbem von einwandernden Neutrophilen und
Makrophagen sezerniert (LINDSEY M et al. 2001; T&Cet al. 2003). MMP-2 wird von
Makrophagen, Fibroblasten und Myozyten freiges&@as Maximum an aktiver MMP-2 wird
sieben Tage nach Myokardinfarkt erreicht (TAO Ale2003).

MMPs bilden eine Gruppe, die mehr als 25 verscmed&ink-abhangige Proteasen
beinhaltet. Diese sind einerseits an wichtigen hygischen Prozessen, wie
Knochenentwicklung (ORTEGA N et al. 2003; ORTEGA dll al. 2004), Wundheilung
(STEFFENSEN B et al. 2001), ovarieller Zyklus (GQUBN S und SHALEV E 2003) und
Reproduktion (NARDO LG et al. 2003) beteiligt. Amdeseits haben MMPs einen Anteil an
pathologischen Vorgédngen, wie Tumorwachstum, Emuaig und Herz-Kreislauf-
Erkrankungen.

MMPs werden im Myokard von Kardiomyozyten, Fibrddtén, glatten Muskelzellen,
Endothelzellen und Makrophagen exprimiert. Sie l@nmrmabhéngig von Struktur und
Spezifitat in funf Klassen eingeteilt werden: Kgégasen, Gelatinasen, Stromelysine,
Matrilysine und Membrangebundene (MT-) MMPs (VISSENnd NAGASE H 1992).

Die erstgenannten vier Klassen werden als inakfiy@ogene gebildet und als sogenannte
Pro-MMPs in den extrazellularen Raum sezerniert,sweospezifisch an Proteine der ECM
binden. Sie kdnnen bis zu dem Zeitpunkt keine emigohe Aktivitat ausbilden, an dem die
Propeptid-Doméane abgespalten wird. Ursache flrediégtente Stadium ist die - durch die
Propeptid und Cystein-Zink-Bindung verdeckte - ematisch wirksame Doméne. Durch
Abspaltung des Propeptids, auch als Cystein-Svinézeichnet, wird die Zink-Bindungsstelle
des enzymatisch aktiven Anteils freigelegt (NAGABEet al. 2006). Die Abspaltung der
Propeptid-Doméne kann durch Plasmin, MT-MMPs, SBErioteasen, Trypsin, Chymotrypsin
bzw. andere aktive MMPs erfolgen (SPERTI G et 892t NAGASE H und WOESSNER JF
1999; NAGASE H et al. 2005).

Anders als die sezernierten MMPs sind MT-MMPs aksgbald sie in die Zellmembran
integriert sind. Die Propeptid-Doméane wird nichgabpalten, sondern dient zur Aktivierung
von sezernierten MMPs und zur Bindung von ,tissohikitors of metalloproteinases”
(TIMPs) (CAO J et al. 1998).
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TIMPs sind endogene gewebseigene Hemmer von MMBsgiden exzessiven Abbau der
ECM durch MMPs verhindern. Sie blockieren den Zygan den spezifischen Anteilen der
ECM, indem sie im Verhaltnis 1:1 an die aktivietemane der MMPs binden (BREW K et
al. 2000).

Nach einem Myokardinfarkt kommt es zum selektivasfal der TIMP-Aktivitat verbunden
mit einem Anstieg der MMP-9-Aktivitat (LI YY et all998; BRADHAM WS et al. 2002).
Aus der ausgeglichenen Balance zwischen MMPs udP$I entsteht eine Tendenz zu
erhohter proteolytischer Einwirkung und verstarktétf€M-Abbau. Dieses myokardiale
Remodeling fordert neben einer moglichen RupturDiiatation des linken Ventrikels und
fuhrt zu Funktionseinschrankungen des Herzens (ZX@t al. 2004).

Die MMP-Transkription kann durch eine Vielzahl ploysgischer Signale, wie Zytokine,
matrizellulare Faktoren, Wachstumsfaktoren oder €Dtnodifiziert werden (RIES C und
PETRIDES PE 1995; LI YY et al. 2000).

Die Stimulation der MMP-Produktion in Fibroblastést eine besondere Fahigkeit von
CD147 (LIR et al. 2001; Kataoka H et al. 1993).

Tumorzellen exprimieren CD147 in einem héheren AafSrals normale Zellen. Es hat den
Anschein, dass CD147 durch Stimulation der MMP-Bktidn von benachbarten
Fibroblasten das Tumorwachstum férdert (BISWAS @lel995). Dabei scheint CD147 die
MMP-Produktion zu induzieren, indem es an ein wegeCD147 in der Zellwand der
Zielzelle bindet (SUN J und HEMLER ME 2001). Dierarellulare Signalkaskade erfolgt
Uber die ,mitogen-activated protein kinase“ (MAPHAI WC et al. 2003; YANG Y et al.
2008).

Eine basale CD147-Expression ist im Myokard vorlesmavobei es sich auf dem Sarkolemm
der Kardiomyozyten befindet (Ergebnisse der eigefeitsgruppe). Nach Myokardinfarkt
erhoht sich die CD147-Expression (SCHMIDT R et2006; SPINALE FG et al. 2000).
Dabei korreliert der Anstieg der CD147-Expressiah Blonozyten mit der Erhéhung der
MMP-9-Aktivitat im Plasma sowie der MT1-MMP-Aktidt (SCHMIDT R et al. 2006).
Vermutlich wird die MMP-Expression Uber CD147-CDiteraktionen induziert
(SPINALE FG et al. 2000; SCHMIDT R et al. 2006). d&m ist bekannt, dass eine
persisitierende Uberexpression von CD147 im Myokagdmehrt aktive MMPs hervorruft,
die Fibrose und verstarkte Remodelingvorgéange iietdez (ZAVADZKAS JA et al. 2008).

2.2.2.3. Signalrezeptor fiur extrazellulares Cyclahilin A

Es wird vermutet, dass die Cyclophiline A und B 8yund -B) an inflammatorischen
Prozessen beteiligt sind, da ihre Werte in untdrs®uime Serum bei einer Sepsis bzw.
untersuchter Synovia bei rheumatoider Arthritis ofit der Schwere der entsprechenden
Krankheit korrelieren (BILLICH A et al. 1997; TEGHR | et al. 1997).

CypA st ein ubiquitar vorkommendes Immunophilint nginem Molekulargewicht von
18kDa.

CypA besitzt eine cis-trans-lsomerase-Aktivitde dur Proteinfaltung dient.

Es befindet sich intrazellular, kann aber als Amtwauf bestimmte Entzindungsstimuli
freigesetzt werden. Im Extrazellularraum wirkt éemotaktisch gegenuber neutrophilen und
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eosinophilen Granulozyten. Dabei férdert CypA nidbir die Einwanderung dieser Zellen
sondern auch die Degranulation von Eosinophileres&i Prozess fuhrt zur Freisetzung
spezifischer Proteine, wie Peroxidasen im geschémligreal. Da CypA ubiquitédr vorhanden
ist, sind verschiedene Gewebe in der Lage, aufdarhader Entziindungsreize zu reagieren,
indem CypA freigesetzt wird, welches die Migratimn Leukozyten fordert.

Durch Bindung an das Immunsuppressivum Cyclospkaim die chemotaktische Aktivitat
von CypA gehemmt werden (XU Q et al. 1992; GALATLA93; JIN ZG et al. 2000).
Voraussetzung fir die chemotaktische Aktivitat W@yclophilinen ist ein Rezeptor auf den
Zielzellen. Bereits 2001 konnte CD147 in Verbindungt Heparansulfatproteoglykan
(HSPG) als Zielrezeptor fur Cyclophilin B identigzt werden, wodurch Chemotaxis
gegenuber neutrophilen Granulozyten und T-Lymphazygusgetbt wird (YURCHENKO V
et al. 2001; DE CEUNINCK F et al. 2003).

CypA wirkt ebenfalls Uber CD147-HSPG-Interaktionfnfgrund der &hnlichen Struktur von
CypA und B kann CD147 fur beide als Rezeptor irgEriommen.

Anscheinend dienen die HSPGs als primére Binduelisstfir CypA und B und stimulieren
die Interaktion zwischen Cyclophilin und CD147. Baist die Rotamase-Aktivitat von CypA
entscheidend fir die Wechselwirkung mit CD147. (\CHENKO V et al. 2002).

Es existiert eine Hypothese Uber die Art und WeliseInteraktion zwischen CD147, HSPG
und CypA: CD147 wird mittels Golgi-Apparat zur Zddkerflache transportiert. Intrazellulares
Cyclophilin 60 kann —im Gegensatz zu CypA- ins Galgmen eindringen. Dort reagiert es
mit Prolin 211, einem Anteil von CD147 zwischenngmembranarer und extrazellularer
Domane. Cyclophiline sind also beteiligt an derla®rflachenintegration von CD147.
Extrazellulares CypA reagiert Uber HSPGs mit Prdl@0 der extrazellularen Doméne von
CD147 (siehe Abb.2) (YURCHENKO V et al. 2002; YURENKO V et al. 2005;
PUSHKARSKY T et al. 2005).
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Abb.2: Interaktionen zwischen CD147, HSPG und CypA
CypA - Cyclophilin A;HSPG — Heparansulfatproteoglykan; Cyp60 — Cyclapl@0
(aus Yurchenko V et al. 2005)

Es wird vermutet, dass die Interaktion von CypA @id147 tber Aktivierung des MAPK-

Signalwegs zu vermehrtem Zellwachstum (LI M e8l06, YANG F et al. 2008), verstarkter
MMP-Produktion (YANG Y et al. 2008; SATOH K et aP009) und Aktivierung und

Chemotaxis der Zellen (YANG F et al. 2008; SATOR#al. 2009) fuhren kann.

2.2.3. CD147-Knockout-Mause

Wie bereits erwéhnt, ist CD147 an einer Vielzahlygilogischer Vorgange, wie
Reproduktion oder auch Entwicklung des Immun- umividnsystems beteiligt. Zudem wird
CD147 in einer Vielzahl der Gewebe exprimiert (NAKKM et al. 2006; Ergebnisse der
eigenen Arbeitsgruppe). Somit misste eine CD147z@eiz erhebliche Konsequenzen fur
die Funktion bestimmter Organsysteme bedeuten.

Die offizielle Bezeichnung der CD147-Knockout-Mausitet Bsd‘ (Basigin-Knockout-
Maus). Diese Mause werden im Folgenden als CDl@zeichnet, um in der vorliegenden
Arbeit eine einheitliche Formulierung zu gewahtiems

Die Charakterisierung von CD147-Knockout-Mausen {80 zeigt, welch vielfaltige Rolle
CD147 in der Entwicklung und Physiologie eines lvbsens spielt (siehe Abb.3).
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Eine entscheidende Bedeutung hat CD147 in der firiimabryogenese. In CD14Mausen
konnte mittels verschiedener Proteinbestimmungsodetth keinerlei CD147-Expression in
Hoden- und Uterusgewebe nachgewiesen werden. Dagsgéen entsprechenden Wildtyp
eine deutliche Expression von CD147 in Leydig- uddrtolizellen sowie Nebenhoden
erkennbar (IGAKURA T et al. 1998; SAXENA DK et 2002; NAKAI M et al. 2006).
CD147" Mause sind auRerordentlich schwierig zu zichteneith GroRteil der CD147
Embryos noch vor Implantation abstirbt. Bei eineetehozygoten Elternpaar (CDI47x
CD147") betragt der Anteil der CD147 Blastozysten ein Viertel der gesamten
Blastozystenanzahl. Dies entspricht der MendelscH&paltungsregel, wonach aus
heterozygoten Eltern die Merkmale genotypisch inthé#nis 1:2:1 aufgespalten werden,
wobei 50% homozygote und 50% heterozygote Individuntstehen. Die CD147
Blastozysten weisen keine morphologischen Veramggnu auf und entwickeln sich bis zur
Implantation vollig normal. Jedoch stirbt ein GraiRtder Blastozysten in dem Zeitraum der
Implantation ab Tag 4,5 ab. Somit stellt die Impddion ein kritisches Stadium dar. Einmal
implantierte CD147 Embryos haben danach eine véllig unauffilige embale
Entwicklung.

CD147 scheint an diesem Vorgang insofern beteiligt sein, als dass genau im
Implantationszeitraum vermehrt CD147-mRNA auf denteriagierenden Geweben
Trophoektoderm und uterines Endometrium nachgewieseerden kann. Der
Funktionsmechanismus von CD147 in diesem Prozesst&ddisher noch nicht detailliert
geklart werden (IGAKURA T et al. 1998).

Geborene CD147Mause haben ein geringeres Kérpergewicht als ihnefy¥schwister, sind
lebensschwach und anféllig fur Infektionen, insimetewe flir Pneumonien (IGAKURA T et
al. 1998).

Weibliche CD147 Mause zeigen einen unauffalligen Sexualzyklus, jolygisches
Fortpflanzungsverhalten und eine ungestérte OvarigKuno et al. 1998).

Obwohl die Hoden von CD147 Mausen morphologisch unauffallig erscheinen, sind
mannliche CD147 Mause infertil. Es sind keine Anomalitaten im Homhaushalt
festzustellen. Jedoch ist die Anzahl der Spermatideden Hoden stark verringert, wahrend
primare Spermatozyten reichlich vorhanden sindkdsite nachgewiesen werden, dass sich
die Keimzellen zunachst normal entwickeln und iDiEferenzierung in der Metaphase der
ersten Meiose stoppt (IGAKURA T et al. 1998). lesbm Stadium der Entwicklung werden
die Keimzellen zum gro3ten Teil nekrotisch und imzelnen Féllen apoptotisch. Nach ihrer
Degeneration akkumulieren sie in den Lumen der Tubeminiferi. Zudem bendtigen
CD147"Méuse fiir jede Entwicklungsstufe der Keimzellen nigit als CD147 Mause. Da
der Androgenhaushalt in CDI4Mé&usen unauffallig ist, wirkt sich die CD147-Deéiniz
sowohl auf die Entwicklungsgeschwindigkeit als auebf die Differenzierung von
Spermatozyten aus (TOYAMA Y et al. 1999).

Aufgrund des immunhistochemischen Nachweises vori4ZDan Teilen der Blut-Hirn-
Schranke kann eine Beteiligung von CD147 an dererktion nicht ausgeschlossen werden.
Allerdings konnte kein signifikanter Defekt in dBtut-Hirn-Schranke von CD14Mausen
entdeckt werden (IGAKURA T et al. 1996).

CD147" Mause zeigen insofern Verhaltensauffalligkeitels, dass sie Defizite im Lernen
sowie in der Gedachtnisleistung aufweisen und wenigensitiv auf irritierende Reize



SCHRIFTTUM

reagieren (IGAKURA T et al. 1996). Diese Abnormetdtkénnten mit dem CD147-Knockout
in Verbindung stehen, da CD147 stark im LimbiscBgstem, Hippocampus, Hypothalamus,
Amygdala, Thalamus und weiteren Arealen des ZNS3iex@rt wird (FAN QW et al. 1998).
Neben diesen neurologischen Auffalligkeiten sindchauAbnormitaten des visuellen
Verhaltens erkennbar. CD14Mause bendtigen einen langeren Zeitraum, bevoeisien
dunklen Raum betreten (NARUHASHI K et al. 1997).

Mit elektrophysiologischen Tests gelang es HORlknachzuweisen, dass diese Mause
schon nach wenigen Wochen ihr Sehvermoégen verligh€@RI K et al. 2000). Ursachlich
daflr konnte die CD147-Defizienz in der Retina sala CD147 in Wildtypmausen auf
Muller-Zellen, Retinaepithel, retinalem Kapillarendel und auf den inneren Segmenten der
Photorezeptorzellen stark exprimiert wird (PHILP 8bJal. 2002; OCHRIETOR JD et al.
2001). Auch die Retina junger CDI4®ause erscheint zunachst morphologisch unauffallig.
Allerdings degenerieren die Photorezeptorzellen zuiiehmendem Alter und sind nach 43
Wochen nahezu verschwunden (HORI K et al. 2000.flihen Auffalligkeiten der CD147
Mause in elektrophysiologischen Tests - obwohlResnaepithel zu diesen Zeitpunken noch
morphologisch unauffallig erscheint - lassen darsciflieRen, dass schon im Alter von
wenigen Wochen Veranderungen im lonenhaushalt drwle beim Verlust des
Sehvermdégens spielen.

MCTs, die fur die Ein- und Ausfuhr von Monocarbcatg@n wie Laktat verantwortlich sind,
bendtigen CD147 fiir ihre ZelloberflachenexpressionCD147" Mausen ist die Expression
von MCT1 und 3 im retinalen Epithel und MCT4 im reden Epithel vermindert. Somit kann
der Laktattransport in der Retina nicht durchgefiterden. Ein physiologischer Austausch
von Laktat zwischen Photorezeptorzellen und Mlelien ist jedoch erforderlich, um die
retinale Funktion aufrecht zu erhalten. Miller-2ell nutzen die Glykolyse zur
Energiegewinnung, wodurch sich Laktat anhauft. @esird durch MCTs zu benachbarten
Photorezeptorzellen transportiert, die Laktat zurdativen Phosphorylierung bendtigen.
Durch eine CD147-Defizienz kbnnen die MCTs nichthman die Zelloberflache befordert
werden. Dadurch gerat die metabolische Homoostasesclzen Miuller- und
Photorezeptorzellen aus dem Gleichgewicht und dietdPezeptorzellen degenerieren.
(PHILP NJ et al. 2002).
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Abb. 3: Abnormitaten der CD147 Maus

2.2.4. CD147 in verschiedenen Krankheitsprozessen

2.2.4.1. CD147 in Tumorgeweben

CD147 wurde erstmals vor Uber 20 Jahren auf derfldbbe von Tumorzellen entdeckt. Da
es die Produktion von MMPs in benachbarten Fibsibla induziert, bekam es die
Bezeichnung ,tumor cell-derived collagenase stiauiafactor* TCSF (BISWAS C et al.
1987).

Inzwischen gibt es zahlreiche Studien, die darledgess die Malignitat des Tumors mit dem
Grad der CD147-Expression auf den Tumorzellen irbMelung steht (DAVIDSON B et al.
2003; ROSENTHAL EL et al. 2003; JIN JS et al. 200BENG HC et al. 2006; TSAI WC et
al. 2007). Dabei scheint das Ausmal} des CD147-Vonkens unabhéngig von Alter und
Geschlecht des Patienten sowie etwaiger Metastddendy zu sein, sondern mit Grol3e des
Tumors und klinischem Stadium des Patienten zwekeren (HUANG Z et al. 2009). Zudem
besteht ein positiver Zusammenhang zwischen CDX4reSsion und dem Vorkommen von
MMP2, MMP9 und VEGF auf Tumoren (TANG Y et al. 200BHENG HC et al. 2006).
Darlber hinaus gelang es experimentell vielfackcllu®abe von CD147-Antikérpern, das



SCHRIFTTUM

Tumorwachstum sowie Angiogenese und Metastasemigldu minimieren (TANG Y 2005;
DEAN NR 2009; VOIGT H 2009).

Es wird vermutet, dass die Induktion der MMP-Praduk tiber die Signaltransduktionswege
der MAP-Kinasen ERKY2 und p38 ablauft. MAP-Kinas&nAP, engl. mitogen-activated
protein) werden durch Phosphorylierung aktivierd ugelangen in den Zellkern, wo sie
Transkriptionsfaktoren phosphorylieren und somg diranskription bestimmter Zielgene
regulieren. In ovariellen Karzinomen ist ein Zusaemmang zwischen Expression und
Aktivitdt von MMPs und MAP-Kinasen erkennbar. MMP1MMP2- und MMP9-
Expressionen korrelierten mit der CD147-Expressiowie der ERK-Aktivitat (DAVIDSON

B et al. 2003). In Lungentumorzellen ist ein Zusanhmang zwischen CD147-abhangiger
MMP1-Produktion und p38-Aktivitdt nachweisbar (LIM et al. 1998).

Eine deutliche CD147-Uberexpression in verschiedeh@morzellen wurde in zahlreichen
Studien nachgewiesen (JIN JS et al. 2006; ROSENTHALlet al. 2003). CD147 fordert die
MMP-Produktion durch benachbarte Fibroblasten. &eageschieht vermutlich durch CD147-
CD147-Interaktionen. Die MMPs sorgen fur einen téiden Abbau der Extrazelluléaren
Matrix, so dass das Tumorwachstum ungehindertdorésten und Metastasen sich besser
einnisten kdnnen (KATAOKA H et al. 1993; BISWAS Cat. 1995; SUN J et al. 2001).
TANG vermutet, dass CD147 uber einen positiven BaekiMechanismus die eigene
Produktion in Tumorzellen anregt (siehe Abb.4). deieTheorie konnte en vitro auch
bestatigen. Demnach stimuliert CD147 zunachst @nee direkte CD147-Interaktion die
MMP-Produktion auf benachbarten Fibroblasten. Dysobteolytische Aktivitdt der MMPs
wird das transmembranér lokalisierte CD147 in éistiche Form umgewandelt, indem der
intrazellulare Carboxylterminus abgespalten wirdsbsliche CD147 regt sowohl die MMP-
als auch die CD147-Produktion in Fibroblasten amch die Loslichkeit des Proteins ist die
Stimulation nicht nur in direkter Tumorumgebung @gemm auch von dieser entfernt moglich.
Somit wird das Tumorwachstum zusétzlich gefordeANG Y 2004).
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Abb.4: Auf Tumorzellen exprimiertes CD147 regt Uber einen positiven Feedback-
Mechanismus die eigene Bildung an.

Zunachst wird Uber eine CD147-CD147-Bindung die MPRiBduktion in benachbarten
Fibroblasten induziert. Dieses erfolgt vermutlichetl den Signaltransduktionsweg der
MAPK. Sezernierte MMPs spalten den Carboxyltermimos CD147 ab, wodurch dieses in
eine l6sliche Form umgewandelt wird. Aufgrund dessé sowohl die Anregung der MMP-,
als auch der CD147-Bildung in weiter entfernten i&&m mdoglich. Die verstarkte
Freisetzung von MMPs sorgt fur einen vermehrten aAbExtrazellularer Matrix, wodurch
weiteres Tumorwachstum ermaglicht wird.

MAPK — mitogen-activated protein kinase; MMP — matnetalloproteinase

(modifiziert nach TANG Y et al. 2005)

Weiterhin konnten in humanen Brustkrebszellen Katienen zwischen der CD147-
Expression und der Produktion von ,vascular endoginewth factor, VEGF, festgestellt
werden. Dabei induziert eine CD147-Uberexpressimhaine vermehrte Transkription von
VEGF-mRNA. Die Expression von VEGF wird vermutliclurch einen MMP-abhangigen
Signalweg vollzogen und inhibiert, sobald CD147-®ikéit oder MMPs gehemmt werden.
Diese Ergebnisse sind audh vivo anhand beschleunigten Tumorwachstums und -
angiogenese sichtbar (TANG Y et al. 2005). Zuléthnte dagegen in einem Melanom-
Modell durch CD147 beschleunigte MMP-unabhangigg@ifgenese und Metastasenbildung
nachgewiesen werden (VOIGT H et al. 2009).
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Des Weiteren konnte in Pankreastumorzellen einéheéehExpression von CD147 und CypA
festgestellt werden. Wird zuséatzlich exogenes Cypaugegeben, wird die Proliferation der
Tumorzellen abh&ngig von der Menge des zugegeb€gpA stimuliert. Vermutlich ist der
Signalweg CD147-abhéngig, da dieses Resultat absbleeenn CD147 durch einen
Antikdrper gehemmt wird (LI M et al. 2005).

CD147 und MCTs sind an der Tumorzelloberflache zetrreebeneinander lokalisiert, wobei
die Expression von MCT abhangig ist von CD147 (KIRKet al. 2000; PINHEIRO C et al.
2009). In Tumorzellgewebe wird infolge schnellerderoliferation ein erhohter
Zellstoffwechsel bendtigt. Zudem wird die Umgebutes Tumors zunehmend hypoxisch.
Durch vermehrt einsetzende Glykolyse zur Energmtstellung, steigt die intrazellulare
Laktatkonzentration an. Daneben wird durch die Bypaler ,hypoxia inducible factor HIF-
1 hochreguliert, der zu einer erh6hten Transkriptumm MCTs fuhrt. Zudem wird die
Produktion von VEGF angeregt, welches die Angiogenaduziert (MOELLER LC et al.
2005; SEMENZA G 2000). Die MCTs transportieren laakih den Extrazellularraum rund
um die Tumorzellen. Das extrazellulare Laktat imdvibdie zytotoxische T-Zellfunktion, so
dass der Tumor ungehemmt weiter wachsen kann (8ieb&) (FISCHER K et al. 2007).

Tumorzelle

Hypoxie

Laktat Laktat T-Zellen

" Glykalyse
Laktat

Laktat

CD147-MCT-
Komplex

Abb.5: Die CD147-abhéangige MCT-Expression auf der @lmembran ermoglicht den
Abtransport intrazellularen Laktats.

Durch hypoxische Zustande betreiben Tumorzellenrmeért Glykolyse, was in einer
erhohten intrazellularen Laktatansammlung restlti@ndem induziert die Hypoxie HIF-1
welcher die Transkription von MCTs und damit aued Ausschleusung von Laktat aus der
Zelle anregt. Die Ansammlung extrazellularen Laktaehrt zytotoxische T-Zellen ab.

HIF — hypoxia inducible factor; MCT — Monocarboxylat-Transporter

(modifiziert nach IANOCO KT et al. 2007)
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2.2.4.2. CD147 bei ischdmischen Zustanden

Ischédmische Zustdnde sind durch eine Hypoxie gela@anet, die im Herzen bei einem
Myokardinfarkt bzw. im Gehirn beim Schlaganfall geht. Durch den langer andauernden
Sauerstoffmangel missen die Zellen Glykolyse detreium ihren Energiebedarf zu decken.
Die Konsequenz ist eine intrazellulare Ansammlumg \Laktat, welches mittels CD147-
abhangiger MCTs aus den Zellen transportiert werdamss (KIRK P 2000). Unter
hypoxischen Bedingungen sind CD147- und MCT-Expoeen im Gehirn vermehrt
(ZHANG F et al. 2005).

Zudem dient CD147 als Signalrezeptor fur extratias CypA (YURCHENKO V et al.
2001). Durch eine Uberexpression von CypA kénnemoreale Zellkulturen vor oxidativen
Schaden geschutzt werden. Bisher konnte dieser @ybdingige neuroprotektive
Mechanismus noch nicht charakterisiert werden (BOSLS et al. 2007). Auch im Herzen
wird CypA nach Hypoxie von den Myozyten sezerni®ies konnten SEKO et .ain vitro
nachweisen (SEKO Y et al. 2004). In der eigenen eAsgruppe konnte ebenfalls
extrazellulares CypA im murinen Myokard nach Myakafarkt immunhistochemisch
dargestellt werden.

Des Weiteren wird CD147-abhéngig die Produktion WdiMPs nach Myokardinfarkt
induziert (SCHMIDT R et al. 2006). Insbesondere MMihd 9 fihren nach Myokardinfarkt
zum Abbau der Extrazellularen Matrix und somit zwmrstarkten Remodeling. Diese
Wirkung konnte anhand zahlreicher Studien mit MMBger MMP9-defizienten Mausen
bestatigt werden. Diese Knockout-Mause zeigen nadyokardinfarkt geringere
Remodelingvorgange, eine verringerte Anzahl einwamdler Entzindungszellen sowie
teilweise geringere InfarktgrofRen und schnellergiggenese (DUCHARME A et al. 2000;
ROMANIC AM et al. 2002; MATSUMURA S et al. 2005; NDSEY ML et al. 2006). Auch
nach zerebraler Ischdmie ist ein Zusammenhang Bkems€D147- und MMP-Aktivitat sowie
Remodelingprozessen in Cortex und Basalganglierenatar. Der Grad der CD147-
Expression korreliert mit der MMP9-Aktivitéat naclokller zerebraler Ischamie. MMP9
fordert den Abbau der Extrazellularen Matrix, waseiner Impermeabilitat der Blut-Hirn-
Schranke und folglich zu Odemen und Hamorrhagidweiii kann (FUJIMURA M et al.
1999; ROSENBERG GA et al. 2001; BURGGRAF D et D%, ZHU W et al. 2008).

Bei renaler Ischamie und Reperfusion sorgt ein CBHdockout flr eine verringerte
Einwanderung neutrophiler Granulozyten und zu genirausgepragten Nierenschadigungen.
KATO et al. konnten zeigen, dass CD147 auf der {THre von neutrophilen Granulozyten
als Ligand fur E-Selektin dient und somit die Eimdarung dieser Zellen in das
Entztindungsgebiet induziert. Folglich fiihrt die Riehz von CD147 in CD14Mausen zu
einer verminderten Migration der Entziindungsze{leATO N et al. 2009).
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2.2.4.3. CD147 bei Morbus Alzheimer

Alzheimer ist eine neurodegenerative Erkrankung it Verhaltensauffalligkeiten und
Abnahme der kognitiven Leistungsfahigkeit einhetgeRPathognomonisch fur diese
Erkrankung sind aus Beta-Amyloid (APeptiden gebildete Plaques und Neurofibriller, di
sich im Gehirn der Patienten ansammeln. Das Velprotein des A-Peptids ist ein
transmembranales Protein, welches von bestimmtezyrkgn, so genannten Sekretasen
gespalten werden kann.

CD147 wurde als regulatorischer Bestandteil d&ekretasen-Komplexes identifiziert. Bei
diesem Vorgang wird das Vorlauferprotein zunaclost ger -Sekretase und danach von der
-Sekretase in der Transmembrandomane gespaltenzwagreisetzung des APeptids
fuhrt. Wahrend eine CD147-Uberexpression keine vegleen Auswirkungen auf die
Entstehung des APeptids hat, fuhrt eine Defizienz von CD147 zweeifteigerung der A
Peptid-Produktion. Dabei bleiben die jeweiligen Eegsionen der anderenSekretase-
Anteile unverandert. Somit reguliert CD147 durcmea bisher noch nicht geklarten
Mechanismus die Produktion von Aeptiden und kann eine verstarkte Ausbildung von
Amyloid-Plaques verhindern (ZHOU S et al. 2004).

In einem Alzheimer-Mausmodell, in dem eine Ubereggion des Vorlauferproteins vom
A -Peptid stattfindet, kbnnen ahnliche Verhaltensdligkeiten festgestellt werden wie in
CD147" Mausen. Es fallen deutliche Defizite in der Gedaiséistung und im raumlichen
Denken auf. Dabei gehen die VerhaltensabnormitdegnEntstehung von Amyloidplaques
zeitlich voraus, jedoch konnten Zusammenhénge hersgathologischen Verénderungen
und Defiziten in der neurophysiologischen Leistdaggkeit festgestellt werden. Dabei
scheint selbst losliches APeptid nachteilige Einflisse auf das neuronaldeByszu haben,
bevor sichtbare pathologische Erscheinungen in Feon Amyloid-Plaques auftreten
(RICHARDSON JC et al. 2003).

2.3.  Zum Immunophilin Cyclophilin A

2.3.1. Allgemeines

Cyclophilin A (CypA) ist ein ubiquitdr vorkommendesmmunophilin mit einem

Molekulargewicht von 18kDa.

Es wurde aufgrund seiner starken Affinitdt zu demmbunsuppressivum Cyclosporin A
bekannt (HANDSCHUMACHER RE et al. 1984). CyclophilA und Cyclosporin bilden

einen Komplex, der durch Inhibierung von Calcineutie T-Zellfunktion und Induktion von
Zytokinen blockiert (LIU J et al. 1992).

CypA befindet sich intrazellular, kann aber infolgeflammatorischer Stimuli in den
extrazellularen Raum sezerniert werden (JIN ZG ket 2000). Dort dient es als
Chemoattraktant gegentiber Monozyten, T-Zellen somesitrophilen und eosinophilen
Granulozyten (JIN ZG et al. 2000; SHERRY B et &92; XU Q et al. 1992).
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Weitere Studien legen dar, dass CypA eine heraesdeg Rolle im Verlauf vaskularer
Erkrankungen, insbesondere bei der Atherosklerpsglt.s Demnach aktiviert sezerniertes
CypA ERK1/2 (,extracellular signal-regulated kingsewelche Uber eine erhthte DNA-
Synthese die Proliferation glatter Muskelzellerd&it und vor Zellapoptose schiitzt (JIN ZG
2000).

In zahlreichen in vivo Modellen konnte gezeigt werden, dass die Migratioon
Entzindungszellen in Inflammationsgebiete sowie &#gtingvorgange nach lokaler
Ischéamie durch CypA gefdrdert werden (SATOH K et28l09; SATOH K et al. 2008; ZHU
C et al. 2007; JIN ZG et al. 2000). Zudem konntenHatienten mit Sepsis oder rheumatoider
Arthritis erh6hte Werte von CypA im Blutplasma fgsstellt werden (BILLICH A et al.1997;
TEGEDER | et al. 1997). Diese genannten Publikatostiitzen die Hypothese, dass Cyp A
an der Pathogenese verschiedener inflammatorigockesinkungen beteiligt ist.

2.3.2. CypA-Knockout-Mause

Die offizielle Bezeichnung fir diesen Mausstammtéaul29.Cg-Ppid*"*7J. Daneben
werden homozygot defiziente CypA-Mause (CypAauch als Ppia bezeichnet, da ihnen
Ppia, das Gen welches Cyclophilin A encodiert,tfehl

Der genetische Hintergrund dieses Mausstammesrbasit einer Kombination von MF1
sowie 129S6/SvEv.

CypA’Mause sind lebensfahig und zeigen keine Verhaltéfidlgkeiten. COLGAN et al.
schlieBen daraus, dass CypA fur Saugetiere nigenésll ist (COLGAN J et al. 2004).
Homozygot defiziente Mause haben eine eingescheariképroduktionsfahigkeit. Die
Wourfgrél3e bei diesen Elterntieren ist um ein Viereeluziert.

Ein Drittel der CypA"Méause entwickeln im Alter von drei Monaten spongime Blepharitis,
die histologisch durch Infiltrate von mononukle@rgellen, Mastzellen und eosinophilen
Granulozyten gekennzeichnet ist. Die Blepharitisirkamit Infiltraten von eosinophilen
Granulozyten in Pankreas, Leber und Herz vergeselftet sein (COLGAN J et al. 2004).
Zudem ist bei CypAMausen ein verstarktes Auftreten von Splenomegalieteobachten
(COLGAN J et al. 2004).

Die homozygot defizienten Méause besitzen nebenr ainauffalligen T-Zell-Entwicklung
eine erhohte Anzahl CD4 und CD8 positiver T-Zell&éadem konnten erhdohte Serumlevel
der Immunglobuline 1gG1 sowie IgE festgestellt eear (COLGAN J et al. 2004).

Nach Behandlung mit Cyclosporin A in physiologiseflevanten Dosen konnte bei CypA
Mausen keine Immunsuppression festgestellt wer@&LGAN J et al. 2005).
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2.4. Zur Eignung der Maus fur das VersuchsmodeMyokardinfarkt

Fur Myokardinfarktversuche wurden lange Zeit vogigriHunde genutzt. Aus Kostengriinden
und infolge gesellschaftlichen Drucks wurden Humtlgch Schweine ersetzt. Diese sind
jedoch schwierig im Handling. Zudem ist das Venh&ltHerzgrof3e zu Korpergewicht nur
dann mit dem des Menschen vergleichbar, wenn disv&aoe ein Kérpergewicht von 25-30
Kilogramm aufweisen. Neben Schweinen werden aueméte Sdugetiere, wie Ratten und
Kaninchen fur Myokardinfarkte genutzt. Letztere dem mit dem Einsetzen der Entwicklung
transgener Mause von diesen in vielen Fallen alsuéhstier abgelost. Das Mausgenom ist
ausfuhrlich charakterisiert und kann leicht mangrtilwerden. Weitere Vorteile von Mausen
als Versuchstiere sind geringer Platzanspruch,ekiiragezeiten, Grol3e der Wirfe, leichtes
Handling sowie geringer Kostenaufwand fur Haltumgl ieErnahrung der Tiere (WEBB S et
al. 1996; VERDOUW PD et al. 1998; TARNAVSKI O et 2D03).

Dabei ist die wichtigste Voraussetzung, dass kaedikuldre Zustédnde von der Maus auf den
Menschen ubertragbar sind. Hierbei missen Moglithikeund Grenzen der Mausmodelle
erkannt werden, um wissenschaftliche Ergebnissgigimterpretieren zu kdnnen.

Anatomisch besitzen die Herzen von Mensch und MausAufbau der Ventrikel viele
Gemeinsamkeiten. Differenzen sind beim Austritt lelmonarvene vorhanden: bei der Maus
existiert nur ein einzelner Austritt (\WEBB S et 2996).

Der Verlauf der Koronararterien ist bei Mensch Whalus sehr &hnlich. Allerdings konnte bei
der C57BI/6J Maus ein einzelnes Koronargefald aeigeaverden, welches das Septum
versorgt. Es geht entweder direkt von der rechiensRlappe aus oder ist ein Ast der rechten
Koronararterie (KUMAR D et al. 2005).

Ein weiterer Unterschied zwischen dem Herzen desskleen und dem der Maus ist im
Erregungsleitungssystem aufzufinden: Der Sinusknder Maus befindet sich an der Vena
cava superior, beim Menschen dagegen in der Voateivwerdickung des rechten Herzohrs
(LEV M und THAEMERT J 1973).

Des Weiteren variiert das Herzgewicht zwischen dmzelnen Mauslinien. Dabei existiert
ein Herz-Koérpergewicht-Verhaltnis von 5 bis 6mg/grigergewicht bei der Maus und 5g/kg
Korpergewicht beim Menschen (GOTTSHALL KR et al7I%.

Herzen kleinerer Saugetiere haben hoéhere energetisaforderungen. Das spiegelt auch der
Mitochondriengehalt im Myokard wieder. Dieser bgtr88% bei der Maus und 25% beim
Menschen (BARTH E et al. 1992).

Die Erzeugung von Myokardinfarkten in der Maus tlukegatur einer Koronararterie wurde
erstmals vor 30 Jahren beschrieben (ZOLOTAREVA A@ KOGAN ME 1978).

Aufgrund des Verlaufs der Koronararterien bei dexus! entstehen bei Okklusion der LAD
antero-apikal transmurale Infarkte. Es kann ein@tBiion des linken Ventrikels und die
Verdinnung der betroffenen Wand folgen. Infolge ®eslaufes der Septalarterie ist das
Septum meist vom Infarkt nicht betroffen. Es erg#ith daraus folgend ein anderes
Infarktgebiet als beim Menschen, wodurch auch V@e&mgen im Remodelingprozess
entstehen kénnten (MICHAEL LH et al. 1995; KUMARdDal. 2005).
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Die Ligation der LAD (left anterior descending ayfedirekt kaudal des Herzohres ist das am
haufigsten durchgefihrte Myokardinfarktmodell. Kieie Infarkte enstehen, wenn
ausschlieRlich die Aste der LAD ligiert werden (AHN et al. 2004). Zudem existieren
Myokardinfarktmodelle, bei denen die Ischamie duktyotechnik erzeugt wird. Trotz
unterschiedlicher Pathophysiologie entstehen diatfeikte, die bei verringerter Mortalitéat zu
ahnlichen Kontraktilitats- und Funktionseinschramggen fuhren (van den BOS EJ et al.
2005). Daruber hinaus kann durch sonographischeerbinthungen die ventrikulare
Funktionseinschrankung nach Myokardinfarkt quartfit werden (GARDIN JM et al.
1995).
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3. EIGENE UNTERSUCHUNGEN

3.1. ZIELVORSTELLUNGEN

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit dem fieiss des CD147-CypA-Systems auf das
Ausmald des myokardialen Schadens nach Ischami&kapdrfusion. Die Ischdmie und die
darauf folgende Reperfusion werden dabei chirungthach Okklusion eines Koronargefal3es
der Maus hervorgerufen.

Es ist bekannt, dass CD147 sowohl inflammatorisdd@uch proteolytische Prozesse fordert
(SCHMIDT R. et al, 2006; YURCHENKO V. et al, 200Des Weiteren ist Cyclophilin A an
der Pathogenese inflammatorischer Prozesse bet@SIgrOH K et al. 2008; ZHU C et al.
2007; JIN ZG et al. 2004). Der Autor vermutet, ddas CD147-CypA-System das Ausmald
geschadigten Herzgewebes nach myokardialer IscHaaperfusion mal3geblich beeinflusst.
Diese Studie basiert auf der Hypothese, dass eadel&on von CD147 oder CypA zu einer
weniger ausgepragten Inflammation und damit verbanziu kleineren Infarktarealen nach
Ischamie und Reperfusion fuhrt. Die Reduktion vdd1€7 wird hierbei zum einen in Form
einer heterozygot defizienten Maus fir CD147 undhzanderen pharmakologisch durch
monoklonale Antikorper erreicht. Die Beteiligungriv€ypA am myokardialen Remodeling
wird anhand einer homozygot CypA-defizienten MaGypA’) untersucht. Wahrend es
bereits mehrere vorausgegangene Untersuchungen diberAuswirkung des CD147-
Antikdrpers sowie der CypA-Defizienz bei inflammaschen Prozessen gibt (DAMSKER
J.M. et al, 2009; ZHU C. et al, 2007; DEAR J.Wakt2007; GWINN W.M. et al, 2006; ZHU
P et al. 2005), sind die Effekte einer Inflammatibei der heterozygoten Basiginmaus
(CD1477") bisher véllig unbekannt.

Um dieser Fragestellung nachzugehen, werden zunabfidtypmause (CD147") und
CD147-defiziente, heterozygote (CD147 Mause dem unter Punkt 3.2.4. beschriebenen
Infarktmodell unterzogen. Die entstehenden Infatddgn sollen Aufschluss dartiber geben,
inwieweit die CD147-Heterozygose Einfluss auf demdzder Inflammation nach Ischamie
und Reperfusion hat.

Vergleichend dazu werden C57Bl/6J-Mause mehrmalsund nach chirurgischem Eingriff
mit antiCD147-Antikdrper behandelt. Die Vergleichggpe erhalt die Isotypkontrolle.
Hierbei wird der Einfluss des pharmakologischen €DKnockouts auf die Infarktgrofl3e
sowie Funktionseinschrankung der Herzen nach myidar Ischamie und Reperfusion
untersucht.

Experimente an CypA-defizienten Mausen (CypAsollen darlegen, ob inflammatorische
Prozesse nach myokardialer Ischamie/Reperfusiothd@inen CypA-Knockout positiv
beeinflusst werden.
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3.2. MATERIAL UND METHODEN

3.2.1. Versuchstiere und Haltungsbedingungen

Als Versuchstiere dienen 29 heterozygote (COI4Basiginmause und Wildtypkontrollen
aus der Kolonie (CD147) mit einem Gewicht von ca. 25g, die auf dem geachtn
Hintergrund der C57BI/6J-Linie beruhen. Die homaxtydefizienten Basiginmause (CD1’47

) sind schwierig zu zlchten, da bei der Embryogerdis Implantation gestort ist. Zudem
sind die wenigen lebend geborenen CD148bensschwach, anfallig fir Erkrankungen sowie
blind und zeigen Verhaltensauffalligkeiten. Aufgdudieser Charakteristika sind CD147
Mause ungeeignet fir das Modell der myokardialeshdmie/Reperfusion an der Maus.
Stattdessen werden heterozygot defiziente (CH)Basiginmause, die aus der Eigenzucht
der Arbeitsgruppe stammen, genutzt.

Des Weiteren werden 27 C57BI/6J benétigt. Es harsleh um ausschlief3lich mannliche
Tiere, die ca. 25g wiegen. Sie werden im Alter fiamf bis sieben Wochen aus der Zucht der
Charles River GmbH (Sulzfeld, Deutschland) bestellt

29 homozygot defiziente Cyclophilin A — Mause (CypAund deren Wildtypkontrollen aus
der Kolonie (CypA™) stammen aus der Eigenzucht der Arbeitsgruppe Tiziee wiegen 20
bis 25g und beruhen auf dem genetischen Hintergiden®1F1 sowie 129S6/SvEv -Linie.

Die Kolonie stammt von heterozygoten Tieren ab,\wtia The Jackson Laboratory (USA)
bezogen und in der Arbeitsgruppe zu homozygot mefien Tieren gezichtet wurden.

Die Tiere werden in einer Gruppengro3e von bisini fieren in Makrolonkafigen Typ |l
long gehalten. In den Stéllen herrscht ein kirstlicTag-Nacht-Rhythmus von jeweils 12
Stunden. Die Temperatur betragt 20 bis 23°C, daive Luftfeuchtigkeit liegt zwischen 50
und 60%. Eine konstante Be- und Entliftung zur Euhg des Stallklimas ist vorhanden. Die
Beleuchtung der Kéafige in den Lichtphasen betra@tLbix. Futter (Fa. Provimi Kliba,
Kaiseraugst, Schweiz) und Wasser steht den Tiaderdibidum zur Verfigung. Bei der
Einstreu handelt es sich um entkeimtes und ent@aWieichholzgranulat aus Espenholz (Fa.
ABEDD - LAB & VET Service GmbH, Wien, Osterreict)er Wechsel der Einstreu erfolgt
einmal wochentlich. In jedem Kafig wird zudem eitii€ sterilisierter Zellstoff gelegt, der
den Tieren zum Nestbau und als Beschaftigung dient.

Die Genehmigung der tierexperimentellen Studie Igidodurch das Regierungsprasidium
Tldbingen mit der Genehmigungsnummer M7/09.
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3.2.2. Genotypisierung

Da homozygot defiziente CD147-Knockout-Mause zuneeisehr selten und zum anderen
steril sind, erfolgt die Zucht mit heterozygotererBn. Dies macht eine Genotypisierung der
Tiere notig.

Zudem konnten CypA-Knockout-Mause aufgrund eingesudtter Fruchtbarkeit der
homozygoten Tiere nur als heterozygot defizienteuddabestellt werden. Somit sind bei
Eigenzucht homozygot defizienter CypA-Mause Genistgpungen der Tiere vonnéten.
Hierflir wird das Gewebe, welches bei der Ohrmaudkigranfallt, herangezogen.

Die DNA-Isolierung erfolgt mit Hilfe des DNeasy §ise Kits (Qiagen GmbH, Hilden,
Deutschland) gemald Gebrauchsanweisung.

Mithilfe des Thermal Cyclers wird die DNA amplifeasit. Notwendige Materialien hierfur
sind thermostabile DNA-Polymerasen, zwei passerigmQukleotidprimer sowie Puffer und
Nukleotide.

Die Primersequenzen lauten fur CD147:
- fur F,_basigin_for: TggCCTTCACgCTCTTgAgC
- fir F,_basigin_rev: gCCTCATCTCTAAgATCACT.

Fur CypA werden folgende Primersequenzen genutzt:
-5-gCA gTT gTg ATT gAT CCA ggT CCg -3’
-5-CAC CCT ggA gCA CCACTgCCC ACC -3

-5- CCT gAT CgA CAA gAC Cgg CTT CC -3..

Ein Amplifikationszyklus besteht aus den PhasendDarerung, Annealing und Elongation.
Die Denaturierung findet bei einer Temperatur variQ@ statt und fiahrt zur Trennung der
beiden DNA-Strange.

Die Temperatur beim Annealing ist abhangig vom hitgeen Primer, liegt aber im Bereich
von 55°C. In dieser Phase binden die Primer aridizelstrangige DNA.

Anschlie3end findet die Elongation bei 72°C, dermperaturoptimum der Taqg-Polymerase,
statt. Diese spielt eine entscheidende Rolle beiMéelangerung des Primers und Bildung
einer doppelstrangigen DNA. Jeder neusynthetisiBNé-Strang kann im nachsten Zyklus
ebenfalls als Matrize dienen. Somit wird bei jed®urchlauf die Konzentration der zu
vervielfaltigen Zielsequenz erhdht.

Um die DNA effektiv zu amplifizieren, wird der bésebene Zyklus insgesamt 35 Mal
wiederholt.

Die amplifizierten DNA-Fragmente werden mithilfe rd&elelektrophorese in einem
1,5%igen Agarose-Gel bei 100V aufgetrennt. Um ditstehenden Banden identifizieren zu
konnen, wird das Gel zehn Minuten in Ethidiumbrommikubiert. Unter UV-Licht kdnnen die
Banden sichtbar gemacht werden.
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Abb.6: Exemplarische Bandenbildung nach Gelelektroporese im UV-Licht.

Links ist die DNA-Leiter dargestellt, die an deértien Stellen Banden ausbildet und somit
zur ldentifizierung dient.

Bei 250 Basenpaaren befindet sich die Bande, di€8i147*Mause charakterisiert (Maus 1
und 5). Bei CD147Méausen ist eine zusatzliche Bande bei 1250 Basesmpagrkennbar
(Maus 2, 3,4, 6 und 7)

3.2.3. Ubersicht Versuchsplan
Diese Studie wird in sechs Versuche mit jeweilsiZdmippen eingeteilt (siehe Tab.1).

Versuchsnummer 1

Im ersten Versuch werden sieben CDT4®iner myokardialen Ischamie/Reperfusion
unterzogen. Als Kontrollgruppe dienen sechs CD14Auch in dieser Gruppe wird operativ

eine myokardiale Ischadmie sowie Reperfusion erzebgt Euthanasie der Tiere erfolgt 24

Stundenpost operationemDie Infarktgrof3e wirdex vivoan den geschnittenen und gefarbten
Herzen planimetrisch bestimmit.

Versuchsnummer 2

In sechs CD147 wird operativ eine myokardiale Ischamie/Reperfusierzeugt. Die
Kontrollgruppe aus fiinf CD14%7 wird ebenfalls diesem chirurgischen Eingriff untegen.
Sieben Tage nach Operation erfolgt eine sonogrepdisUntersuchung der Herzen.
Anschliel3end werden die Tiere euthanasiert undHdizen fir die Infarktgrof3enbestimmung
gefarbt und entnommen.
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Versuchsnummer 3

Sechs C57BI/6J werden eine Stunde vor Setzen dgaturi mit anti-CD147-Antikorper
(1pg/g Korpergewicht der Maus) intraperitoneal etedt. AnschlielRend werden die Mause
einer myokardialen Ischamie/Reperfusion unterzo@aa.zweite Injektion von anti-CD147-
Antikdrper erfolgt in der gleichen Dosierung se&tanden nach Operation. 18 Stunden nach
Operation erhalten die Mause die dritte InjektiDer Kontrollgruppe von sieben C57BI/6J
wird die Isotypkontrolle (1ug/g Kérpergewicht deralyk) zu denselben Zeitpunkten vor und
nach chirurgischem Eingriff injiziert. 24 Stundeost operationemwerden die Mause
euthanasiert und die Infarktgro3e planimetrischifmest.

Versuchsnummer 4

Funf C57BI/6J wird eine Stunde vor Setzen der ligaanti-CD147-Antikorper in der
Dosierung 1pg/g Korpergewicht der Maus intrapeetdnverabreicht und anschlieRend
operativ eine myokardiale Ischamie sowie Reperfusizeugt. Weitere Injektionen derselben
Dosierung erfolgen sechs und 18 Stungest operationemDanach wird den Mausen einmal
taglich bis zur Euthanasie anti-CD147-Antikérperdir oben genannten Dosierung injiziert.
Die Kontrollgruppe umfasst vier C57BI/6J und ertriltdenselben Zeitpunkten vor und nach
chirurgischem Eingriff die Isotypkontrolle (1ug/goKergewicht der Maus). Sieben Tage
nach Operation findet die sonographische Untersuglder Herzen statt. Zur Bestimmung
der Infarktgrof3e werden die Herzen gefarbt, entnemmnd die entsprechenden Flachen
planimetrisch berechnet.

Der in Versuch 3 und 4 verwendete anti-Maus CD14fik&rper stammt aus RL73.2
Hybridomzellen (Genovac, Freiburg). 1gG2a-Hybrideten HB189 (Genovac, Freiburg)
der Ratte werden zur Produktion der Isotypkontrgéautzt.

Versuchsnummer 5

Sechs CypA werden operativ einer myokardialen Ischamie/Repéoh unterzogen und 24
Stunden spéater euthanasiert, um die InfarktgroReeatimmen. Die Kontrollgruppe besteht
aus neun CypA" und erfahrt dieselbe Behandlung wie die Versuaisge.

Versuchsnummer 6

Funf CypA’ erhalten eine myokardiale Ischamie/Reperfusion. Katrollgruppe aus sechs
CypA™* wird ebenfalls diesem Eingriff unterzogen. Siebegdpost operationerfindet eine
echokardiographische Untersuchung statt. Anschiié¥eerden die Mause euthanasiert und
die Infarktgré3e bestimmt.
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Tab.1: Ubersicht tiber die Versuchsdurchfiihrung
AK — Antikorper; Inj. — Injektion; OP - Operation

Versuchs- | Beschreibung der zusatzliche Euthanasie | Untersuchungen
nummer bendtigten Mause Behandlung
1 sieben CD147 keine 24h post OP InfarktgroRe
Kontrolle: sechs MMP-Aktivitat
CcD147"
2 sechs CD147 keine sieben Tage  InfarktgréRe
post OP _ _
Kontrolle: funf Echokardiographie
CcD147"
3 sechs C57BI/6J | CD147-AK oder | 24h post OP InfarktgrofRe
) Isotyp .
Kontrolle: sieben MMP-Aktivitat
C57Bl/6J 1. Inj: 1h pra OP
2. Inj: 6h post OP,
3. Inj: 18h post
oP
4 funf C57BI/6J CD147-AK oder | sieben Tage InfarktgréRe
] Isotyp post OP , ,
Kontrolle: vier Echokardiographi¢
C57Bl/6J 1. Inj: 1h pra OP
2. Inj: 6h post OP,
3. Inj: 18h post
oP
taglich eine Inj.
bis zur Euthanasie
5 sechs CypA keine 24h post OP InfarktgroRe
Kontrolle: neun
CypA+/+
6 funf CypA” keine sieben Tage  InfarktgrofRe
post OP . .
Kontrolle: sechs Echokardiographi¢

Cyp A+/+
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3.2.4. Operationsdurchfuhrung

3.2.4.1. Vorbereitung der Operation

Zur Anasthesie der Maus dient eine antagonisierbd@oenbinationsnarkose aus drei
Bestandteilen: dem alpha2-Adrenozeptoragonisten ekbeaidin  (Domitor®, Pfizer,
Karlsruhe, Deutschland) in einer Dosierung von @M&m Korpergewicht, dem
Benzodiazepin Midazolam (Midazolam® ratiopharm, i&atarm Ulm) mit 5mg/kg
Korpergewicht und dem Opioid Fentanyl (Curamed ptaaGmbH, Karlsruhe, Deutschland)
mit 0,05mg/kg Koérpergewicht (nach HENKE & ERHARDTO®). Die Injektion des
Narkosemittels erfolgt intraperitoneal.

Nach Erreichen des chirurgischen Toleranzstadiuerslen die linke Thoraxseite sowie die
ventrale Halsregion mit einem Scherapparat (Wakligper Corp, Modell 9962, China) vom
Haarkleid befreit. Fur die grundlichere Haarentterg wird auf diese Areale
Enthaarungscreme (dm Balea body, Karlsruhe, Delatisghaufgetragen (siehe Abb.8).
Anschlie3end erfolgen die Reinigung der Operatiersibhe mit isotoner Kochsalzlésung
(NaCl®, Fresenius Kabi GmbH, Bad Homburg, Deutsatijaund die Desinfektion mit
Povidon-Jod-Ldsung (Braunol®, B.Braun Melsungen MegJsungen, Deutschland).

Zum Schutz vor Austrocknung wird Augensalbe (Bepeni Bayer Vital, Leverkusen,
Deutschland) auf die Cornea aufgetragen.

Fur die Tracheotomie wird die Maus in Rulckenlagebracht (siehe Abb.8). Die
VordergliedmalRen werden seitlich vom Korper abgagpiund mit Klebeband (Leukofix®,
BSN medical GmbH, Hamburg, Deutschland) fixiert.r€&ueine unter den Hals geschobene
Kanule (Becton Dickinson, Spanien) wird die HalspegUberstreckt. Dies erleichtert die
Durchfihrung der Tracheotomie.

Bis zur Tracheotomie wird die Maus durch eine deftmgefertigte Atemmaske ausreichend
mit Sauerstoff versorgt. Dabei betragt die Sauéfesttuhr 0,8] pro Minute.

Anschliel3end wird die Rektalsonde eingefuhrt undktebeband (Leukopor®, BSN medical
GmbH, Hamburg, Deutschland) fixiert. Diese Sondellzer einen Temperaturregler (FHC
Bowdoinham, ME 04008, USA) mit einer Warmematte FlBowdoinham, 5x12,5 cm,
USA) gekoppelt. Die Feineinstellung erfolgt manudkbei sollte die Kdrpertemperatur bei
37°C £ 1°C gehalten werden.

Sowohl Tracheo- als auch Thorakotomie werden mikracgisch mit zwolffacher
Vergrol3erung unter einem Stereomikroskop (Zeissidadland) durchgefiihrt (siehe Abb.7).
Vor Beginn der Operation wird zur Kontrolle eineuseeichenden Narkosetiefe der
Zwischenzehenreflex Uberprift.
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(IR

Abb.7: Arbeitsmaterialien
Instrumente(A), Stereomikroskop (B) sowie Beatmungsgerat (Bjese werden fur die
chirurgisch herbeigefuihrte myokardiale Ischamiedision bendtigt.
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Abb.8: Vorbereitung und Lagerung der Maus
Sie wird an der ventralen Halsregion sowie an oeh Seite des Thorax enthaart (A). Zur
Tracheotomie wird die Maus in Rickenlage (B), fiee @horakotomie in Seitenlage fixiert

().

3.2.4.2. Tracheotomie

Der Schnitt wird auf der Halsunterseite in der Hdlee Larynx gesetzt. Dabei wird die Haut
auf einer Lange von 0,5cm inzidiert. Dies geschiemtiem die Haut mit einer Pinzette
angehoben und anschlieBend mit einer mikrochirchgis Schere durchtrennt wird. Die
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darunter erscheinenden paarigen Anteile der Glandwndibularis werden stumpf in der
Medianen getrennt. Es kommt der paarige Muscuksighyoideus zum Vorschein. Dessen
Muskelbduche werden mithilfe von Haltefaden (6-Ool&re, Ethicon, Norderstedt,
Deutschland) gespreizt, so dass die Sicht auf demkidpf und den direkt anschliel3enden
Teil der Trachea frei wird.

Die Inzision der Trachea erfolgt zwischen der zereiind dritten Trachealspange kaudal des
Cartilago cricoidea. Zur Erleichterung der Intubatiwird die dritte Trachealspange ebenfalls
mit einem Haltefaden (7-0 Prolene, Ethicon, Noraelts Deutschland) fixiert. Der
Metalltubus (Aufendurchmesser 1,3mm, Lange 3,2Hugo Sachs, March-Hugstetten) wird
vorsichtig in die Trachea eingefihrt bis die Vekdicg verschwunden ist (siehe Abb.9). Nun
erfolgt die Beatmung Uber eine spezielle Kolbentuype Minivent (MINIVENT Mouse
Ventilator Typ 845, Hugo Sachs, March-Hugstetteit)emer Frequenz von 120 Atemzigen
pro Minute und einem Tidalvolumen von 180ul. Deru&atoff-Flow betragt weiterhin
0,8l/min, als Erhaltungsdosis dient eine Einstegjlwon 0,7 — 1,5 Volumenprozent Isofluran
(Isoflo®, Albrecht GmbH, Aulendorf, Deutschland).

Abb.9: Tracheotomie und Intubation

Im Anschluss an die Inzision der Haut und die stigmrennung des Unterhautgewebes (A)
wird der Musculus sternohyoideus durchtrennt undespaarigen Anteile mittels Haltefaden
fixiert. Somit ist die Sicht auf die Trachea mdogli¢B, C). Diese wird zwischen zwei

Trachealspangen inzisiert. Mithilfe eines weiterddaltefadens an der hinteren

Trachealspange (D) kann der Metalltubus eingefiterden (E, F).
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3.2.4.3. Thorakotomie und Ligatur der LAD

Fur die Thorakotomie ist es notwendig, die Maus wiagern. Dazu wird sie vorsichtig in die
rechte Seitenlage verbracht (siehe Abb.8). Dald#esidas Herausrutschen des Trachealtubus
vermieden werden. Die Maus wird leicht schrag getiagndem ein selbst angefertigter Kell
aus Vlies unter das Abdomen geschoben wird. Dieageltung erleichtert spater das
Auffinden des zu ligierenden Gefél3es. Die Gliedma®erden wiederum mit Klebeband
(Leukofix®, BSN medical GmbH, Hamburg, Deutschlaadj der Unterlage befestigt, wobei
die Vorderbeine nach kranial gelagert werden.

An der Stelle der linken Thoraxwand, an der derzsjgitzenstol3 am deutlichsten zu sehen ist,
wird der Hautschnitt gesetzt. Dieser Bereich eithprin der Regel dem vierten
Interkostalraum. Die Haut wird mit der Pinzette amgben und mithilfe einer
mikrochirurgischen Schere durchtrennt. AnschlieResadl der Hautschnitt senkrecht nach
dorsal und ventral verlangert.

Der direkt darunter liegende Musculus cutaneusctrwrd stumpf durchtrennt, der Musculus
serratus ventralis thoracis entlang seines Fadawferund die Musculi intercostales externi
und interni werden vorsichtig zusammen mit der Rledurchschnitten. Somit ist der Thorax
vollstandig eroffnet (siehe Abb.10). Kleinere Blogen werden mittels Saugtupfer
(Ethikeil®, Ethicon, Norderstedt, Deutschland) gkstEin spezieller Rippenspreizer (fine
science tools GmbH, Heidelberg, Deutschland) wird die Wunde eingefuhrt und
aufgeschraubt. Der Griff des Spreizers wird hochgett, damit dessen Gewicht nicht
vollstandig auf dem Brustkorb der Maus lastet. Nsindie Sicht auf die inneren Organe
maoglich. Sollte die Lunge den Blick auf das Herzibdern, kann sie mit einem vorher
zurechtgeschnittenen Saugtupfer (Ethikeil®, Ethjcdiorderstedt, Deutschland) beiseite
geschoben werden.

Das Perikard wird vorsichtig mit der Pinzette dfgn und gefenstert, so dass die linke
Herzhalfte frei liegt. Dabei sollte der Kontakt neingelagertem Fettgewebe vermieden
werden, da dort oft BlutgefalRe verlaufen.

Die LAD (left anterior descending artery) befind&th in der Facies auricularis, einer Kuhle
unterhalb des linken Herzohres. Aufgrund ihrerrogdin Farbung lasst sich die LAD gut von
den dunkleren Herzkranzvenen abgrenzen. Zur bes&cht kann das Herzohr mit einem
auf Imm Seitenl&ange zugeschnittenem Tupfer (Etk®ké&thicon, Norderstedt, Deutschland)
nach kranial geschoben werden, so dass es sicklemRacies auricularis abhebt. Die LAD
wird unterstochen und aus dem Faden (6-0 Perma BHaitt® schwarz, Ethicon, Norderstedt,
Deutschland) wird eine Schlaufe gebildet. Darunteird ein ca. 2mm langer
Polyethylenschlauch (AuRendurchmesser 0,61mm, thurehmesser 0,28mm, Polyethylene
Tubing, SIMS Portex Ltd, SIMS trademarks, UK) gelegd die Schlaufe festgezogen (siehe
Abb.11). Somit kann die Ligatur spater durch Emiéer des Polyethylenschlauches leichter
geldst werden. Das erfolgreiche Ligieren des Gefd8edaran erkennbar, dass die Arterie
distal der Ligatur nicht mehr sichtbar ist. Zuderstédn manchmal durch die Ischamie
hervorgerufene erhohte Herzfrequenzen sowie Arrhigh bis hin zum Kammerflimmern
auf.

Die Ligatur wird 30 Minuten liegen gelassen, dalwed der Wundspreizer geschlossen um
innere Organe vor dem Austrocknen zu schitzenVDiedréander werden mit Ringerlésung
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feucht gehalten. Wahrend dieser Zeit sollte diep€dnnentemperatur der Maus immer
wieder kontrolliert und konstant bei 37°C + 1°C gikdn werden. Des Weiteren sollte der
Rippenspreizer alle finf Minuten gedffnet und dertz Sdes Fadens sowie des
Polyethylenschlauches tberprift werden.

Nach genau 30 Minuten wird der Polyethylenschlagictiernt und die Schlaufe gelost. Die
Faden bleiben im Herzgewebe, um nach der ReperfulsgLigatur an exakt derselben Stelle

wieder setzen zu kénnen. Die Reperfusion der Astdistal der Ligatur sollte nun deutlich
erkennbar sein.

Abb.10: Durchfuhrung der Thorakotomie

Nach der Hautinzision (A) wird das Unterhautgewaempf getrennt (B). Der darunter
befindliche Musculus serratus ventralis thoraci} W@d entlang des Faserverlaufs getrennt.
Die Durchtrennung der Musculi intercostales sowier dPleura erfolgt im dritten
Interkostalraum (E). AnschlieRend wird der Rippeaiger eingefihrt (F).
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Abb.11: Ligatur der LAD

Aufsicht auf das Herz (A) sowie in der VergroRerdimges Herzohr ( ) und LAD (). Die
LAD wird mit einer Nadel-Faden-Kombination untergten (C, D) und aus den Faden eine
Schlaufe gebildet (E). Ein kurzes Stlick Polyethgtdntauch wird dazwischen geschoben und
die Schlaufe festgezogen (F).

3.2.4.4. VerschluRR der Thorakotomie -und Tracheomiewunde

Nach Entfernen des Rippenspreizers wird die Inmigwischen den Rippen mit Einzelheften
verschlossen. Dazu werden die Faden (6-0-Vicryl&idén, Norderstedt, Deutschland)
zunadchst um die vierte und funfte Rippe vorgelaut anschlieRend festgezogen. Auf diese
Naht werden die Enden des Ligaturfadens gelegt, dass diese nach dem
Reperfusionszeitraums leicht aus der Muskeltaselzegen werden kdnnen. Muskelschichten
und Faszie werden mit einer fortlaufenden Naht (84Gryl®, Ethicon, Norderstedt,
Deutschland) verschlossen. Die Haut wird mit Eiheéien (6-0 Prolene® blau, Ethicon,
Norderstedt, Deutschland) zugenéht.

Wenige Minuten vor Extubation wird die Isofluranabf allmahlich auf 0,5% abgesenkt.
Nach Verschluss der Hautinzision wird Isofluranligbbbgesetzt und die Sauerstoffzufuhr
erhoht.

Aufgrund der langsamen Anflutung wird Buprenorplfiremgesic®, ESSEX PHARMA
GMBH, Munchen, Deutschland) zur postoperativen gesie bereits 30 Minuten vor Ende
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der Operation verabreicht. Die Injektion des Armméels erfolgt subkutan in einer
Dosierung von 0,1mg/kg Korpergewicht.

Anschliel3end wird der Metalltubus aus der Trachdfemt. Setzt die Spontanatmung nicht
ein, wird die Maus reintubiert und einige Minutent rBauerstoff beatmet. Bei erneuter
Extubation sollte die Maus selbstandig atmen. Deen Wird weiterhin Sauerstoff tber die
Atemmaske zugefuhrt.

Der Haltefaden wird aus der dritten Trachealspaegiernt. Die Offnung zwischen den
Knorpelspangen wird mit einem Einzelheft (8-0 Vi@yEthicon, Norderstedt, Deutschland)
verschlossen. Nachdem die Haltefaden fur den Muscsternohyoideus geldst sind, wird die
Hautwunde mit zwei bis drei Einzelheften (6-0 Pne/® blau, Ethicon, Norderstedt,
Deutschland) zugenéaht (siehe Abb.12).

Die Klebestreifen werden von den Gliedmal3en galdst die Maus auf den Bauch gesetzt.
Nun erfolgt die Antagonisierung der Narkose miteeirKombination aus Atipamezol
(Antisedan®, Pfizer GmbH, Karlsruhe) mit einer Basng von 2,5mg/kg Koérpergewicht
und Flumazenil (Flumazenil Kabi® 0,1mg/ml, FressniKabi Dtsch GmbH, Bad Homburg,
Deutschland) in einer Dosierung von 0,5mg/kg Kogpericht.

Abb.12: Verschluss der Thorakotomie- (A, B, C) undlracheotomiewunde (D, E, F)
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3.2.4.5. Postoperative Versorgung der Maus

Die Maus verbleibt unter der Atemmaske, bis sidst@hdig aus der Narkose erwacht ist.
Danach wird sie separat in einen Kéafig gesetzt, zier Halfte mit einer Rotlichtlampe
bestrahlt wird. Dadurch werden die durch die Openajeschwéachten Tiere vor Auskihlung
geschitzt.

In der Reperfusionsphase erhalten die Mduse Wassdfutter wie gewohrad libidum

Acht Stunden nach Operationsende wird den Mauseruersubkutan Buprenorphin
(Temgesic®, ESSEX PHARMA, Minchen, Deutschlandgimer Dosierung von 0,1mg/kg
Kdrpergewicht verabreicht.

3.2.4.6. Farbung des Herzens zur Bestimmung denfarktgrof3e

Nach gewlnschtem Zeitraum erfolgt eine erneute #we&ge der Maus. Die Anéasthesie und
Fixierung der Maus erfolgt wie oben beschreiben.

Darauf folgt die Intubation: Die Hautndhte vom Cqiemstag werden geldst. Die Préaparation
erfolgt stumpf zur Trachea vor, wobei der paarigesblus sternohyoideus wiederum durch
Haltefaden gespreizt wird. Das Einzelheft, das amag zum Verschluss der Trachea diente,
wird geldst. Der Metalltubus wird vorsichtig in di@achea eingefihrt.

Nach der Intubation werden die Einstellungen zuatBeing der Maus verandert: Die
Isofluranzufuhr wird auf 2,5 Volumenprozent erhobtm die Narkose zu vertiefen. Die
Atemfrequenz bleibt unverandert bei 120 AtemzigenMinute, das Tidalvolumen betragt
180l und der Sauerstofflow 0,8%.

Es wird der unter der Haut deutlich erkennbare €&sgs xiphoideus aufgesucht. Kaudal
davon erfolgt der Hautschnitt senkrecht zur Korpesa von einer Seite zur anderen
verlaufend. AnschlieBend wird das Peritoneum géaBip eroffnet. Auftretende Blutungen
werden mit Ethikeil® gestillt. Das Zwerchfell wirderforiert. Der Thorax wird eroffnet,
indem Pleura, Muskeln, Rippen und Haut der recBerte von kaudal nach kranial jeweils
auf Hohe des Corpus costae mit der Schere durctitvegrden. Nun kann dieser Thoraxanteil
nach links geklappt und mit einer Klemme fixiertraen.

Die aus dem Herzen ragenden Seidenfaden, deremEmdévortag in einer Muskeltasche
vernaht wurden, werden aufgesucht. Sie werden clurgi zwischen den Rippen hervor
gezogen und die Ligatur wird erneut gesetzt.

Am schlagenden Herzen wird mit einer 1ml-Spritzéntl, 0,5%iges Evans Blue (SIGMA-
ALDRICH, Steinheim, Deutschland) in den linken Hezatrikel injiziert. Evans Blue ist ein
blauer Farbstoff, der jegliches Gewebe anfarbtches trotz Ligatur perfundiert wird. Somit
stellt der blau angefarbte Anteil des Herzens Gewdhlr, das von der Ischamie nicht
betroffen ist. Die gelungene Perfusion der Mausdvan der Blaufarbung der Haut sowie
anderer Organe sichtbar (siehe Abb.13).
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Abb.13: Evans Blue — Farbung

Abdomen (A) und Peritoneum (B) werden auf HOohe Eescessus xiphoideus eréffnet (C).
Die Fadenenden werden aufgesucht und aus der Mas&leé gezogen (D).

Durch erneute Ligatur der LAD (E) und intraventtiéke Injektion von Evans Blue (F, G)
wird das gesamte Myokard bis auf die ischamischgidReperfundiert (H). Blau angeféarbte
Kapillaren und Organe deuten auf eine gelungentigten hin (1).

Anschliel3end wird der Maus sofort mit einer 1mli&er0,3ml 1M-L6sung Kaliumchlorid in
den linken Ventrikel injiziert, um einen Herzstiied herbeizufihren.

Das Herz wird entnommen und mit NaCl gereinigt.viisd mit Ethikeil® trocken getupft,
mit Tissue Tec® (Sakura Finetek Europe B.V., Zogterde, NL) bedeckt und 30 Minuten
bei -20°C tiefgefroren. Danach wird das noch gefner Herz mit einem Einmalskalpell
senkrecht zur Langsachse in funf einzelne, ca. ldwke Querscheiben zerteilt. Diese
werden nochmals mit NaCl gereinigt, um das Tissee®lzu entfernen. Sodann werden die
Scheiben zehn Minuten unter Lichtabschluss bei 37tC 1%iger TTC- (2,3,5
Triphenyltetrazolium-Chlorid-)Losung aufbewahrt. ehlieRend erfolgt die Fixierung in
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4%igem Formaldehyd (siehe Abb.14).

TTC wird durch oxidative Phosphorylierung mitochaattr Dehydrogenasen zu dem roten
Farbstoff 1,3,5Triphenylformazan umgewandelt. Diésawandlung findet nur in vitalem
Gewebe statt. Die entstehenden, rot angefarbtegilAmtes Herzens stellen den ischdmischen
Bereich der sogenannten ,area at risk” (AaR) daymi® sind die von der Ischamie
betroffenen und rot angefarbten Zellen deutlich dem zugrunde gegangenen, hellen und
blass erscheinendem Gewebe des Infarktareals agen

Abb. 14: Exemplarische Darstellung der Aufbereitungund Auswertung von murinen

Herzen nach Ischamie/Reperfusion:

1. Nachdem Evans Blue® in den linken Ventrikelzigrt wurde, wird das Herz entnommen.
Die ungefarbte ,area at risk” ist deutlich vier blauen ,area non at risk* abgrenzbar.

2. Das in Tissue Tec® gefrorene Herz wird in fUnfe@scheiben geteilt. Die vom Apex aus
ersten vier Scheiben sind fur die Auswertunglaiarktflachen relevant

3. Nach der TTC-Farbung kénnen Infarktgebiet (wdgthamieareal (rot) und ,area non at
risk* (blau) bestimmt werden. Zudem kdnnen akiEdthen und Lumina von rechtem und
linkem Ventrikel planimetrisch ausgemessen werd
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3.2.4.7. Auswertung der Areale

Die ersten vier Herzscheiben, ausgehend von dex,Aperden mit einer elektronischen
Waage (BP 210 S, Sartorius AG, Deutschland) gewoderschlielend werden diese
Querscheiben von beiden Seiten neben einer Milérskala digital fotografiert (Sony
Cybershot DSC W40). Diese ersten vier Scheibeiestelen Bereich distal der Ligatur dar,
wahrend sich die anderen beiden Scheiben bereitdammklappen- und Vorkammerbereich
befinden.

Folgende Areale kdnnen unterschieden werden:

weil3: Infarktgebiet, d.h. Gewebe, welches durch fehlepalgerstoffzufuhr endguiltig
zugrunde gegangen ist. Dieser Bereidl d&n irreversibel geschadigten Anteil der
.area at risk" (AaR) dar.

rot: Ein durch die 30mindtige Ligatur der LAD betroféerBereich, der trotz Ischamie noch
vitale Zellen enthalt. Er bildet den revbesdigeschadigten Anteil der ,area at risk®.

blau: ,Area non at risk” (AnaR), d.h. der Bereich des #g1s, der von der Ligatur der
LAD und dadurch entstehender Ischamibtrbetroffen ist.

Die GroRRenbestimmung der Areale erfolgt mittels @aslverarbeitungsprogramms NIS-
Elements (Nikon GmbH, Deutschland).

Folgende Flachen sind von Interesse:

- Flache des linken Ventrikels

- Ausmal3 des Infarkts

- GroRRe der AaR

Aus diesen Werten kann die Infarktflache bezogendel AaR bzw. den linken Ventrikel
bestimmt werden (siehe Abb.15 und 16).

Abb.15: Quantifizierung der Infarktnarbe im Verhalt nis zum Ischamiegebiet (AaR)
Die links abgebildete Herzscheibe zeigt eine gréRefiarktflache als die rechte Herzscheibe.
AaR — ,area at risk”; AnaR — ,area non at risk”
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Abb.16: Infarktnarbe und Ischamiegebiet 24 Stundemach Ischamie/Reperfusion
Infarktgebiet und AaR sind durch TTC- und EvanseBkérbung deutlich erkennbar:
AaR — ,area at risk”; AnaR — ,area non at risk”; @'F Triphenyltetrazoliumchlorid
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Schnitt 1 (A): Aufsicht von aulRen auf den Apex. BiaR (rot) ist deutlich von der AnaR
(blau) abgrenzbar.

Schnitt 2 (B): Ansicht des Apex von innen: Da dieis Blue-Losung bei der Farbung in das
Lumen des linken Ventrikels injiziert wird, faratk die Innenauskleidung blau an. In diesem
Schnitt nimmt das Infarktgebiet (weil3) die groRliE&che ein.

Schnitt 3 (C): Der rechte Ventrikel ist blau angbfaund somit von dem Infarkt nicht
betroffen. Der linke Ventrikel ist fast vollstandigchdmisch geschadigt: AaR (rot) und
Infarkt (weil3).

Schnitt 4 (D): Der reversibel geschadigte Anteis dieken Ventrikels (rot) ist deutlich vom
irreversibel geschadigten Gebiet (Infarkt: weil3unterscheiden.

Schnitt 5 (E): Der von der Ischamie nicht betrofdereich (AnaR: blau) Gberwiegt in dieser
Aufsicht.

Schnitt 6 (F): Die blaue AnaR ist gut von der rofe&aR abzugrenzen.

Schnitt 7 (G): Die groRte Flache nimmt die blaueaRrein. Der restliche Anteil des linken
Ventrikels besteht aus irreversibel geschadigtefarkigebiet.

Schnitt 8 (H): Ahnlich wie bei Schnitt 7 besteheskr Herzquerschnitt zum groRen Teil aus
AnaR. Circa ein Drittel des linken Ventrikels isirvder Ischamie betroffen.

3.2.5. Sonographische Untersuchung des linken \ieikels

Die Mause werden sieben Tage nach operativ erzeagtekardialer Ischamie/Reperfusion
sonographisch untersucht. Die Untersuchung fandreutdlicher Unterstitzung von Prof. S.
Engelhardt vom Institut fir Pharmakologie und Tatdgie der Technischen Universitat
Munchen in seinem Labor in Wirzburg statt.

Die Anasthesie der Maus erfolgt mittels einer Ithsnarkose. Dazu wird der Maus
intraperitoneal 2,5%iges 2,2,2Tribromethanol (Awedt Aldrich, Deutschland) in einer
Dosierung von 10ul/g Kérpergewicht verabreicht.

Nach Verlust des Stellreflexes wird die Maus an dantralen Thoraxwand mit
Enthaarungscreme (Balea body, Karlsruhe, Deutsdhlamthaart.

Anschlie3end wird die Maus in Ruckenlage auf ePlattform gelagert und die Gliedmalien
mit Klebeband (Leukofix®, BSN medical GmbH, Deutiseid) fixiert.

Die Augen werden zum Schutz vor Austrocknung mieeiAugensalbe (Bepanthen®, Bayer
Vital, Leverkusen, Deutschland) benetzt. Wahrend desamten Untersuchungszeitraums
werden Koérpertemperatur, Herz- sowie Atemfrequerntteta Elektrodenkontakt (electrode
cream®, GE Medical systems, Freiburg, Deutschlandjen Extremitaten Giberwacht.

Auf die enthaarte Hautstelle sowie den Schallkopfdwein Ultraschallgel (Aquasonic
Clear®, Parker Laboratories Inc., New Jersey, USfYetragen.
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Die Untersuchung erfolgt mit einem UltraschallgefdEVO 770, Visual Sonics, Toronto,

Kanada) mit 30MHz Schallkopf.

Der Schallkopf wird links parasternal aufgesetain@chst wird der linke Ventrikel im B-

Mode in der Langsachse dargestellt und aufgezeichAa der Stelle des groldten
Durchmessers erfolgt die Darstellung im Querschuoitid anschlieend im M-Mode.

Kennzeichnende Folgen eines Myokardinfarkts, wie euxgsmenbildung oder

Wandbewegungsstérungen sind bereits im B-Mode lsachPro Maus werden jeweils drei
Videos der Langsachse aufgezeichnet.

Planimetrisch werden aus diesen Aufnahmen die astiiischen sowie endsystolischen
Flachen der Langsachse ermittelt (NIS-ElementspiNi®&mbH, Deutschland) (siehe Abb.17).
Pro Aufnahme werden diese Parameter dreimal bestinfus diesen GroRen wird

anschliel3end fur jede Maus der Mittelwert berechnet

Aus diesen Werten kann das sogenannte ,fractiomeh ahange (FAC), d.h. die

linksventrikulare  fraktionelle  Faserverkirzung eteit werden. Es ist eine

BestimmungsgroRe fur die Kontraktionsfahigkeit 8emtrikels und ein wichtiges Mal3 zur
Bestimmung der Ventrikelfunktion.

Das FAC wird nach folgender Formel berechnet:

LVEDF - LVESF
o O ——— x 100
LVEDF

LVEDF = linksventrikulare enddiastolische Flache
LVESF = linksventrikulare endsystolische Flache.

Abb.17: Bestimmung der enddiastolischen Flache ddéimken Ventrikels.

Durch planimetrische Ausmessung der enddiastolissb&ie endsystolischen
Ventrikelflachen der Langsachse kann die linksvlkeunldire Faserverkirzung bestimmt
werden.

LA - linker Vorhof; LV — linker Ventrikel; RV — rehter Ventrikel
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3.2.6. Immunhistochemie

3.2.6.1. Material

Gerate
pH-Meter
Nikon-Mikroskop

Mikrowelle

Verbrauchsmaterial

Falcon-Zentrifugenréhrchen

Objekttrager

Deckglaschen

Einwegpipetten aus Glas
Pipettierhilfe

Pipettenspitzen

Eppendorfcups 1,5 und 2,5ml

Liquid Blocker

Puffer

PBS Waschpuffer

Tween-PBS Waschpuffer (0,5% Tween)

IKA-Labortechnik, Staufen i.Br., Deutsamnth
NIKON GmbH, Deutschland

Bosch, Deutschland

Greiner, Deutschland

25x75x1mm, Super Frost®Plus,

R. Langenbrinck, Emmendingen, Deutschland

18x18mm, R. Langenbrinck, Emmendingen,

Deutschland
Corning, USA
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Eppendorf AG, HambDeytschland

Science Service, Japan

“Phosphat buffered saline”
PBS Tabletten fir jeweils 500ml Millipore
Invitrogen Corporation, UK

“PBS with Tween”
Polyoxyethylenesorbitanmondaurat®,
SIGMA-ALDRICH CHEMIE GmbH,
Steinheim, Deutschland
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Citratpuffer (pH 6,0):

41ml 0,1M Natriumcitrat AppliChem GmbH, Dartadt, Deutschland

9ml 0,1M Zitronenséaure SIGMA-ALDRICH CHEMIEn®H,
Steinheim, Deutschland

450ml destilliertes Wasser Millipore Corpooat;j Billerica, USA

Reagenzien und Lésungen

Destilliertes Wasser Millipore Corporation, Bilies, USA
Methanol Merck KG, Darmstadt, Deutschland
Wasserstoffperoxid (30%) Merck KG, Darmstadt, Dekilznd

BSA (1%) Albumin bovine serum, Fraction \Q6%,

SIGMA-ALDRICH CHEMIE GmbH
Steinheim, Deutschland

DAB (Dako) 20ul DAB-Chromogen pro 1ml Substréfgu
DakoCytomation, Glostrup, Dédnemark

StreptABComplex/HRP (DakoCytomation): 1 TropferaBenz A und 1 Tropfen Reagenz
B pro 5ml TBS (pH 7,6)
30min stehen lassen
DakoCytomation, Glostrup, Danemark

Biotin Blocking System DakoCytomation, Dako, USA
Ethanol (99%) SAYV, Flintsbach, Deutschland
Roti-Histol Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe,

Deutschland

Hamalaunldsung sauer, nach Mayer (Mayers hemalautian)
Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe,
Deutschland

Rabbit Serum DakoCytomation, Glostrup, Ddnemark

Primar-Antikoérper rat-anti-mouseCD147
abcam, 1mg/mi

Sekundar-Antikorper biotinylated rabbit-anti-rat
DakoCytomation (0,72mg/ml)

Isotyp-Kontrolle Rat IgG1
abcam, 500pg/mi

Eukitt® O.Kindler GmbH, Freiburg, Deutschland
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3.2.6.2. Methode

Da homozygot defiziente CD147-Mause (CDI¥&chwierig zu ziichten sind, werden fiir
unsere Versuche heterozygote Tiere genutzt. DeasisECD147-Expression wurde bisher
noch nicht untersucht.

Durch Anwendung der Immunhistochemie kann die CDEA@ression mithilfe der DAB-
Methode in verschiedenen Organen vergleichendrbedtiverden.

Jeweils drei CD147-Mausen und deren Wildtypkontrollen wurden nachhBogsie Leber
sowie Milzen enthommen, entwassert und in Paraifigebettet.

Mithilfe des Mikrotoms wurden Paraffinschnitte imer Dicke von 4um angefertigt, ins
Wasserbad gelegt und auf beschichtete Objekttragiyetragen. Dabei werden auf jedem
Objekttrager drei Schnitte nebeneinander angeordnedass neben der anti-CD147-Farbung
auch eine 1IgG- und PBS-Kontrolle durchgefuhrt waré@nn. AnschlieBend wurden diese
getrocknet.

Die Entparaffinierung und Rehydrierung erfolgt durdas zweimal jeweils zehnminitige
Aufbewahren der Schnitte in Roti-Histol. Daraufiiafgt die absteigende Ethanolreihe, in der
die Objekttrager je funf Minuten durch 100%, 95%ven 70%iges Ethanol gefuhrt werden.
Anschliel3end werden die Schnitte in Aqua dest. audrt.

Um das Antigen zu demaskieren, werden die Prapamateer Mikrowelle 15 Minuten in
Citratpuffer gekocht. Danach werden mehrere Minaiem AbkuUhlen der Schnitte bendtigt.
Zur Ausschaltung der Gewebsperoxidase werden diek@tager fur 15 Minuten in 3%igem
H,O, aufbewahrt. Es folgt ein dreimaliges Waschen iddigem Tween-PBS fir jeweils zwei
Minuten.

Damit die verschiedenen Reagenzien nicht ineinaridrlaufen, werden die einzelnen
Schnitte mit einem Liquid Blocker umrandet.

Zur Vermeidung unspezifischer Blockierungen wirdidhw auf die Schnitte pipettiert und fur
zehn Minuten dort belassen. AnschlieBend werderPdigparate in Tween-PBS gewaschen.
Das darauffolgend aufgetragene Biotin verbleibtAéihn Minuten auf den Schnitten. Wieder
werden die Objekttrager in Tween-PBS gesplilt.

80ul 10%iges Rabbit-Serum auf jeden Schnitt audgetn, da Kaninchen zur Erzeugung des
zweiten Antikorpers diente. Das Rabbit-Serum véobl&ir 30 Minuten auf den Préparaten
und wird danach nur abgekippt.

Fir den immunhistochemischen Nachweis von CD14d wiat-anti-mouseCD147* als
Primarantikdrper verwendet. Dieser wird 1:50 verttiin 1%igem BSA in einer Menge von
80ul auf die jeweils linken Schnitte der Objekteagipettiert. Zur Kontrolle wird ,Rat-
lgG1* in entsprechender Verdinnung sowie PBS férmittig und rechts gelegenen Schnitte
verwendet. Nach einer Inkubationszeit von einen@&uwerden die Losungen abgekippt und
die Objekttrager dreimal funf Minuten in 0,05%igd@mveen-PBS gewaschen.

AnschlielRend wird der Sekundarantikérper ,biotingthrabbit anti rat* in der Verdinnung
1:300 in 1%igem BSA (jeweils 80ul) auf die Prapearaufgetragen. Nach 30 Minuten
Einwirkzeit werden die Objekttrager dreimal furfignf Minuten in 0,05%igem Tween-PBS
gespuilt.
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Der StreptABComplex wird nach Herstellerangabeneaetyt. Es ist notwendig, dass die
Herstellung des Komplexes 30 Minuten vor Verwendgeschieht, so dass die verschiedenen
Bestandteile miteinander reagieren konnen.

Der StreptABComplex wird auf die Schnitte pipettiend verbleibt dort fir 30 Minuten.
Daraufhin werden die Objekttrager dreimal funf Mem in 0,05%igem Tween-PBS
gewaschen.

Fur die Diaminobenzidinreaktion wird DAB-Gebraudising nach Angaben des Herstellers
angesetzt. Die Schnitte werden mit jeweils 80 [Muimert. Abhangig von der Art des
Gewebes tritt eine Braunfarbung der Praparate ddnanschlielend in Aqua dest. gespult
werden.

Nochmals werden die Objekttrager dreimal fir zwandden in 0,05%igem Tween-PBS
gewaschen.

Zum Anfarben der Zellkerne werden die Objekttrageinn Sekunden in Hamalaun gestellt.
Daraufhin erfolgt das zehnminutige Blauen in ladiem Leitungswasser.

Die Entwasserung der Schnitte wird durch eine aigehde Alkoholreihe vollzogen. Dazu
werden die Objekttrager jeweils finf Minuten dui@®oiges Ethanol, 95%iges Ethanol und
100%iges Ethanol gefiihrt. Danach werden die Préparaeimal fur funf Minuten in Roti-
Histol gestellt und anschliel3end mit Eukitt eingeiadt.

Mithilfe  eines Mikroskops  und Bildverarbeitungspragnms  kdnnen  die
immunhistochemischen Farbungen ausgewertet werden.
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3.2.7. Histologische Untersuchung: Hamatoxylin-Eon (HE) - Farbung

3.2.7.1. Materialien

Verbrauchsmaterial

Objekttrager

Deckglaschen

Reagentien und L6ésungen

Destilliertes Wasser
Ethanol (99%)
Roti Histol

Hamalaunldsung

Eosin
Eisessig

Eukitt®

25x75x1mm, Super Frost®Plus
R. Langenbrinck, Emmendingen, Deutschland

18x18mm
R. Langenbrinck, Emmendingen, Deutschland

Millipore Corporation, Brilea, USA
SAV, Flintsbach, Deutschland
Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhegsiischland

sauer nach Mayer (Mayers hemalalution)
Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe, Dehtand
Merck KG, Darmstadt, Deutschland

O. Kindler GmbH, Freiburg, Deutschland
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3.2.7.2. Methode

In dieser Arbeit wird die HE-Farbung als Ubersiffitisung zur Untersuchung der
Infarktnarbe genutzt.

Die Entparaffinierung erfolgt durch das zweimal melinitige Inkubieren der Préparate in
Roti-Histol. Die Rehydrierung wird mittels einersadigenden Alkoholreihe aus 100%, 95%
sowie 70%igem Ethanol erreicht. Anschlie3end werdienObjekttrager fir funf Minuten in
destilliertes Wasser gestellt.

Zur Darstellung der basophilen Strukturen der Pwdtpa insbesondere Zellkerne mit
enthaltener Desoxyribonukleinsdure (DNA), werdes 8chnitte funf Minuten in Hamalaun
aufbewahrt. Danach werden die Objekttrager kurpigesind 15 Minuten unter flieRendes
Leitungswasser gestellt. Dabei schlagt die zunadgitkth-braune Farbung durch Erhéhung
des pH-Wertes (Blauen) in den charakteristischewti®h um.

Die Rotfarbung der azidophilen Bestandteile demp®&rdte, vor allem Zellplasmaproteine,
erfolgt durch die dreimindtige Inkubation in Eoswelches mit einem Tropfen Eisessig
versetzt wurde.

Zur Dehydrierung werden die Objekttrager durch eanésteigende Alkoholreihe von 70%,
80%, 90% und 100%igem Ethanol gefuhrt. Danach wedle entwésserten Schnitte fur drei
Minuten in Roti-Histol geklart und anschlieRendhmiife von Eukitt® eingedeckelt.

3.2.8. Gewebezymographie

Die Zymographie dient der vorliegenden Studie zuathNveis der enzymatischen Aktivitat
von MMP2 und MMP9.

Das Verfahren der Zymographie lasst sich wie falgtammenfassen:

Jeweils gleiche Proteinmengen werden in die Taselees gelatine-haltigen Zymogramm-
Gels pipettiert. Durch Anlegen einer Spannung wiiel Proteinauftrennung gestartet. Dabei
wandern die Proteine entsprechend ihres Molekuhdoiges unterschiedlich weit in
Richtung Kathode. Die Proteintrennung erfolgt b®C A4da die MMPs bei diesem Vorgang
enzymatisch inaktiv sein sollen. Zur ldentifizieguer Proteine dient ein Marker, der
ebenfalls auf das Gel aufgetragen wird.

Anschliel3end wird das Gel Uber Nacht bei 37°C auétet. Bei dieser Temperatur erlangen
die MMPs enzymatische Aktivitdt und zersetzen deda@ne, die in diesem Bereich im Gel
vorhanden ist. Durch Anfarbung der Gelatine entstehan diesen Stellen die
charakteristischen hellen Banden. Somit kdnnen giieebeabbauenden Fahigkeiten der
MMPs sichtbar gemacht werden. Je heller und brdieeBanden, umso grél3er ist die Menge
an aktiven MMPs.
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Durchfiihrung der Zymographie

Das entnommene Gewebe wird zerkleinert. Bei einemgeratur von 4°C wird ein
Gewebelysat hergestellt. Dafir wird das Gewebe 1f8r Stunden in 0,5 Triton X-100
(SIGMA-ALDRICH, Steinheim, Deutschland)in PBS mit 0,01% Natriumacetat (Merck,
Darmstadt, Deutschland) unter kontinuierlichem St inkubiert. Nach der Zentrifugation
(zehn Minuten, 4°C, 14000U/min) werden die Uberdénabgenommen und die
Proteinkonzentrationen gemessen (Bradford-MethBa#Rad-Assay). 100ug Protein sollen
pro Probe aufgetragen werden. Die Proben werde#échsh zehn Minuten in ,non-reducing
sample buffer* (Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutsci) bei Raumtemperatur inkubiert.
Als Gel dient ein Zymogramm-Gel (Invitrogen GmbHarsruhe, Deutschland), welches
Gelatine enthélt. Fur jede Versuchsgruppe werdem Eroben aufgetragen. Nachdem der
Marker (Seeblue Standard 2), die Kontrolle (HT 108Ad die Proben in die Taschen des
Gels pipettiert wurden, wird der Gellauf mit 60Vsggrtet und spater auf 80V erhéht. Die
Proteine wandern abéangig von ihrem Molekulargewitrn der Anode zur Kathode. Die
Spannung wird solange beibehalten, bis die BandenMiarkers eine deutlich erkennbare
Auftrennung zeigen.

Anschliel3end werden die Gele in eine mit Aqua dgsfiilite Schale Uberfihrt und zweimal
kurz gewaschen. Danach erfolgt die Uberfiihrung Gele in eine neue Schale mit
.renaturation buffer* (Invitrogen GmbH, Karlsruh®eutschland) und eine 30mindtige
Inkubation auf dem Schittler. Daraufhin werden dele in ,development buffer”
(Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland) kurz gseveen. Der ,development buffer wird
gewechselt und die Gele 30 Minuten auf dem Schiittkeibiert. Nach erneutem Wechsel des
.development buffer werden die Gele bei 37°C Ubkercht stehen gelassen. Am nachsten
Morgen werden die Gele zweimal in Aqua dest. gehasaund danach zehn Minuten auf
dem Schattler mit einer ,Coomassie blue“-haltigagisling angefarbt. Daraufhin werden die
Gele in Aqua dest. gewaschen und solange entf&ek Dry Drying Solution, Invitrogen
GmbH, Karlsruhe, Deutschland), bis die weil3en Barald dem blauen Hintergrund sichtbar
werden. MMP2 ist bei 72kDa und MMP9 bei 92kDa dieint

Die fertigen Zymographien werden in Cellophanfoligakuumiert (Invitrogen GmbH,
Karlsruhe, Deutschland), 12 bis 36 Stunden getreicknd anschlieRend eingescannt.

Herstellung der Losung ,Coomassie Brilliant Blau®:

0,25g Coomassie blue (BioRad GmbH, Miinchen, Delasdh
45ml Aqua dest. (Millipore Corporation, BillericSA)
45ml Methanol (Merck KG, Darmstadt, Deutschland)
10ml Eisessig (Merck KG, Darmstadt, Deutschland).

Die Auswertung erfolgt mit dem Programm Image® (¢rad USA). Es werden Flache und
Helligkeit der Banden berucksichtigt. Anhand die®aten kdnnen Rickschlisse auf die
enzymatische Aktivitat der Matrix Metalloproteinasgezogen werden.



EIGENE UNTERSUCHUNGEN

3.2.9. Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung wird mit dem ProgramiR8S 15.5 (SPSS Inc., Chicago, USA)
durchgefuhrt.

Folgende Daten der sechs Versuchsgruppen sindefiikuswertung relevant:

- Prozentualer Anteil des Infarktgebietes an desdainnung der ,area at risk"

- Prozentualer Anteil des Infarktgebietes an desa@dflache des linken Ventrikels
- Flachen der ,area at risk” von Versuchs- und Kaligruppe im Vergleich

- ,Fractional area change” der Versuchs- und Kdlgneppe im Vergleich

Um die Gruppen miteinander vergleichen zu kdnnerd aus den jeweiligen Einzeldaten der
arithmetische Mittelwert (MW) sowie der Standardéeh(SEM: standard error of mean)
ermittelt. Der Standardfehler stellt die Streuueg Mittelwertes dar. Er wird als Quotient aus
der Standardabweichung und der Wurzel des Sticleprobfangs definiert.

Zur Bestimmung der Signifikanz dient der T-Testdig Mittelwertgleichheit unabhéngiger
Stichproben. Dabei wird eine Irrtumswahrscheinl&hkp) von weniger als 0,05 (p<0,05) als
statistisch signifikant angesehen.
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3.3. ERGEBNISSE

3.3.1. Untersuchung der CD147-Expression bei CDI4lefizienten, heterozygoten
Mausen (CD147") vor myokardialer Ischamie/Reperfusion

3.3.1.1. Immunhistochemie

Um die Dichte der CD147-positiven Zellen in CDI2%4usen zu untersuchen, wurden drei
Mause pro Gruppe euthanasiert und Leber sowie Nililzextrahiert. FUr die
immunhistochemischen Farbungen wurden diese OrganeFormaldehyd inkubiert,
anschlielBend entwassert und in Paraffin eingebeihilfe des Mikrotoms wurden 4um
dicke Schnitte angefertigt und auf beschichtetejektsagern getrocknet.

Die Darstellung der CD147-positiven Zellen geschigtach folgendem Prinzip: Der
Primarantikdrper bindet an das transmembranal gakedrotein CD147. Darauf folgend
bindet der biotinylierte Sekundéarantikorper an gamaren Antikdrper. Das Streptavidin des
StreptABComplexes hat eine hohe Affinitdt zu Biotibas danach aufgetragene DAB-
Substratchromogen ergibt an der Stelle des Ziglans ein braunes Reaktionsendprodukt.
Somit werden die CD147-positven Zellen braun dasdgswogegen die Zellkerne durch
Gegenfarbung mit Hamalaun blau werden. Die gefartReaparate wurden unter dem
Lichtmikroskop fotografiert und ausgewertet. Es tenfestgestellt werden, dass die Dichte
CD147-positiver Splenozyten (siehe Abb. 18 und U8) Hepatozyten (siehe Abb.20) bei
CD147""Mausen verringert ist.
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CD147"* CD147"

A: 10fache
VergroRerung

B: 40fache
Vergrof3erung

Abb.18: CD147*Mause zeigen eine héhere Dichte an CD147-positiveplenozyten.

Das Transmembranprotein CD147 wird mit einem Anpled markiert und durch das DAB-
Substratchromogen braun angefarbt. In den rechtgeskeliten Milzen der CD147-
defizienten Mause ist eine verminderte Braunfarbogigoeiden Vergrol3erungen erkennbar.



ERGEBNISSE

CD147"* CD147"

A: 100fache
Vergrof3erung

B: 100fache
Vergro3erung

Abb.19: Die Anzahl CD147-positiver Splenozyten istei CD147""Mausen vermindert.
Immunhistochemische anti-CD147-Farbung der Milzetetozygoter Mause in 100facher
VergroRerung. Die CD147-positiven Zellen sind mfeilRn markiert. Dabei weisen die
Milzen der links dargestellten homozygoten Wildtyiaree eine hohere Dichte an CD147-
positiven Zellen auf.
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CD147"* CD147"

A: 4fache
Vergrof3erung

B: 40fache
VergroRerung

Abb.20: Die Dichte CD147-positiver Hepatozyten idbei CD147" Mausen vermindert.
Da es sich bei CD147 um ein transmembranal gelsgénaein handelt, werden durch das
DAB-Substratchromogen vorrangig Zellwénde braunefduipt. Diese sind bei den rechts

dargestellten CD147Mausen weniger deutlich erkennbar, als bei derslidlargestellten
Wildtypkontrolle.
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3.3.1.2. Zymographie

Eine Funktion von CD147 ist die Induktion der Prkiiion von Matrix Metalloproteinasen.
Somit kdnnte eine CD147-Defizienz zu einer verrimtge Aktivitat von Matrix
Metalloproteinasen fihren. Letzteres kann durcle eymographische Untersuchung beurteilt
werden.

Vier unbehandelten CD1¥Mausen werden die Herzen extrahiert. Als Kontrdinen vier
Herzen von Wildtypmausen. Aus diesen werden Gewshtd hergestellt. Anschliel3end
findet auf Zymogramm-Gel eine ProteinauftrennuregtsDurch Erhdhung der Temperatur
werden die MMPs enzymatisch aktiv und bauen di&ieh enthaltende Gelatine ab. Anhand
GrofRe und Intensitat der entstehenden weil3en Bakdan die enzymatische Aktivitat
bestimmt werden. Aufgrund der Tatsache, dass nagbkddinfarkt vorrangig MMP9 und
MMP2 aktiviert werden, wird die zymographische Ustehung unbehandelter Mause
ebenfalls auf diese beiden Matrix Metalloproteimabeschrénkt. Die MMP2-Bande ist bei
72kDa und die MMP9-Bande ist bei 92kDa auffindisaelie Abb.21).

CD147'" CD147"
MMP9

MMP2

1407
120+
1004 i

801 W CD147"
60- O CD147"

% IOD

40+
2CH

MMP2 MMP9

Abb.21: Die myokardiale MMP9-Aktivitat von CD147""Mausen ist im Trend verringert.
Darstellung der MMP2- und MMP9-Aktivitat in Myokagdweben von CD147Mé&usen
sowie Wildtypkontrolle mittels Zymographie. In déwuswertung werden die Banden der
Wildtypkontrolle als 100% enzymatischer Aktivitaefthiert. Die Banden der CD147-
defizienten, heterozygoten Mause werden mit did3aten verglichen. MMP2-Aktivitaten
von CD147"Mausen sind vergleichbar mit der Wildtypkontroll@09,25% + 7,92%).
Dahingegen ist die MMP9-Aktivitat der CD14Rause reduziert (59,16% + 21,91%). Diese
Untersuchungen zeigen keine signifikanten Unteestshi der MMP-Aktivitat zwischen
CD147""Mausen sowie Wildtypkontrolle.

IOD — integrated optical density; MMP — Matrix Mitgroteinase
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3.3.2. Uberlebensrate und Komplikationen des chirrgischen Eingriffes

Von 85 operierten Méausen versterben sechs wahresdversuchszeitraums. Drei Mause
entwickeln durch die Manipulation am Herzen starlkesmmerflimmern und versterben
wéhrend der Operation. Bei einer Maus entstehthddre Ligatur eine starke Blutung, die
nicht gestillt werden kann. Zwei weitere Mause wnelen zwei Tage nach Myokardinfarkt.
Zwei Herzen sind nicht auswertbar, da die Farbehdefrhaft ist.

Bei neun Mausen ist das Auftreten von Aszites irtersthiedlichen Schweregraden
erkennbar. Zwei Mause zeigen Anzeichen einer Iidektdles Respirationstraktes (siehe
Tab.2).

Tab.2: Ubersicht Giber aufgetretene Komplikationerwahrend des Versuchszeitraums.

Versuchs- Anzahl verstorben Aszites Atemwegs-| fehlerhafte
nummern operierter wahrend des infektion Farbung
Tiere Versuchszeitraums

17 3 1

12 1

18 1

11

17

OO WN|F
RIN|FPIN
NFRIFRIN

12
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3.3.3. Versuchsnummer 1

Hierbei handelt es sich um sieben CD147Mause, die einer myokardialen
Ischamie/Reperfusion unterzogen und 24 Stundeneispéuthanasiert wurden, um die
InfarktgroRen zu bestimmen. Die Kontrollgruppe bbsaus sechs CD147Mausen.

3.3.3.1. Infarktgréf3en

Das berechnete Infarktareal (I) wird prozentual zischdmischen Gebiet (AaR) und zur
Flache des linken Ventrikels (LV) ins Verhaltnisgezt (siehe Tab.3).

Tab.3: Allgemeine Daten der Versuchsnummer 1 sowieEinzelergebnisse der
myokardialen Ischamie/Reperfusion.

AaR - ,area at risk”; LV - linker Ventrikel; | - farkt

Maus Alter bei Operation | Gewicht Herz | %AaR/LV | %l/LV %Il/AaR
CD147791 18 Wochen 0,14 g 31,82 7,89 27,23
CD147" 92 18 Wochen 0,17 g 45,96 11,11 24,06
CD147" 93 18 Wochen 0,17 g 45,14 6,23 13,2
CD147" 94 18 Wochen 0,12 g 31,92 15,03 53,23
CD147" 8 19 Wochen 0,14 g 59,3 16,38 29,68
CD147" 10 19 Wochen 0,14 g 43,93 18,5 43,93
CD147" 40 18 Wochen 0,16 g 65,56 8,09 10,94
CD147" 12 18 Wochen 0,1g 33,16 7,89 17,9
CD1477 13 18 Wochen 0,09 g 37,61 19,18 48,84
CD147"" 14 18 Wochen 0,09 g 40,76 19,29 50,82
CD147™ 9 18 Wochen 0,11g 52,5 11,74 22,54
CD147"* 23 17 Wochen 0,15¢g 51,52 7,45 14,45
CD147" 24 17 Wochen 0,14 g 59,11 28,57 43,5
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Der Anteil des Infarktes an der ,area at risk" Bgtr(%l/AaR):

- CD147": 28,9% + 5,8%
- CD147™: 33,01% =+ 6,73% (siehe Abb.22)

45-
404

35-
30 T
25 |

201

%I/AaR

157
107

5-

CD147" CcD147™
Abb.22: Bezogen auf das Ischamiegebiet haben CDI4WMause eine im Trend

verringerte Infarktgrofie.
AaR — ,area at risk; | - Infarkt

Fur den linken Ventrikel ergibt sich folgender Irkanteil (%1/LV):

-CD147": 11,89% + 1,8%
- CD147™: 15,69% + 3,34% (siehe Abb.23).

Sowohl das Verhéltnis von Infarkt zur ,area at ‘figls auch der Anteil von Infarkt zur Flache
des linken Ventrikels ergeben keine signifikantenidgschiede zwischen beiden Gruppen.
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[EEY
o
L
—

%I/LV

CcD147" CD147™
Abb.23: Bezogen auf die Flache des linken Ventrikels ist dilnfarktgréRe bei CD147"
Mausen im Trend verringert.
| — Infarkt; LV — linker Ventrikel

Wird der Anteil der ,area at risk“ zur Flache daskén Ventrikels ins Verhéaltnis gesetzt,
ergibt sich ein Mittelwert von (%0AaR/LV):

- 46,23% + 4,79% bei CD147Mausen
- 45,78% + 4,11% bei CD147 Mausen (siehe Abb.24).

46,23% + 4,79% 45,78% + 4,11%
CcD147" %Flache AaR cD147"
%Flache AnaR

Abb.24: Der Anteil der ,area at risk“ an der Gesamfflache des linken Ventrikels ist in
Versuchs- und Kontrollgruppe annahernd gleich.

Dabei stellt die ,area non at risk” das Areal dege)ches von der Ischadmie nicht betroffen ist.
AaR — ,area at risk; AnaR — ,area non at risk”
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Zwischen den einzelnen Individuen existieren gditigge Abweichungen im Verlauf der
Koronararterien. Daraus kénnten unterschiedliched&inungen der ischdmischen Bereiche
resultieren. Wird die Gr6l3e des Infarktes zur F&dbr ,area at risk” ins Verhaltnis gesetzt
(%l/AaR), werden diese Abweichungen ausgeglichers. I€sultiert eine objektive
Gegenuberstellung der Infarktgrof3en verschiederyitluen und Gruppen.

Ahnliche Flachenausdehnungen der ,area at riskVarhaltnis zum linken Ventrikel lassen
auf eine Standardisierung der Operationstechnikeftdn.

3.3.3.2. HE-Farbung

CD147"* CD147"

Abb.25: In den Infarktrandzonen der CD147""Mause ist eine geringere Dichte an
Zellkernen erkennbar.

CD147"™ - und CD147"Mause, die jeweils 24 Stunden nach myokardialer
Ischamie/Reperfusion euthanasiert wurden.
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3.3.3.3.  Zymographie

cD147" cD147™

MMP9

MMP2

14C7
12(H

10CH

W cD147"

80+ B
O cD147"

60 -
404
20

MMP2 MMP9

Abb.26: Die enzymatischen Aktivitdten der MMPs sind24 Stunden nach myokardialer
Ischamie/Reperfusion erhoht, zeigen aber keine sidgikanten Unterschiede zwischen
CD147""Méausen und der Wildtypkontrolle.

Die Aktivitat beider MMPs ist gegentber der von ehéndelten Mausen sichtbar vermehrt
(vergl. Abb.20). Wird die enzymatische AktivitatrddMPs des Wildtyps als 100% definiert,
ist die Aktivitat von MMP2 und MMP9 bei CD1#¥Mausen im Trend geringer (MMP2:
84,68% * 1,28%; MMP9: 83,71% £ 12,59%).

MMP — Matrix Metalloproteinase
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3.3.4. Versuchsnummer 2

Bei 6 CD147"Mausen wurde chirurgisch eine myokardiale IschaReperfusion erzeugt.
Nach einem Zeitraum von 7 Tagen erfolgte die Untehrang der Herzfunktion mittels
Echokardiographie. AnschlieBend wurden die Mausimamasiert und die Infarktgrof3en
bestimmt (siehe Tab.4).

Die Kontrollgruppe besteht aus 5 CDI4Mausen. Sie erhielten dieselbe Behandlung wie
die Versuchsgruppe.

Tab.4: Allgemeine Daten dieser Versuchstiergruppe.

Maus Alter bei Operation | Kérpergewicht der Maus Gewcht Herz
CD147" 23 13 Wochen 249 0,129
CD147" 22 13 Wochen 249 0,119
CD147" 24 13 Wochen 259 0,129
CD147" 65 19 Wochen 29,29 0,119
CD147" 75 20 Wochen 27,69 0,15g
CD147" 76 20 Wochen 289 0,15¢
CD147" 5 14 Wochen 28g 0,129
CD147" 6 13 Wochen 23,49 0,119
CD147" 7 13 Wochen 209 0,09g
CD147"" 9 11 Wochen 209 0,129
CD147"™ 29 13 Wochen 259 0,139

3.3.4.1. Echokardiographie

Zur Darstellung und Quantifizierung einer mdglichieanktionsstorung des Herzens nach
myokardialer Ischamie und Reperfusion wird eine o&elndiographische Untersuchung
durchgefuhrt. Diese dient unter anderem zur Bestimgnder endsystolischen und -
diastolischen Durchmesser und somit auch zur Bareth des sogenannten ,fractional area
change” (FAC). Hierbei handelt es sich um eine Q@ftiaerung der linksventrikuléaren
fraktionellen Faserverkirzung. Mithilfe dieses Wertlasst sich eine eingeschrankte
Herzpumpfunktion darstellen.

Die sonographische Untersuchung wurde jeweils aebtesn Tag nach myokardialer
Isch&amie/Reperfusion durchgefiuhrt.

Pro Tier wurden drei unterschiedliche Einstellungahjeweils drei Berechnungen des FAC
gewahlt, woraus das arithmetische Mittel berechnatle (siehe Tab.5).
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Tab.5: Jeweilige Einzelwerte des FAC der untersuchten Mawsin Versuchsnummer 2
FAC — ,fractional area change*

CcD147" CD147"
Maus 22+/— 23+/— 24+/— 65+/— 75+/— 76+/— 29+/+ ‘ 5+/+ ‘ 6+/+ ‘ 7+/+ ‘ 9+/+
FAC |50,17| 61,19| 48,38 33,74 22,65| 21,94| 23,78 | 19,92 31,88 24,88 31,16

Beim Vergleich der Mittelwerte des FAC von CD147ind CD147" entsteht folgendes
Ergebnis:

- CD147": 39,68% * 6,55%
- CD147"*: 26,32% + 2,28%.

Die Herzpumpfunktion der Wildtypkontrolle ist gegirer der der CD147Mause signifikant
eingeschréankt (siehe Abb.27).

%FAC

50

404

30

207

104

—t—

CcD147" CD147"*

Abb.27: CD147"Méause haben sieben Tage nach myokardialer IschamRéperfusion
eine signifikant weniger beeintrachtigte Herzpumpfunktion.
FAC — ,fractional area change®; * - p<0,05
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3.3.4.2. Infarktgrof3e

Tab.6: Einzelwerte der Infarktgréf3en.
AaR — “area at risk“; LV - linker Ventrikel; | - farkt

Maus %AaR/LV %I/LV %I/AaR
CD147" 23 53,91 2,64 8,02
CD147" 22 68,24 7,29 12,56
CD147" 24 34,89 7,57 23,96
CD147" 65 45,17 10,66 24,16
CD147" 75 82,28 22,46 28,88
CD147" 76 68,89 19,18 27,46
CD147™ 5 41,1 11,2 26,3
CD147™ 6 73 17,57 26,49
CD147™ 7 81,31 29,5 37,4
CD147™ 9 57,68 22,05 41,75
CD147" 29 71,97 19,86 30,6

Der Mittelwert der Infarktgrof3en im Verhaltnis zuittleren “area at risk” betragt (%l/AaR):

- CD147": 20,84% + 3,47%
- CD147"": 32,51% + 3,06% (siehe Abb.28).

Fur den Anteil der Infarktfliche an der GroRe dekein Ventrikels ergeben sich folgende
Werte (%I/LV):

- CD147": 11,63% + 3,12%
- CD147"": 20,04% + 2,98% (siehe Abb.29).

Beide Ergebnisse zeigen eine signifikante Verringgrder InfarktgroRen von CD147
Mausen sieben Tage nach myokardialer Ischamie/Respen verglichen mit deren
Wildtypkontrolle auf.
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Abb.28: CD147""Mause haben sieben Tage nach myokardialer IschamRéperfusion
eine signifikant verringerte InfarktgroRRe.

Berechnung des Infarktareals im Verhaltnis zurgaaerisk®.

AaR — ,area at risk”; | — Infarkt; * - p<0,05
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Abb.29: Der Anteil des Infarkts an der Flache desihken Ventrikels ist bei CD147"
Mausen sieben Tage nach myokardialer Ischamie/Repfision signifikant verringert.
| — Infarkt; LV — linker Ventrikel; * - p<0,05

Wird die Flache der ,area at risk* ins Verhaltnigr 5rol3e des linken Ventrikels gesetzt,
resultieren folgende mittlere Werte (%AaR/LV):

- CD147": 58,9% + 7,13%
- CD147": 65,01% + 7,08%.

Somit ist kein signifikanter Unterschied in den tteiien Ausdehnungen der ,area at risk”
zwischen den heterozygoten Mausen und deren Widtypolle vorhanden (siehe Abb.30).
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65,01% + 7,08% 58,9% +7,13%

%Flache AaR
%Flache AnaR

cD147"* CcD147"

Abb.30: Die mittleren Anteile der ,area at risk“ an der Flache des linken Ventrikels
ergeben zwischen Versuchs- und Kontrollgruppe keimesignifikanten Unterschied.
AaR — ,area at risk; AnaR — ,area non at risk"

45
40
35
30

25 CcD147"

20 cD147"
15

10

%l/AaR

Tag 1 Tag7

Abb.31: Mit langerer Dauer der Reperfusion verringert sich die mittlere Infarktgré3e
bei der CD147"Maus.

Gegentiiberstellung der InfarktgroRen von CDIMBusen bzw. deren Wildtypkontrollen
nach 24 Stunden sowie sieben Tagen nach Operation.

Wahrend die Infarktgrof3en der Wildtypkontrolle nalneinverandert bleiben, verringert sich
das Infarktgebiet der CD1¥Maus um fast ein Drittel.

AaR — ,area at risk; | — Infarkt; * - p<0,05
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Abb.32: Die echokardiographisch bestimmte linksventkulare Verkirzungsfraktion
(%FAC) verbessert sich mit abnehmender Flache desfarktes.
AaR — ,area at risk”; FAC — “fractional area chatige- Infarkt

3.3.4.3. HE-Farbung

CD147"* CcD147"

Abb.33: Die Dichte an Zellkernen in der Infarktrandzone ist bei der CD147"Maus
sieben Tage nach myokardialer Ischamie/Reperfusiotdeutlich reduziert.

Exemplarische HE-Farbungen der Infarktareale vol4y- sowie CD147 "Mausen sieben
Tage nach myokardialer Ischamie/Reperfusion.
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3.3.5. Versuchsnummer 3

Diese Gruppe besteht aus 6 C57BI/6J-Mausen, beendehirurgisch eine myokardiale
Ischéamie/Reperfusion erzeugt wurde. Jede Maus weirde Stunde vor, sowie sechs und 18
Stunden nach chirurgischem Eingriff mit anti-CD1Aiitikbrper behandelt. 24 Stunden nach
der Operation wurden die Mause getotet und dierkidedl3en ausgemessen (siehe Tab.7).
Die Kontrollgruppe erhielt den I1gG-Isotyp zu ddbs@ Zeitpunkten vor und nach
myokardialer Ischdmie/Reperfusion.

3.3.5.1. Infarktgréf3en

Tab.7: Allgemeine Daten der Versuchsnummer 3 sowieEinzelergebnisse der

Infarktgré3enbestimmung.
AaR - ,area at risk”; LV - linker Ventrikel; | - farkt

Maus Behandlung mit| Alter bei Gewicht Herz| %AaR/LV %I/LV | %l/AaR
CD147- OoP

Maus 1 Antikorper 13 Wochen 0,119 46,48 13,38 30,61
Maus 2 Antikorper 13 Wochen 0,119 44,78 17,88 36,39
Maus 3 Antikorper 13 Wochen 0,119 60,21 14,35 22,41
Maus 4 Antikorper 16 Wochen 0,19 46,68 16,01 46,54
Maus 5 Antikorper 12 Wochen 0,11g 62,45 11,48 20,26
Maus 6 Antikorper 12 Wochen 0,19 55,44 7,0% 16,82
Maus 1 Isotyp 14 Wochen 0,139 61,7 36,21 59,25
Maus 2 Isotyp 14 Wochen 0,119 52,92 21,24 41,59
Maus 3 Isotyp 12 Wochen 0,129 45,66 44,46 96,9

Maus 4 Isotyp 15 Wochen 0,129 70,75 32,7 47,79
Maus 5 Isotyp 16 Wochen 0,19 71,28 31,6/6 47,78
Maus 6 Isotyp 12 Wochen 0,19 28,73 25,37 81,79
Maus 7 Isotyp 16 Wochen 0,19 74,73 41,91 54,5

Folgende mittlere Werte ergeben sich fur das VéamntginfarktgroRe zum Bereich der ,area
at risk” (%l/AaR):

- C57BI/6J, behandelt mit anti-CD147-Antikorper,28%6 + 5,07%
- C57BI/6J, behandelt mit CD147-Isotyp: 61,37 $5840(siehe Abb.34).
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Der Anteil des Infarktareals an der Flache deseimWentrikels (%l1/LV) betragt fir:

- C57BI/6J, behandelt mit anti-CD147-Antikorper,3&% + 0,99%
- C57BI/6J, behandelt mit CD147-Isotyp: 33,36% 3985 (siehe Abb.35).

Somit ist die Infarktgrof3e in Prozent sowohl zunkén Ventrikel als auch zur ,area at risk*
bei der mit anti-CD147-Antikdrper behandelten Greigmnifikant erniedrigt.
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Abb.34: Der prozentuale Anteil des Infarktgebietesan der Ausdehnung der ,area at
risk* ist bei den mit anti-CD147-Antikorper behandelten Mausen 24 Stunden nach
myokardialer Ischamie/Reperfusion signifikant verringert.

AaR — ,area at risk“; | — Infarkt; * - p<0,05
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Abb.35: Bezogen auf die Flache des linken Ventrikglist das Infarktareal bei mit anti-
CD147-Antikorper  behandelten Mausen 24 Stunden nach myokardialer
Ischamie/Reperfusion signifikant verringert.

| — Infarkt; LV — linker Ventrikel; * - p<0,05

Der Bereich der ,area at risk® hat einen mittlerémteil am linken Ventrikel von
(%AaR/LV):

- C57BI/6J, behandelt mit anti-CD147-Antikorper,62% + 3,58%
- C57BI/6J, behandelt mit CD147-Isotyp: 57,97% Y735.

Hiermit kann gezeigt werden, dass zwischen den ebeiGruppen kein signifikanter
Unterschied in der Ausdehnung der ,area at rislstéda (siehe Abb.36).
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52,67% + 3,58% 57,97%+ 3,97%
%Flache AaR
anti-CD147- Isotyp-
Antikorper %Flache AnaR kontrolle

Abb.36: Der prozentuale Anteil der ,area at risk" an der Flache des linken Ventrikels
weist keinen signifikanten Unterschied zwischen Veuchs- und Kontrollgruppe auf.
AaR — ,area at risk”; AnaR — ,area non at risk”

3.3.5.2. Zymographie
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Abb.37: Die MMP9-Aktivitdt im Myokard von anti-CD14 7-Antikorper behandelten
Mausen ist 24 Stunden nach Operation gegentber d&ontrollgruppe verringert.

MMP2- und MMP9-Aktivitdten von anti-CD147-AntikOrpebehandelten Mausen bzw.
Isotypkontrollen 24 Stunden nach myokardialer Istie@Reperfusion.

Wird bei der Auswertung die MMP-Aktivitat der Is@iyontrolle als 100% definiert, ist die
MMP9-Aktivitat der mit anti-CD147-Antikbrper behaeiten Mause dem gegenlber
verringert (45,54% + 19,06%). Die MMP2-Aktivitat idagegen annahernd gleich (92,9% +
15,69%). n=2

MMP — Matrix Metalloproteinase; 10D — integratediopl density
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3.3.5.3. HE-Farbung

Isotypkontrolle anti-CD147-Antikorper

Abb.38: Neben einer deutlich kleineren Infarktnarbe ist bei den mit anti-CD147-

Antikdrper behandelten Mausen eine geringere Dichtean Zellkernen im Infarktgebiet
erkennbar.

24 Stunden nach myokardialer Ischdmie und Reperiusurden die Mause euthanasiert und
das Herzgewebe fiir die histologische Untersuchuffigeaeitet.

3.3.6. Versuchsnummer 4

Es handelt sich um funf C57BI/6J-M&use, denen Sinade vor, sowie sechs und 18 Stunden
nach myokardialer Ischamie anti-CD147-Antikérperrabgeicht wurde. Darauf folgend
erhielten die Tiere den anti-CD147-Antikorper eimntaglich. Sieben Tage nach dem
chirurgischen Eingriff erfolgte eine Echokardiognag sowie Euthanasie und
InfarktgrofR3enbestimmung (siehe Tab.8).

Die Kontrollgruppe aus 4 C57BIl/6J-Mausen erfuhrsdlbe Behandlung — jedoch mit der
Isotypkontrolle.
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Tab.8: Allgemeine Daten dieser Versuchsnummer.

Maus Behandlung | Alter bei Operation Korpergewicht derGewicht Herz
mit CD147- Maus
Maus 1 Antikorper 15 Wochen 28,89 0,129
Maus 2 Antikorper 15 Wochen 29,29 0,119
Maus 3 Antikorper 12 Wochen 22,89 0,119
Maus 4 Antikorper 12 Wochen 23,79 0,11g
Maus 5 Antikorper 12 Wochen 20,49 0,169
Maus 1 Isotyp 15 Wochen 29,29 0,189
Maus 2 Isotyp 15 Wochen 26,39 0,129
Maus 3 Isotyp 15 Wochen 25,99 0,15g
Maus 4 Isotyp 15 Wochen 24,89 0,13g

3.3.6.1. Echokardiographie

Die echokardiographische Untersuchung dient unterdegem zur Messung der
endsystolischen und enddiastolischen Ventrikel##acnd der daraus resultierenden
linksventrikularen fraktionellen FaserverkirzungA@: fractional area change). Letztere
dient zur Quantifizierung einer moglicherweise eschrankten Herzpumpfunktion.

Die sonographische Untersuchung wurde jeweils aebtesn Tag nach myokardialer
Ischamie/Reperfusion durchgefuhrt (siehe Abb.39).

Pro Tier wurden drei unterschiedliche Einstellungewé&hlt, woraus das arithmetische Mittel
berechnet wurde (siehe Tab.9).
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Isotypkontrolle anti-CD147-Antikorper

Abb.39: Die Herzfunktion einer mit anti-CD147-AntikOrper behandelten Maus ist
sieben Tage nach Operation weniger stark eingeschnkit.

Echokardiographische Darstellung der HerzfunktionLiangsschnitt in der Diastole (oben)
und in der Systole (unten).

Tab.9: Darstellung der FAC-Einzelwerte aus Versuchsummer 4
FAC — ,fractional area change®; MW - arithmetischéittelwert; SEM - Standardfehler

CD147-Isotyp anti-CD147-Antikdrper

Maus 1| Maus2 MausB Maus|4 MausMaus 2| Maus 3| Maus 4| Maus 5

FAC | 19,08%]| 19,94% 26,58% 27,34% 58% 50,6068,83%] 29,88%] 53,04%

Fur das FAC ergeben sich im Mittel folgende Werte:

- C57BI/6J, behandelt mit anti-CD147-Antikorper, 32% + 6,5%
- C57BI/6J, behandelt mit CD147-Isotyp: 23,23% 1625.
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Demnach ist die Kontraktionskraft des Herzens magbkardialer Ischdmie/Reperfusion und
Behandlung mit CD147-Isotyp gegenuber anti-CD14Td&mper signifikant verschlechtert
(siehe Abb.40).
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Abb.40: Mit anti-CD147-Antikorper behandelte Mause haben sieben Tage nach

Operation eine signifikant weniger eingeschrénkte Idrzfunktion. Vergleichende

Darstellung des FAC bei C57BIl/6J-Mausen nach mydikber Ischamie/Reperfusion und
pharmakologischer Inhibierung von CD147.

AaR — ,area at risk”; FAC — ,fractional area chafige- Infarkt; * - p<0,05
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3.3.6.2. Infarktgréf3en

Tab.10: Einzelergebnisse der InfarktgroRenbestimmug.
AaR - ,area at risk“; LV - linker Ventrikel; | - fiarkt

Maus Behandlung mit CD147- %AaR/LV| %I/LV %I/AaR
Maus 1 Antikorper 60,87 21,52 34,4
Maus 2 Antikorper 30,22 6,58 30,71
Maus 3 Antikorper 28,27 2,35 11,43
Maus 4 Antikorper 42,71 17,16 43,55
Maus 5 Antikorper 57,71 11,26 21,31
Maus 1 Isotyp 63,87 41,74 54,14
Maus 2 Isotyp 41,56 19,72 56,27
Maus 3 Isotyp 33,12 14,21 39,04
Maus 4 Isotyp 68,29 34,82 50,4

Die Berechnung des prozentualen Anteils vom Intmhiet zur Flache der “area at risk”
erbrachte folgende Ergebnisse (%l/AaR):

- C57BI/6J, behandelt mit anti-CD147-Antikorper,28% + 6,84%

- C57BI/6J, behandelt mit CD147-Isotyp: 49,96% 8435 (siehe Abb.41).

60

50

40

%l/AaR

30

20

10

anti-CD147- Isotypkontrolle
Antikorper

Abb.41: Mit anti-CD147-Antikérper behandelte Mause haben sieben Tage nach
Operation ein signifikant geringeres Infarktareal.

Es wurde der mittlere Anteil des Infarktes zur Rgder AaR ins Verhaltnis gesetzt.

AaR — ,area at risk“; | — Infarkt; * - p<0,05
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Bei Betrachtung des Verhaltnisses von GroR3e deskids und Flache des linken Ventrikels,
erhalt man folgende Werte:

- C57BI/6J, behandelt mit CD147-Antikorper: 11,7%29%,18%
- C57BI/6J, behandelt mit CD147-Isotyp: 27,62% 4165 (siehe Abb.42).
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Abb.42: Der Anteil der Infarktausdehnung an der Fl&che des linken Ventrikels ist
sieben Tage nach myokardialer Ischamie/Reperfusiobei mit anti-CD147-Antikorper
behandelten Mausen signifikant geringer.

| — Infarkt; LV — linker Ventrikel; * - p<0,05

Die mitttlere Grol3e der ,area at risk* in Bezug Eléiche des linken Ventrikels betragt:

- C57BI/6J, behandelt mit CD147-Antikorper: 43,969%,79%
- C57BI/6J, behandelt mit CD147-Isotyp: 54,21% 969 (siehe Abb.43).
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51,71%=* 8,52% 43,96% + 6,79%
anti-CD147- %Flache AaR Isotyp-
Antikorper %Flache AnaR kontrolle

Abb.43: Die Areale der ischamischen Bereiche sindeb Versuchs- und Kontrollgruppe
nicht signifikant unterschiedlich.

Arithmetische Mittel der ,area at risk* bei C57BJMausen, die mit CD147-Antikérper oder
—Isotyp behandelt wurden,

AaR — ,area at risk“; AnaR — ,area non at risk”

Wahrend die Infarktflachen der mit CD147-Antikorferhandelten Mause im Verhéltnis zur

.area at risk" und linkem Ventrikel signifikant vergert sind, weisen die Ausdehnungen der
.area at risk“ bei Versuchs- und Kontrollgruppenressignifikanten Unterschiede auf.

Bei dieser Versuchsgruppe ist der Vergleich %l/Aaprasentativer als die Berechnung des
Verhaltnisses %I/LV. Die verschieden grof3en Ausdelgen der ,area at risk" kdnnen durch

abweichende Verlaufe der linken Koronararterierstetien.
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Abb.44: Mit langerer Dauer der Reperfusion bleiben die Infaktareale der Antikorper-
behandelten Mause nahezu unverandert, wohingegen chi die Infarktflachen der
Isotypkontrollen verringern.

Gegenuberstellung der prozentualen Infarktgrof3edeaneweiligen ,area at risk* nach 24
Stunden sowie sieben Tagen Reperfusionszeitraum.

AaR — ,area at risk”; | — Infarkt; * - p<0,05
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Abb.45: Mit abnehmender InfarktgroRe (%l/AaR) verbessert sch das FAC und somit
die Kontraktionskraft des Herzens.

Korrelation zwischen InfarktgrofR3e (%l1/AaR) und FAC.

AaR — ,area at risk”; FAC — ,fractional area chafide Infarkt

3.3.6.3. HE-Farbung

Isotypkontrolle anti-CD147-Antikorper

Abb.46: Bei den mit anti-CD147-Antikdrper behandelen Mausen ist sieben Tage nach
Operation eine verminderte Dichte an Zellkernen, d@ sich im Infarktgebiet befinden,
erkennbar.

Exemplarische Darstellung der Infarktrandzonen @%vBI/6J-Mausen nach myokardialer
Ischamie/Reperfusion sowie Behandlung mit anti-CDMtikbrper oder der
Isotypkontrolle.
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3.3.7. Versuchsnummer 5

Hierbei handelt es sich um sechs Cyjpause, die einer myokardialen Ischamie/Reperfusion
unterzogen und 24 Stunden spéater euthanasiert mjuwhe die InfarktgroRe zu bestimmen
(siehe Tab.11). Die Kontrollgruppe — bestehendreus CypA’*"Mausen — erhielt dieselbe

Behandlung.

3.3.7.1. Infarktgrof3en

Das berechnete Infarktareal (I) wird prozentual Eliche des linken Ventrikels (LV) und
zum ischamischen Gebiet (AaR) ins Verhéltnis gésetz

Tab.11: Allgemeine Daten der Versuchsnummer 5 sowieEinzelergebnisse der
myokardialen Ischamie/Reperfusion.

AaR — ,area at risk“; | — Infarkt; LV — linker Verikel
Maus Alter bei Operation Gewicht Herz| %AaR/LV | %l/LV | %l/AaR

CypA’ 94 15 Wochen 0,076 76,85 1045 12,63
CypA” 3 14 Wochen 0,082 56,25 16,01 3541
CypA” 4 14 Wochen 0,095 47,13 13,07 24,84
CypA” 5 14 Wochen 0,077 66,68 13,77 21,02
CypA’ 54 12 Wochen 0,088 54,67 13,91 25,47
CypA’ 26 14 Wochen 0,084 70,07 20,173 25,25
CypA™* 21 16 Wochen 0,11 81,09 25,77 30,78
CypA™* 32 18 Wochen 0,089 79,83 13,55 18,04
CypA™* 34 18 Wochen 0,084 65,61 28,76 44,38
CypA™* 35 18 Wochen 0,1 73,22 24,62 34,8

CypA™™* 39 18 Wochen 0,12 78,08 62,07 81,08
CypA™* 18 16 Wochen 0,092 41,3 13,00 40,48
CypA™* 19 16 Wochen 0,1 60,74 32,80 52,01
CypA™* 20 16 Wochen 0,102 51,58 31,79 58,65
CypA™* 21 16 Wochen 0,087 79,61 69,33 87,37

Der Anteil des Infarktes am Ischamiegebiet bet(@gtAaR):

- CypA’: 24,1% + 3,02%
- CypA'*: 49,73% + 7,62% (siehe Abb.47).
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Abb.47: Bezogen auf das Ischamiegebiet ist die InktgroBe der CypA’Maus
signifikant verringert.

Die Auswertung der Infarktareale erfolgte 24 Stundenach myokardialer
Ischamie/Reperfusion.

AaR —,area at risk”; | — Infarkt; * - p<0,05

Fur den linken Ventrikel ergibt sich folgender Irkanteil:

- CypA’: 14,59% + 1,43%
- CypA'™*: 33,53% + 6,54% (siehe Abb.48).
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Abb.48: Die InfarktgroRe im Verhéltnis zum linken Ventrikel ist bei der CypA”Maus
signifikant vermindert.

Bestimmung des Infarktanteils 24 Stunden nach myb&ier Ischamie/Reperfusion.

| — Infarkt; LV — linker Ventrikel; * - p<0,05

Wird der Anteil der ,area at risk* zur Gréf3e deskkn Ventrikels ins Verhdltnis gesetzt,
ergibt sich ein arithmetisches Mittel von (%AaR/LV)

- CypA”: 61,94% + 4,53%
- CypA™*: 67,9% + 4,74%.

Somit besteht zwischen den Mittelwerten der ,arda rigk® von Versuchs- und
Kontrollgruppe kein signifikanter Unterschied (sefbb.49).

Ahnliche Flachenausdehnungen der ,area at riskVarhaltnis zum linken Ventrikel deuten
auf eine hohe Standardisierung der Operationstledtini
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67,9% + 4,74% 61,94% + 4,53%

%Flache AaR
%Flache AnaR

CypA*"” CypA™

Abb.49: Die jeweiligen Ischamiegebiete sind bei Cy"Mausen und der Kontrollgruppe
nicht signifikant abweichend.

Bestimmung der ,area at risk* bezogen auf die Féadbs linken Ventrikels 24 Stunden nach
myokardialer Ischamie/Reperfusion.

AaR — ,area at risk”; AnaR — ,area non at risk”

3.3.7.2. HE-Farbung

CypA™* CypA”

Abb.50: Neben einer deutlich kleineren Infarktnarbe ist beiden CypA’Mausen eine
geringere Dichte an Zellkernen im Infarktgebiet erkennbar.

24 Stunden nach myokardialer Isch&dmie und Reperiusurden die Mause euthanasiert und
das Herzgewebe flr die histologische UntersuchumalgHE-Farbung aufbereitet.
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3.3.8. Versuchsnummer 6

Bei fiinf CypA”"Mausen wurde chirurgisch eine myokardiale Isch&Repérfusion erzeugt.
An Tag sieben erfolgte eine echokardiographischéetrduchung und anschlieend die
Euthanasie der Tiere und Infarktgrof3enbestimmuietpéstab.12).

Die aus sechs CypAMausen bestehende Kontrollgruppe wurde identistiamaelt.

Tab.12: Alilgemeine Daten der Versuchsnummer 6

Maus Alter bei Operation Korpergewicht der Maus| @btvHerz
CypA” 48 15 Wochen 24,1¢g 0,0999
CypA” 68 12 Wochen 20,8g 0,088g
CypA” 49 13 Wochen 18,59 0,072g
CypA” 50 13 Wochen 17,8g 0,07g
CypA” 75 12 Wochen 23,99 0,071g
CypA”* 59 12 Wochen 24,79 0,109g
CypA™* 61 12 Wochen 259 0,1g
CypA™* 62 12 Wochen 24.8g 0,095¢
CypA™* 52 13 Wochen 249 0,099g
CypA”* 53 13 Wochen 24,79 0,1g
CypA"* 31 12 Wochen 25,99 0,127¢

3.3.8.1. Echokardiographie

Die Bestimmung der linksventrikularen Verkirzunggfion (FAC - ,fractional area
change®) dient der Quantifizierung einer mdoglicheanktionsstdrung des Herzens nach
myokardialer Isch&dmie/Reperfusion. Das FAC wirdctiuplanimetrische Ausmessung der
enddiastolischen und endsystolischen Flachen dksriVentrikels errechnet (siehe Abb.51).
Die sonographische Untersuchung der Gruppe 6 ¢efadgeben Tage nach myokardialer
Ischamie/Reperfusion (siehe Tab.13).

Aufgrund von Tachykardie und dem haufigen Auftreteon Extrasystolen war die
echokardiographische Auswertung der Maus C§pal nicht moglich.
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CypA+/+

CypA™

Abb.51: Die linksventrikulare Verkiirzungsfraktion i st bei CypA’"Mausen sieben Tage
nach myokardialer Ischamie/Reperfusion weniger stk beeintrachtigt.

Echokardiographische Darstellung der Herzlangsachseer Diastole (obere Reihe) und in
der Systole (untere Reihe).

Tab.13: arithmetische Mittel des FAC.
Planimetrisch werden aus den echokardiographisgluémahmen die enddiastolischen sowie

endsystolischen Flachen der Langsachse ermittalf.ddesen Werten wird fur jede Maus der
Mittelwert des FAC berechnet.

FAC — ,fractional area change*

CypA-/- CypA+/+
Maus 48 68 49 50 75 59 61 64 52 53
%FAC | 28,93| 74,39 39,02 40,46 39,2 3543 26,73 20,9821| 22,93

31



ERGEBNISSE

Das arithmetische Mittel des FAC dieser Versuchsgelwbetragt:

- bei CypA”: 44,4% + 7,78%

- bei CypA™: 26,05% + 2,53% (siehe Abb.52).
60
50

40

%FAC

30
20

10

CypA™” CypA”™*

Abb.52: Die Herzfunktion der CypA”Mause ist sieben Tage nach myokardialer
Ischamie/Reperfusion gegentber der Kontrollgruppe ignifikant weniger eingeschrankt.
FAC — ,fractional area change®; * - p<0,05
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3.3.8.2. Infarktgréf3en

Tab.14: Einzelwerte der Infarktgré3enbestimmung.
AaR — ,area at risk; | — Infarkt; LV — linker Veikel

Maus %AaR/LV %I/LV %l/AaR
CypA’ 48 37,6 7,01 18,24
CypA’ 68 38,58 11,35 14,25
CypA’ 49 39,71 6,27 40,44
CypA’” 50 50,53 7,55 38,45
CypA’” 75 45,77 4,08 37,49
CypA™* 59 49,01 37,93 76,5
CypA”* 61 56,21 28,29 50,05
CypA™* 62 46,37 25,19 54,72
CypA™* 52 45,77 15,34 37,24
CypA™* 53 56,65 27,97 48,49
CypA™* 31 41,47 24,7 59,57

Bezogen auf die “area at risk” betragt die Infdédhe (%l/AaR):

- bei CypA": 29,77% + 5,58%
- bei CypA™: 54,43% + 5,37% (siehe Abb.53).

Verglichen mit Versuchsnummer 5 (siehe Abb.47) leegesich keine Unterschiede der
InfarktgroRen  zwischen 24 Stunden und sieben Tageach myokardialer
Ischamie/Reperfusion.

Mit zunehmendem Anteil der Infarktflache an derea@at risk” (%l1/AaR) verschlechtert sich
die linksventrikulare Verkurzungsfraktion (FAC).
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Abb.53: Die Infarktflache im Verhaltnis zur ,area at risk” ist bei CypA"'Mausen
signifikant verringert.

Die Bestimmung der Infarktgrof3en erfolgte sieben gela nach myokardialer
Ischamie/Reperfusion.

AaR — ,area at risk”; | — Infarkt; * - p<0,05

Wird der Anteil des Infarktes auf die Flache dedkdin Ventrikels berechnet, ergeben sich
folgende Werte (%I/LV):

- bei CypA": 7,25% + 1,18%
- bei CypA™: 26,57% + 2,97% (siehe Abb.54).
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Abb.54: Bezogen auf die Flache des linken Ventrikelist das Infarktareal bei CypA”
Mausen signifikant verringert.

Die Berechnung der InfarktgroBen erfolgte sieben geTanach myokardialer
Ischamie/Reperfusion.

| — Infarkt; LV — linker Ventrikel; * - p<0,05

Das Verhaltnis zwischen ,area at risk* und Flachs lihken Ventrikels betragt:

- bei CypA: 42,44% + 2,47%
- bei CypA™: 49,25% + 2,48%

Die Anteile der ,area at risk“ an der Flache detkéin Ventrikels ergeben zwischen CypA
Mausen und der Kontrollgruppe keinen signifikantsrierschied (siehe Abb.55).
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49,25% + 2,48% 42.44% + 2.47%
Cyp A+/+ %Flache AaR Cyp A-/-
%Flache AnaR

Abb.55: Die prozentualen Anteile der ,area at risk“am linken Ventrikel sind zwischen
Versuchs- und Kontrollgruppe nicht signifikant unterschiedlich.

Berechnung sieben Tage nach myokardialer IschampeifRusion.

AaR — ,area at risk”; AnaR — ,area non at risk”

3.3.8.3. HE-Farbung

CypA+/+ CypA-/-
Abb.56: Die Dichte an Zellkernen ist bei CypA'Mausen geringer als bei der
Wildtypkontrolle.

Darstellung der Infarktrandzonen sieben Tage nagbkardialer Ischamie/Reperfusion in der
HE-Farbung.
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4. DISKUSSION

Ziel dieser Studie ist es, Reparaturprozesse iaefagnes akuten Myokardinfarktes zu
begreifen und therapeutisch zu beeinflussen. Dghelen zellulare Entziindungsvorgange im
Infarktgebiet eine wichtige Rolle.

Die Hypothese der vorliegenden Arbeit besagt, dassCD147-CypA-System grof3en Antell
an der Initiierung dieser Entztindungsprozesse hat.

Zum einen wird intrazellulares CypA als Folge inflmatorischer Signale von den Zellen
sezerniertln vitro konnte auf Myozyten eine erhdhte Sekretion vonACgpch Hypoxie und
Reperfusion nachgewiesen werden (SEKO Y et al 2004)Vorarbeiten der eigenen
Arbeitsgruppe erfolgten immunhistochemische Untemsngen von humanen Herzbiopsien
nach einem akuten Infarkt. Dabei konnte eine edhOBxpression von CD147 auf
Kardiomyozyten festgestellt werden. Aul3erdem wuZgeA auf infiltrierenden Leukozyten
sowie Makrophagen vermehrt dargestellt (SEIZER Raletin Vorbereitung). Durch die
Bindung von CypA an CD147 wird die Entzindung vdlera tber die Induktion von
Zytokinen und Chemotaxis der Entziindungszellenrgefd. Zudem fuhrt auf Thrombozyten
befindliches CD147 Uber eine Thrombozyten-Monozytdaraktion zur Synthese von
Zytokinen in Monozyten (SCHMIDT R et al. 2008).

Zum anderen veranlasst CD147 die Produktion von KMRd 9 auf Fibroblasten und glatten
Muskelzellen. Aktivierte MMPs bauen entsprechen@rifSubstratspezifitdt Bestandteile der
Extrazellularen Matrix ab. Wir vermuten, dass MM&anmit eine wichtige Rolle in den
Remodelingprozessen nach Myokardinfarkt spielen.

In Vorarbeiten konnte bereits der Einfluss von CD1l4uf die MMP-Regulation in
atherosklerotischen Prozessen dargestellt werdeRNBDT R et al. 2007; SCHMIDT R et
al. 2006). Zudem konnte eine verstarkte Expressmm CD147 auf Monozyten nach dem
humanen Myokardinfarkt nachgewiesen werden (SCHM®Et al. 2006). Des Weiteren
gibt es eine Vielzahl von Publikationen, die die llRovon MMPs auf die
Remodelingvorgdnge nach Myokardinfarkt beleuchteeCHMIDT R et al. 2006;
VANHOUTTE et al. 2006; MATSUMURA S et al. 2005; ROWIIC AM et al. 2002).

Bisher wurde jedoch nicht der Einfluss von CD147 die CypA-vermittelte Migration von
Entztindungszellen bzw. auf die MMP-Expression nawiokardialer Ischamie/Reperfusion
untersucht. Durch das murine Modell der myokardialechdmie und Reperfusion ist es
maoglich diese Zusammenhange auchivo sichtbar zu machen.
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4.1. Zur Eignung des Maus-Myokardinfarktmodells

4.1.1. Die Maus als Versuchstier

Mit der Entwicklung von transgenen und Knockout-id&u ist der Anteil der Mause bei
Tierversuchen stark angestiegen. Zudem bietet sli8&@suchstier die Vorteile leichten
Handlings, geringen Platzbedarfs, kostengunstiggtuHg und Erndhrung sowie geringem
Medikamentenverbrauchs. Die Zucht der Mause wirdldiurze Tragezeiten und Grol3e der
Wiirfe erleichtert. Anatomisch besitzen die Herzem Wlensch und Maus im Aufbau der
Ventrikel und im Verlauf der Koronargefal3e viele nd@nsamkeiten. Somit wurde das
Schwein, welches dem Verhaltnis Herz zu Koérpergetvilem des Menschen am ehesten
entspricht, fast vollstandig durch Nagetiere etsetz

Beim Vergleich des Verlaufs der Entzindungsreaktrath einem Myokardinfarkt bei
Mausen und groRBeren Saugetieren fallen Unterschigdgle Mause bilden schneller
Granulationsgewebe, besitzen eine geringere Médidgle und eine weniger stark
ausgepragte Angiogenese. Insgesamt aber teileRrd®indungsantworten bei Mausen und
groReren Saugetieren viele gemeinsame Kriteriengass das Versuchstier Maus fir den
Vergleich zum humanen Myokardinfarkt geeignet EYWALD O et al. 2004).

Das Modell der myokardialen Ischamie/ReperfusionchuLigatur einer Koronararterie
wurde erstmals 1978 bei Mausen durchgefiuihrt (ZOLREXA AG und KOGAN ME
1978). Inzwischen ist eine Reihe von Publikationdie, dieses Modell nutzten, erschienen.
Auffallend ist die groRe Varianz der Infarktgrof3@mischen den Studien: Infarktareale haben
eine Flache zwischen 8% und 55% im Verhaltnis zimkeh Ventrikel (DU XM et al. 2000;
GAO XM et al. 2000; SAM F et al. 2000). Auch innaltineiner Studie kdnnen die ermittelten
InfarktgroRen stark schwanken, so dass, basiengindea InfarktgréRe, Subgruppen gebildet
werden (SAM F et al. 2000). Diese Varianzen konderch unterschiedliche Mausstdamme
oder verschiedene Techniken der Operation verursash. Minimale Abweichungen beim
Setzen der Ligatur sowie unterschiedliche VerlaégeKoronararterien kdnnen ursachlich fur
die Heterogenitat der Infarkte innerhalb einer Geugein. MICHAEL et al. unterscheiden
zwei Gruppen des Verlaufs der murinen LAD (siehé Alg). In der ersten Gruppe verlauft
die LAD als einzelnes Hauptgefal3, welches nur kl@ibgehende Arterienaste besitzt. Gruppe
zwei beinhaltet jene Herzen, bei denen sich die LaAdébald in zwei ahnlich starke Arterien
aufzweigt (MICHAEL LH et al. 1995). Ist daher numeAst der LAD von der Ligatur
betroffen, bleibt das Versorgungsgebiet des zweltstes von der Ischdmie verschont, so
dass die ,area at risk” insgesamt kleiner ausfallt.
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Abb.57: Mogliche Normvarianten der LAD: Wahrend bei den oben dargestellten Herzen
eine einzelne Arterie mit kleinen Abgangen vorhanid¢, verzweigt sich diese bei den unten
aufgefuhrten Herzen in zwei Hauptaste (aus MICHAHEL et al. 1995).

Um die InfarktgréRe verschiedener Gruppen vergsclzu konnen, bietet sich die

Berechnung der ,area at risk“ an. Diese Komponseteht die Region dar, die potentiell vom

Infarkt gefahrdet ist. Wird die Infarktgrol3e zué€he der ,area at risk* ins Verhaltnis gesetzt
(%l/AaR), konnen Heterogenitaten, die durch untaestlichen Verlauf der KoronargefalRe

oder durch die chirurgische Technik bedingt sintsgeglichen werden. Dieser Wert ist somit
reprasentativer als das Verhaltnis %I/LV und ertadkn Vergleich der verschiedenen

Versuchsgruppen.
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Tierversuche haben eine enorme Bedeutung fur dastarelinis von Remodelingprozessen
nach einem akuten Myokardinfarkt. SWIRSKI et alnkten im Mausmodell nachweisen,
dass Monozyten nach Myokardinfarkt aus der Milzdas Herzgewebe migrieren. Dieser
Vorgang konnte beim Myokardinfarkt einer splenekimen Maus nicht wiederholt werden
(SWIRSKI FK et al. 2009). Somit spielt nicht nursdelerzgewebe beim Remodeling eine
wichtige Rolle sondern der gesamte Organismus.elkemplexen Reparaturvorgange simd
vitro nicht nachvollziehbar und kénnen nur direkt amzdaruntersucht werden. Da auch ein
explantiertes Herz nicht die Komplexitat des Orgamis widerspiegeln kann, scheidet diese
Untersuchung aus. Somit bleibt dervivo-Versuch des Myokardinfarktes an der Maus, der
dem humanen System stark ahnelt. Des Weiterent l@etesolcher Tierversuch vielféltige
Auswertungsmoglichkeiten, wie  Echokardiographiégmbdynamische Untersuchungen,
Histologie und Zymographie.

4.1.2. Das Modell der myokardialen Ischamie/Repé@ission

Ein Myokardinfarkt entsteht zumeist infolge der dimbose eines Koronargefal3es, wodurch
das betroffene Myokard ischamisch wird. Die Folioel sNekrosen mit Remodelingprozessen
sowie Einschrankungen der Herzfunktion. Diese kexgh Vorgange konnen nur
eingeschrénkt an einzelnen Zellen oder isoliertengendorff-Herzen imitiert werden. Daher
wurden Tiermodelle entwickelt, um die Pathophysyedoeines Myokardinfarktes zu klaren
und Therapieansétze zur Verringerung dieser Spaikkationen zu finden. Jedoch kdnnen
auch im Tiermodell nicht alle beeinflussenden Feoberlcksichtigt werden. Zum einen
kénnen Risikofaktoren fur einen Myokardinfarkt, vidékotinabusus, Bewegungsmangel oder
Diabetes mellitus nur bedingt in eine Studie in@grwerden. Zum anderen kann die
Pathogenese eines Myokardinfarktes chirurgischt iatrekt imitiert werden. Sowohl bei der
Okklusion durch Ligatur, als auch durch Kryotecheikolgt die Einwirkung von auf3en.
Somit wird die dem Infarkt vorausgehende Pathomggie der Plaque- und
Thrombenbildung nicht nachgeahmt. Nebeneffekte, wia bereits atherosklerotisch
eingeengtes Gefalllumen werden nicht berticksichiigise Vorgédnge kdnnen jedoch auch
Einfluss auf die Reparaturprozesse haben.

In dieser Studie wurde eine Ischdmiedauer von 3(hudMn mit anschlieRendem
Reperfusionszeitraum von 24 Stunden bzw. sieberemTggwahlt. MICHAEL et al. konnten
darstellen, dass sich der Anteil des Infarkts an,deea at risk” durch Wiederherstellung des
Blutflusses nach Ischamie verringert. Wahrend drdarktgro3e nach permanenter
24stundiger Okklusion 68,6% betragt, verringertssah bei einer einstiindigen Ischamie mit
nachfolgender Reperfusion auf 44,5%. Betragt dibdmiedauer 30 Minuten sinkt die Grol3e
des Infarkts um weitere zehn Prozent (MICHAEL LHaét1995). Da zwischen 30 Minuten
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und einer Stunde Ischamie nur geringe Unterschiedéglich der entstehenden InfarktgrofRe
vorhanden sind, wurde in dieser Studie die kirksrkamiedauer gewahlt, um die Belastung
fur die Versuchstiere moglichst gering zu halten.

In einem murinen Modell unilateraler cerebralethBamie wurden bezlglich Infarktgrof3en
sowie Gewebeverlusten keine signifikanten Unteestdi zwischen mannlichen und
weiblichen Tieren festgestellt (ZHU C et al. 200Varversuche der eigenen Arbeitsgruppe
zu myokardialer Ischamie/Reperfusion bestatigtesealiErkenntnisse. Daher werden sowohl
mannliche als auch weibliche CDI47CypA’ und Wildtypméause in die Versuchsgruppen
dieser Studie eingeschlossen.

Bei der Durchflihrung dieses chirurgischen Eingsifiet die Standardisierung der Operation
notwendig. Somit sollten Anasthesie, Analgesie, ddadler Okklusionen, Alter und
Geschlecht der Versuchstiere sowie Korpertemperatuwahrend der Operation
Ubereinstimmen (MIKI T et al. 1998; JENNINGS et 4960). Des Weiteren hat die
Lokalisation der gesetzten Ligatur einen entschelda Einfluss auf die entstehende
InfarktgroRe. Damit werden folglich auch die Flacter ,area at risk“ sowie Uberlebensrate
und Hamodynamik des Herzens beeinflusst (DEGABRIEIME et al. 2004).

Obwohl viele pathophysiologische Mechanismen eidgokardinfarktes nicht imitiert
werden kénnen, bietet das Tiermodell bei exaktan&irdisierung und préaziser Platzierung
der Ligatur reproduzierbare Ergebnisse.
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4.1.3. Die Echokardiographie zur quantifizierenda Charakterisierung der
myokardialen Ischamie/Reperfusion

Die echokardiographische Messung des ,fractiored @hange” erfolgte in dieser Studie
planimetrisch an den B-Mode-Aufnahmen. Daflr wurdenBewegungen des murinen
Herzens in der Langsachse dargestellt. Aus diesémaAmen waren die enddiastolischen
und endsystolischen Flachen bestimmbar. Bei didgerfiahren wurden standardisierte
Grundeinstellungen gewahlt. Durch Darstellung derztingsachse konnten auch kleinere
Infarkte erfasst werden.

Messungen im M-Mode blieben unberticksichtigt, galdfarktgebiete nicht zwingend in der
Region der daflr standardisierten Schnittebenehe§UEHIRO et al. konnten eingehend
darlegen, dass die planimetrische Analyse der 2ipEardiographie nach muriner
myokardialer Ischdmie/Reperfusion der des M-Modéladn tberlegen ist. Auch hier wurde
die ,fractional area change” (FAC) durch planimsthe Ausmessung von enddiastolischer
sowie endsystolischer Flache des linken Ventriketsittelt. Allerdings werden die
Aufnahmen und damit auch die planimetrischen Auseomggen durch Zugabe eines
Kontrastmittels optimiert (SUEHIRO K et al. 2001).

Auf Ausmessungen 24 Stunden nach Infarkt wurdeeseit Studie verzichtet. Zum einen
hatten Anfahrt und Untersuchung eine zu grol3e §iisdastung fur die Tiere bedeutet, zum
anderen ist die Funktionsstérung des Herzens n&a&tuhden noch nicht voll ausgepragt.
Geringe Einschrankungen der Wandbewegung konntean dilyperkontraktilitat der
gegeniberliegenden Wand ausgeglichen werden. NetobnsTagen Reperfusionsdauer sind
Remodelingprozesse des Herzens fortgeschrittenelagsen sich eher darstellen (KANNO S
et al. 2002).

KANNO et al. verglichen zudem die Korrelation zwist der histologisch ermittelten
InfarktgréRe und dem per 2D-Echokardiographie besten enddiastolischen sowie —
systolischen Volumen des linken Ventrikels. Diesbedtsgruppe konnte darlegen, dass die
2D-Echokardiographie eine hervorragende nichtinmaguantitative Charakterisierung der
Remodelingprozesse nach muriner myokardialer Isa&waperfusion ermoglicht. Dabel
ahnelten die murinen Veranderungen der Herzfunkdemen des Menschen (KANNO S et al.
2002).
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4.2. Zur Anwendung des Maus-Myokardinfarkt-Modells

4.2.1. Komplikationsmaoglichkeiten

Komplikationen, die wahrend des chirurgischen Hffeg auftreten kdnnen, sind zum einen
starke Blutverluste und zum anderen Arrhythmien.

Das Blutvolumen bei Mausen betragt 70-80ml pro Kggergewicht. Somit wirde eine

Maus mit 25g Korpermasse eine Blutmenge von 1,7esitben. Geringe Blutverluste bis
10% des Gesamtvolumens, wie durch EinstichlocherMgokard oder durch stumpfes
Trennen des subkutanen Fettgewebes bleiben ohreniekungen. Bei 15-20% Blutverlust
wird von mittelgradigen Blutungen gesprochen. Smstehen durch Verletzungen von
BlutgefaRen des Perikards oder Koronarvenen. Swersachen deutliche Nebenwirkungen,
wie starken Blutdruckabfall und Abnahme des Hamioigigehalts im Blut. Hochgradige
Blutungen, die mehr als 20% des Gesamtvolumens aaisn, sind durch entstehende
Hypovolamie und Schockzustanden lebensbedrohershcble einer hochgradigen Blutung
kann die Verletzung der LAD oder der Vena thoraantarna sein (www.tierschutz-tvt.de).
Arrhythmien entstehen meist wenige Minuten nachs&iren der Ischamie, seltener bei
Beginn der Reperfusion. Sie kénnen Kammerflimmera einen Herzstillstand auslosen.
Aszites kann nichtinfektios durch die mittels chgischen Myokardinfarkts ausgeloste
Herzinsuffizienz bedingt sein. Die infektiose Forder Aszites kann durch kleinste
Verunreinigungen der Injektionskantle bei intrajmerealen Arzneimittelgaben verursacht
werden. Da in dieser Studie wiederholt intrapeetde Behandlungen durchgefihrt werden
(Narkosen, anti-CD147-Antikorper bzw. Isotypkonkeplund somit die Gefahr des infektios
bedingten Aszites steigt, wurde besonderer Werstuiles Arbeiten gelegt.
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4.2.2. Die heterozygot defiziente CD1&¥Maus als Modellspezifitat

Da die homozygot defiziente CD147-Maus schwieriggidahten ist, beschrankten wir uns in
der vorliegenden Arbeit auf die Untersuchung detetozygot defizienten CD147-Maus
(CD147"). Diese weist im Phanotyp keine Differenzen zunidéyp auf.

In unserer Arbeitsgruppe konnte auf Ebene der miriNder quantitativen PCR ein deutlicher
Unterschied der CD147-Expression in der Milz naetigeen werden (CD147: 100%;
CD147": 37,5% + 0,5%)

Zudem konnte in Milzgeweben von CDI4mMausen mittels Western Blot eine
Minderexpression von CD147 auf Proteinebene gezeigtden (SEIZER P et al., in
Vorbereitung).

In der immunhistochemischen anti-CD147-Farbung wurd Leber und Milz verminderte
Expressionen, in Herz, Gehirn und Niere jedoch ladiweichendes Vorkommen von CD147
im Vergleich zur Wildtypmaus festgestellt.

Da eine CD147-Defizienz der unbehandelten CDIM&us nachweisbar ist, wurde in dieser
Studie der Einfluss der Heterozygose auf die Infteamion nach myokardialer
Ischamie/Reperfusion untersucht. Wéahrend 24 Stumdeh dem chirurgischen Eingriff nur
ein Trend erkennbar ist, kann sieben Tage nachddpereine signifikante Verringerung der
Infarktgrof3e beobachtet werden. Dieses Ergebnid vitr der echokardiographischen
Untersuchung der Herzfunktion bestétigt. Das Ausd&f¥unktionseinschrankung ist bei der
heterozygot defizienten Maus ebenfalls vermindert.

Die Standardisierung der Operationstechnik wirdcdudie nahezu Ubereinstimmenden
Flachen der ,area at risk® deutlich. Somit ist ewm iModell der myokardialen
Ischéamie/Reperfusion bei der Maus mdglich, die tugaler LAD an definierter Stelle zu
setzen, um eine Ubereinstimmende ischamische Regionerzeugen. Diese exakte
Positionierung der Ligatur wurde von AHN et al. alstscheidend beschrieben, um einen
vergleichbaren Infarktbereich zu erhalten (AHN leR804).

Weitergehende Untersuchungen unserer Arbeitsgrikppaten anhand HE-Farbungen der
Infarktrandzonen einen signifikanten Unterschiedder Zelldichte der Infarktrandzonen
zeigen (SEIZER P et al., in Vorbereitung).

YOUKER KA et al. konnten darstellen, dass die Zamgschen Infarkt und lebensfahigem
Gewebe die intensivsten inflammatorischen Reaktiangéweist (YOUKER KA et al. 1994).
Somit wurden die Auswertungen auf dieses Gebieathraakt.
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Die Zellzahl betragt:

Nach 24 Stunden Reperfusion bei CDT14B437/mm?2 + 491/mm?
CD147": 18385/mm? + 662/mm2.
Nach 7 Tagen Reperfusion bei CDI274638/mm?2 + 257/mm?2
DCA7": 6853/mm? + 296/mm?.

Immunhistochemische Untersuchungen der Infarktzoren CD147"Mausen zeigten
gegeniber der Wildtypkontrolle ein verringertes theten von Makrophagen, T-Zellen,
neutrophilen Granulozyten und MMP9-positiven Zel(8EIZER P et al., in Vorbereitung).
Bei Betrachtung der Einzelwerte von Infarktgrof3ew lAnzahl migrierender Zellen ist eine
Wechselbeziehung dieser beiden Parameter erke(siehe Abb.58).

Es wird erkenntlich, dass die GroRRe des Infarktesdirektem Bezug zur Anzahl der
einwandernden Zellen steht.

Anhand dieser Untersuchungsergebnisse kann jededte kAussage dariiber getroffen
werden, ob die Vielzahl der in das Inflammationsgemigrierenden Zellen Einfluss auf die
entstehende Grof3e des Infarktes hat. Ebenso kdnmdk die Infarktflache die Anzahl
einwandernder Zellen bestimmen.

Bezogen auf die Anzahl migrierender Zellen 24 Sa&imdnach myokardialer
Ischamie/Reperfusion ist nach sieben Tagen einellRied der Zellzahl feststellbar.

Bisher existieren keine Erkenntnisse Uber den &ssfleiner CD147-Defizienz auf die
InfarktgroRe. Dagegen sind die Konsequenzen einBPR4 bzw. MMP9-Knockouts im
murinen Modell der myokardialen Ischamie/Reperfasioereits mehrfach beschrieben.
ROMANIC et al. fuhrten diesen chirurgischen Eingridei MMP9-defizienten Mausen
(MMP9™ durch. Bei einer Ischamiedauer von 30 Minuten 2é&tunden Reperfusion ist der
Anteil des Infarkts an der ,area at risk* bei MMP@ausen gegeniber der Wildtypkontrolle
signifikant verringert. Durch immunhistochemischédrifungen und Untersuchung der
Myeloperoxidase-Aktivitat konnten ROMANIC et al. rdeellen, dass die Anzahl
eingewanderter neutrophiler Granulozyten bei MMP@ausen signifikant vermindert ist
(ROMANIC AM et al. 2002). Bei permanenter Okklusidar LAD stellten LINDSEY et al.
bei vergleichbarer Mortalitat und InfarktgréRe eneeluzierte Infiltration von Makrophagen
bei MMP9™ Mausen fest. Des Weiteren sind die Funktionseidsdtungen des linken
Ventrikels sieben Tage nach myokardialer Ischanapérfusion geringer und die einsetzende
Angiogenese besser verteilt sowie ausgepragterIBIRY ML et al. 2005).

Eine permanente Okklusion der LAD bei MMP2-defizean Mausen (MMP‘Q) fuhrt bei
vergleichbarer InfarktgroRe zu einer verringertemz#&hl von Ventrikelrupturen und
geringerer Einschrankung der Herzpumpfunktion (HAHDANI S et al. 2003). Dass
CD147 in seiner Funktion als Regulator verschieden®MPs abhangig von seinem
Vorkommen ebenfalls Einfluss auf die Remodelingpese nach einem Myokardinfarkt
haben kann, ist somit anzunehmen. In der zymogsapln Untersuchung des Herzgewebes
unbehandelter Mause zeigte die CDT4Faus eine verringerte MMP9-Aktivitat. 24 Stunden
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nach Operation sind die MMP9- und MMP2-Aktivitatdmei CD147"Mausen und
Wildtypkontrollen zwar deutlich hochreguliert, abannahernd identisch. Ein mdglicher
Grund dafur kann sein, dass das gesamte Herz &&eduntersuchung lysiert wurde. Da
ausschliel3lich der linke Ventrikel vom Infarkt lodfen ist, konnte das Lysat der linken
Ventrikelwand deutlichere Ergebnisse liefern. Zudemissten eine grof3ere Anzahl von
Mausen auf ihre MMP-Aktivitdten im Myokard unterbtiaverden, um eine reprasentative
Aussage treffen zu kénnen. TAO et al. beschreilmmReak der MMP9-Aktivitat vier Tage
und der MMP2-Aktivitat sieben Tage nach myokardiddgehamie/Reperfusion (TAO Z et al.
2003). Somit ist fraglich, inwieweit die MMP-Aktitédt einen Einfluss auf die Infarktgréf3e 24
Stunden nach Operation hat. Vielmehr scheinen sp&emodelingvorgange durch MMP-
Aktivitat reguliert zu werden. Es ist moglich, dalis Flache des Infarkts zunachst durch die
Menge migrierender Entziindungszellen bestimmt windl CypA als Chemoattraktant in
diesem Prozess die grol3ere Rolle spielt.

4.2.3. Der anti-CD147-Antikorper zur modellspezischen Behandlung

Cyclophiline werden ubiquitar sezerniert und vderal in Inflammationsgebieten in groRRer
Menge vorgefunden. CD147 wird als Signalrezeptar ditrazellulares CypA vermutet
(YURCHENKO V et al. 2001). Dessen Expression auf ukazyten ist in
Entztndungsregionen ebenfalls erhéht (DAMSKER JMakt 2007). Somit kdnnte ein
Zusammenhang zwischen extrazellularen Cyclophilimiem Expression von CD147 und der
Entzindungsantwort bestehen. Die CypA-CD147-Intevakkdnnte demnach direkt zur
Inflammation beitragen und die Remodelingprozesssentlich beeinflussen.

DAMSKER et al. untersuchtem vitro den Einfluss des CD147-CypA-Systems auf die
Chemotaxis von Leukozyten der Maus. Durch Anwendules murinen anti-CD147-
Antikdrpers in der Boyden Chamber versuchten seeddrch CypA induzierte Migration von
Leukozyten zu stoppen. Tatsachlich wurde die Migratvon neutrophilen Granulozyten,
Monozyten und CD% T-Zellen reduziert. Jedoch konnte eine weitere CDEdnktion,
namlich Induktion bestimmter MMPs, durch den munidtikorper nicht gehemmt werden.
Durch die Anwesenheit des anti-CD147-Antikorpersdeudie Sekretion von Pro-MMP9 auf
murinen Fibroblasten nicht beeinflusst. DAMSKER att vermuten daher, dass fir diese
beiden Funktionen von CD147 unterschiedliche Domédes transmembranalen Proteins
zustandig sind. Somit lasst sich auch die Hemmuargcbdemotaktischen Funktion durch den
anti-CD147-Antikorper bei erhaltener MMP-Sekretiarklaren. In vivo konnte diese
Arbeitsgruppe durch Einsatz des anti-CD147-Antikdspbei der chronisch-entziindlichen
Arthritis der Maus die Inflammation vermindern urdinische Parameter verbessern
(DAMSKER JM et al. 2008).

GWINN et al. konntenin vitro nachweisen, dass die durch CypA ausgeldste Magraton
CD4" T-Zellen durch den anti-CD147-Antikdrper verringetird. Zudem wurde im murinen
Asthmamodell die Einwanderung von eosinophilen Gl@yten und CDZ% T-Zellen ins
entziindete Lungengewebe reduziert (GWINN WM e2606).

Eine weitere Arbeitsgruppe konnte zeigen, dassMigration von murinen neutrophilen
Granulozyten in der Boyden Chamber abhéngig vorbdsierung des eingesetzten CypA ist.
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Diese Migration wird ebenfalls durch den anti-CDAdmikorper gehemmt. Bei Einsatz eines
anderen Chemoattraktants ist diese InhibierungWigration nicht vorzufinden. Somit kann
festgestellt werden, dass die Hemmung durch darCan47-Antikérper spezifisch auf die
CypA-CD147-Interaktion wirkt. Auch in dieser Studsrd der Antikdrperin vivo getestet:
Im Mausmodell der akuten Lungenentzindung konnte thfiltration neutrophiler
Granulozyten verringert werden (ARORA K et al. 2D0

In der vorliegenden Studie untersuchten wir derfl&ss des anti-CD147-Antikdrpers auf die
Remodelingprozesse nach muriner myokardialer Isa&waperfusion. Dazu wurde eine
Gruppe C57Bl/6J-Mause nach dem bereits aufgefihmotokoll mit dem Antikorper
behandelt. Die Kontrollgruppe erhielt zu den ergspenden Zeitpunkten die Isotypkontrolle.
Die Behandlung mit anti-CD147-Antikorper fihrte s@w nach 24 Stunden, als auch nach
sieben Tagen zu einer signifikanten Reduktion céarktgrofe. Auch die Funktion des
Herzens war bei den Mausen, denen der Antikdrperbveicht wurde sieben Tage nach dem
chirurgischen Eingriff signifikant weniger einges&hkt. Zudem wurden 24 Stunden nach
Operation die MMP-Aktivitdten im Herzgewebe untetstu Wéahrend bei der MMP2-
Aktivitat kein deutlicher Unterschied zwischen Aditiper- und Isotyp-behandelten Mausen
erkennbar war, war der Mittelwert der MMP9-Aktivea bei den Mausen, denen der anti-
CD147-Antikorper injiziert wurde, verringert. Dabest allerdings anzumerken, dass
Differenzen in der Auspragung der MMP9-Aktivitatider Mause vorzufinden waren. Fur
eine gesicherte Aussage mussten weitere Mausesuokgwerden.
In weitergehenden Untersuchungen unserer Arbejpgrikonnte zudem eine signifikant
geringere Zelldichte in der Infarktrandzone bei ikditper-behandelten Mausen festgestellt
werden. Hierbei korreliert die Anzahl der Zellent mer jeweiligen Flache des Infarkts (siehe
Abb.58).
Die Zellzahl betragt nach 24 Stunden:

bei C57BI/6J, behandelt mit anti CD147-Antikérd2690/mm?2 £ 1389/mm?

bei C57BI/6J, behandelt mit CD147-Isotyp 20202/mm? = 865/mm?.
Sieben Tage nach myokardialer Ischamie/Reperfustdnlgende Zellzahl erkennbar:

bei C57BI/6J, behandelt mit anti CD147-Antikérn3699/mmz2 + 399/mm?

bei C57BI/6J, behandelt mit der Isotypkontrdl864/mm2 + 469/mm?
(SEIZER P et al., in Vorbereitung).
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Abb.58: Korrelation zwischen Infarktgrof3e sowie lirksventrikularer Herzfunktion und
Anzahl der Zellen in der Infarktrandzone.
(aus SEIZER P et al, in Vorbereitung).

Immunzytologische Auswertungen bestatigten, dassutroghile Granulozyten und
Makrophagen die hauptsachlichen Zelltypen sindclaein die Infarktrandzone wandern und
durch den anti-CD147-Antikorper inhibiert werdere(BER P et al., in Vorbereitung).

Dass der anti-CD147-Antikérper die durch CypA ingue Chemotaxis von
Entziindungszellen hemmt, wurde vitro bereits mehrmals nachgewiesen. Vergleichbar zu
den bereits aufgefuhrten vivo-Modellen kann auch in dem vorliegenden murinen &llod
der myokardialen Ischamie/Reperfusion ein Einfludss Antikorpers auf die in das
Inflammationsgebiet einwandernden Zellen gezeigtrdere. Des Weiteren werden
Konsequenzen eines Infarktes, wie Gewebsnekrosed Euanktionseinschrankungen
gemindert.

ARORA et al. konnten nachweisen, dass der anti-GBPAdtikorper spezifisch die durch das
EMMPIN-CypA-System induzierte Zellmigration hemmtRORA K et al. 2005). Somit sind
vermutlich die einwandernden Entzindungszellen aniggh fir die Remodelingprozesse
nach myokardialer Ischamie/Reperfusion, die diarktfyro3e und Funktionseinschrankung
bestimmen. Dass der Antikérper auch Einfluss aefAlktivitat von MMP9 bzw. MMP2 hat,
konnte in dieser Studie weder bekraftigt noch asgessen werden.
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4.2.4. Die Cyclophilin A-Knockout-Maus als Modebpezifitat

CypA befindet sich intrazellular, kann aber infolgeflammatorischer Stimuli in den
extrazellularen Raum sezerniert werden, wo es laésr©attraktant gegentiber Monozyten, T-
Zellen sowie neutrophilen und eosinophilen Grangtiez wirkt (JIN ZG et al. 2000;
SHERRY B et al. 1992; XU Q et al. 1992).

In der vorliegenden Studie konnte dargestellt werdéass homozygot defiziente CypA-
Mause (CypA) neben Kkleineren Infarktarealen auch geringeresdhirinkungen der
linksventrikularen Kontraktilidt nach myokardialdschamie/Reperfusion aufweisen. In
weitergehenden Untersuchungen unserer Arbeitsgrugpente bei den homozygot
defizienten CypA-Mausen (CypA sowohl 24 Stunden als auch sieben Tage nach
myokardialer Ischamie/Reperfusion eine signifikanerringerte Zelldichte in den
Infarktrandzonen ermittelt werden. Die Zellzahlrigt nach 24 Stunden:

CypA™: 13936,13/mrh+ 955,24/mm?2

CypA™*: 24672,32/mm2 + 1101,9/mmz2.

Nach einer Reperfusionsdauer von sieben Tagen &dolgende Zellzahl ermittelt werden:
CypA™”: 3969,15/mm+ 112,69/mm?

CypA™*: 5672,71/mm? + 359,94/mm?2 (SEIZER P et al., inbéoeitung).

Diese Ergebnisse zeigen Ubereinstimmungen mit ekigelich veroffentlichten Studie
beziglich der Rolle von CypA im Verlauf vaskulaikrankungen. SATOH et al. konnten
darlegen, dass bei CypMausen infolge Angiotensinll-Zufuhr signifikant wiger
Aneurysmen entstehen. Zudem st in diesen Arealéme esignifikant verringerte
Akkumulation von Entztindungszellen zu beobacht&T(3H K et al. 2009).

Zuvor stellte dieselbe Arbeitsgruppe fest, dass CypA-Expression zwei Wochen nach
Ligatur der Arteria carotis mit dem Ausmald der Hybesie von Gefaldintima und Media
korreliert. Des Weiteren entwickelten CypMause geringer ausgepragte Hyperplasien sowie
eine signifikant verringerte Infiltration des Inflemationsgebietes mit Entzindungszellen
(SATOH K et al. 2008).

Parallelen zu den Erkenntnissen aus der vorliegeAdeeit sind in der Studie von ZHU et al.
aufzufinden. Nach unilateraler cerebraler Ischangesten CypA Mause signifikant kleinere
Infarktgebiete und verminderte Gewebeverluste Bef. Autor erklart den neuroprotektiven
Effekt der CypA-Defizienz mit verringerten Interetkien zwischen CypA und AIlF
(,apoptosis-inducing factor”), welche Chromatinaysnd Zellapoptosen hervorrufen (ZHU
C et al. 2007). Der potentielle Einfluss migrieren&ntziindungszellen auf die Infarktgrél3e
bleibt in dieser Studie unberiicksichtigt.

Da vergleichbare Effekte nach myokardialer Isch&Reperfusion bei der CypAMaus, der
CD147""Maus und der mit antiCD147-Antikorper-behandeltemul! auftreten, bekraftigt
sich die Hypothese, dass die durch das CD147-Cyyp#tem vermittelte Einwanderung von
Entzindungszellen die Grundlage myokardialen Isigschadens darstellt.
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4.3. Limitationen dieser Modellstudie

Obwohl die vorliegende Arbeit aussagekraftige Engete liefert, ist es durchaus notwendig,
einige Durchfiihrungen zu optimieren.

Zunachst erfolgte die Charakterisierung der CDIMAus nur unzureichend. Um
Konklusionen zu treffen und diese eindeutig auf denetische Veranderung der Maus
zurtckfuhren zu konnen, ist es notwendig, das Alsnder CD147-Defizienz zu
guantifizieren.

Des Weiteren sind vor allem bei der Zymographie eénéhFallzahlen vonnéten, um die
Ergebnisse verifizieren zu kénnen. Dies ist inshdsce von Bedeutung, da nach unserer
Hypothese die Reduktion der Infarktgrof3e vorrangif den migrierenden Zellen und
weniger auf die Hochregulation der MMP-Aktivitatrbbt.

Zudem konnte die Echokardiographie durch praoperdtintersuchungen optimiert werden,
um die tatsédchliche Reduktion des FAC durch die kaydiale Ischamie/Reperfusion zu
bestimmen. Da das UKT Tubingen Uber kein solchesitGeerfligt, war die Durchfiihrung
dieser Untersuchungen aufgrund von Hygienebestinggruder Tierhaltung nicht méglich.
Pradisponierende Faktoren, wie Adipositas, Diabetedlitus, Nikotinabusus oder bereits
vorhandene atherosklerotische Veranderungen wedydedieser Studie nicht berticksichtigt.
Maogliche Einwirkungen dieser Faktoren auf das mydiede Remodeling sind somit nicht
ausgeschlossen.

Der von KATO et al. beobachtete Effekt der CD14%&ektin-Interaktion auf die
Entziindungsvorgange nach renaler Ischamie und Risper ist mdglicherweise auch in
dieser Studie ein entscheidender Einflussfaktor TRAN et al. 2009). Allerdings wurden
neutrophile Granulozyten der CDIAMaus bisher noch nicht auf ihr Bindungsverhalten
gegeniber E-Selektin untersucht. Somit konnte driekié Bindung an E-Selektin die
Migration férdern und eine wichtige Rolle im Inflamationsgeschehen spielen.
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4.4. Schlussfolgerungen

Ziel der vorliegenden Studie war es, den Einflugs €CD147-CypA-Systems auf die
Remodelingprozesse nach muriner myokardialer Isai&waperfusion zu evaluieren.

Es konnte zum einen sowohl an der heterozygot ChibfiZzienten Maus als auch durch
Zugabe eines anti-CD147-Antikdrpers gezeigt werdeass eine CD147-Defizienz die
Inflammationsprozesse zugunsten des Tieres regullerm anderen wirkte die CypA-
Defizienz  protektiv gegenuber Schaden des Herznaiskdurch myokardiale
Ischamie/Reperfusion bei der CypMaus.

Basierend auf diesen verschiedenen vivo Strategien der CD147-Hemmung wurde
dargestellt, dass durch Inhibierung eines CDl14&abigen Systems die Zellmigration
vermindert, die InfarktgroRe verringert und die diale Funktion verbessert wird.
Ubereinstimmende Effekte wurden nach myokardiadeh@mie/Reperfusion bei der CypA
Maus beobachtet.

CD147 ruft die Chemotaxis von Entzindungszellenr itdhe Interaktion mit CypA hervor
(BUKRINSKY MI 2002). Des Weiteren wird die Migratio von Leukozyten CD147-
abhangig durch direkte Bindung an den Adhéasionpterd=-Selektin beeinflusst (KATO N
et al. 2009).

In bereits aufgefiihrten Migrationsversuchen konimevitro nachgewiesen werden, dass
CypA CD147-abhangig die Migration verschiedenerzéndungszellen férdert. Sobald durch
den anti-CD147-Antikdrper ein Defizit an verfughai€D147 hervorgerufen wird, verringert
sich die Zellmigration. Im Asthmamodell sowie in danodellen chronisch entzindlicher
Arthritis und akuter Lungenentziindung konntervivo Inflammationsvorgange vermindert
und klinische Parameter verbessert werden (DAMSKERet al. 2008; GWINN WM et al.
2006; ARORA K et al. 2005). Unsere Hypothese beautitdiesen bereits sowainl vitro als
auch in vivo durchgefiuhrten Untersuchungen. Demnach wird imh&asgschen
Myokardgewebe durch inflammatorische Stimuli CypAden Extrazellularraum sezerniert
(SEKO Y et al. 2004; JIN ZG et al. 2000). Uber dSignalrezeptor CD147 werden
chemotaktische Signale freigegeben, die Entzindatigs anlocken. Durch ein CD147-
Defizit kommt es zur Reduktion des untergegangem@webes, wodurch sich die
InfarktgroRe verringert. Eine Minderung der Inféléthe fiihrt zu einer weniger
beeintrachtigten Ventrikelfunktion. Somit stellt edi durch CD147-CypA-Interaktion
hervorgerufene Leukozyteninfiltration eine wichtiGeundlage fur die durch Ischamie und
Reperfusion entstehenden myokardialen Schaden ee. Korrelationen zwischen
Ergebnissen der Echokardiographie und Infarktgro8ewie Anzahl der Zellen zur
InfarktgroRe verdeutlicht die Komplexitat des myakalen Remodelings. Somit beeinflusst
die Anzahl der in das Inflammationsgebiet migrieglem Zellen direkt die entstehende
InfarktgroRe. Diese wiederum steht in Zusammenkmaibgler Funktion des linken Ventrikels.
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Die Migration von Leukozyten spielt eine entschedie Rolle bei der Entstehung
myokardialer Schaden nach Ischamie und ReperfusltBAM und KOPECKY konnten in
Tiermodellen durch Inhibierung einzelner Adhéasieasptoren mittels monoklonaler
Antikdrper die Reperfusionsschaden minimieren (NMGA, KOPECKY SL 2002). Bei der
Anwendung am Menschen war diese Strategie jedanttt arfolgreich. Es wird deutlich, dass
Ergebnisse aus Tiermodellen nicht vollstdndig aeh dlenschen Ubertragbar sind. Des
Weiteren sollte ein therapeutisches Agens auf Wedene Faktoren, die am
Inflammationsprozess beteiligt sind, wirken. CD14@efindet sich sowohl auf
Entzindungszellen, als auch auf Kardiomyozyten. ifis an der CypA-abhangigen
Chemotaxis sowie an der durch direkte Bindung &elektin hervorgerufenen Adharenz der
Leukozyten beteiligt. Zudem erleichtert CD147 durciduktion von MMPs und somit
hervorgerufenem  Abbau der Extrazellularen Matrix e di Einwanderung von
Entzindungszellen. Die Hemmung von CD147 ware demr@n Therapieansatz, der
verschiedene Pfade der Aktivierungskaskade eirilemimation einschrankt.

Die Erkenntnisse dieser Arbeit sollten durch weiédrende Untersuchungen verifiziert
werden. Zunéachst sollte eine Erh6hung der Fallrahig mindestens sechs Tiere pro Gruppe
erfolgen, um die Ergebnisse verifizieren zu kontenware durch Langzeitversuche mdaglich,
den Einfluss von CD147 und CypA auf spatere myadkéed Remodelingprozesse zu
beurteilen. Zudem kann durch Hemmung von E-Seleki@ssen Beteiligung an der
Leukozytenmigration nach myokardialer Ischamie/Rigison untersucht werden.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Durch moderne Methoden therapeutischen Eingreifestis die Letalitat des akuten
Myokardinfarkts  drastisch gesunken, doch IschamgpdRfusionsschaden sowie
nachfolgende Remodelingvorgange fuhren oft zu elargfristigen Beeintrachtigung der
Lebensqualitat.

Diese Studie beschreibt erstmals den Einfluss de$4C-CypA-Systems auf myokardiale
Schaden nach chirurgisch erzeugter Ischamie/Repeniu

Die Hypothese lautet, dass durch Ischamie und Regpen geschéadigte Kardiomyozyten
CypA in den Extrazellularraum sezernieren, welcl#x147-abhangig zur Migration von
Entzindungszellen fihrt. Der ,extracellular matnretalloproteinase inducer® CD147
verursacht die Produktion von MMPs, die die ExtHaf#re Matrix abbauen und die
Infiltration mit Leukozyten erleichtern. Aufgrundieder proinflammatorischen Wirkung
fordert das CD147-CypA-System die Auspragung desdisie-Reperfusionsschadens.

Es sollte mittels drei verschiedenier vivo Strategien im Mausmodell eine CD147- oder
CypA - Defizienz erreicht und die Auswirkungen aig kardiale Ventrikelfunktion (%FAC),
die InfarktgroRe (%l/AaR, %I/LV), sowie Zellinfiltion untersucht werden. Des Weiteren
sollte veranschaulicht werden, inwiefern MMP2 undRB aktiviert werden und welchen
Einfluss diese auf die myokardialen Umbauprozesbei.

Heterozygot defiziente Basiginmause (CD137 mit anti-CD147-Antikdrper behandelte
C57Bl/6J-Mause sowie homozygot defiziente CypA-MayE€ypA") und entsprechende
Kontrollen erhielten eine durch 30minltige Ligatder LAD ausgeléste myokardiale
Ischamie/Reperfusion. Die Euthanasie der Tierdgidoach einer Reperfusionsdauer von 24
Stunden bzw. sieben Tagen. Es wurden echokardibigae Untersuchungen sowie
planimetrische Bestimmungen der InfarktgroRen, darea at risk®, zymographische
Darstellung der MMP2 und MMP9-Aktivitaten sowie HEarbungen durchgefihrt.

Bei der CD147Maus konnte dieser Zusammenhang 24 Stunden nachkamijaler
Ischamie/Reperfusion nur angedeutet werden. Sidlzgye nach Operation wurde dieses
Ergebnis durch eine signifikant reduzierte Infar&fe bzw. signifikant weniger
eingeschrankte Ventrikelfunktion bestatigt. Die tdlisgische Aufarbeitung der
Infarktrandzonen ergab zudem eine signifikant wgeite Zelldichte. Die Bestimmung der
MMP-Aktivitaten ergab 24 Stundepost operationemzwar eine gesteigerte Aktivitat
gegeniber der nicht operierten Maus, weist aberekaéutliche Differenz zwischen CDI47
Mausen und der Wildtypkontrolle auf.

Um diese Ergebnisse zu bekraftigen stellten wir pl@rmakologische Inhibierung von
CD147 der genetisch bedingten gegeniber. Die mitGInl47-Antikorper behandelten
C57BIl/6J-Mause zeigten eine signifikant verringehbfarktgréRe und Zelldichte in den
Infarktrandbereichen. Zudem war sieben Tage nachrurgischem Eingriff die
Ventrikelfunktion signifikant weniger eingeschrankt
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Myokardiale Ischamie/Reperfusion fihrte bei Cypausen zu einer signifikant verringerten
InfarktgroRe und Zelldichte in der Infarktnarbe s®mweiner signifikant besser erhaltenen
Kontraktilitat des linken Ventrikels.

Somit konnte eingehend dargestellt werden, dasshdunhibierung von CD147 oder dem
Ligand CypA die Infarktgr6Re verringert, die katdiaFunktion verbessert und die
Zellmigration vermindert wird. Dabei spielt die Fiion von CD147 als Signalrezeptor fur
CypA die herausragende Rolle, da die MMP-Aktivitaimindest nach 24 Stunden
Reperfusionsdauer nicht durch die CD147-Defiziegeimflusst wird.

CD147 ist sowohl an der CypA-abhéngigen Chemotagis Leukozyten, als auch an der
durch direkte Bindung an E-Selektin hervorgerufedetharenz der Leukozyten beteiligt.
Zudem erleichtert CD147 durch Induktion von MMPsdutlem dadurch hervorgerufenen
Abbau der Extrazellularen Matrix des Herzens digrsliion von inflammatorischen Zellen.
Somit stellt die Hemmung des proinflammatorischkeirden CD147-CypA-Systems einen
Therapieansatz dar, der verschiedene Pfade dewiékingskaskade einer Entzindung
einschrankt.
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6. SUMMARY

CD147 (EMMPRIN) and its ligand Cyclophilin A determine myocardial injury upon
ischemia and reperfusion.

Because of modern therapeutic methods the mortafigr acute myocardial infarction in
human is reduced. Nevertheless ischemic injury amgbcardial remodeling are often
followed by limitations in the way of life for ahg time.

The aim of the present study is to characterizaritheence of CD147 and its ligand CypA in
myocardial infarction and remodeling. Our hypoteedeclares, that cardiomyocytes injured
by ischemia and reperfusion release CypA in theaegtlular space. CypA promotes CD147-
dependent the migration of inflammatory cells. Miwer, the “extracellular matrix
metalloproteinase inducer” CD147 activates MMPs,ictwvhdisintegrate the extracellular
matrix and supports leukocyte migration in this wBgcause of its proinflammatory effect
the CD147-CypA-axis determine myocardial injury npschemia and reperfusion.

Based on three differemh vivo methods we want to reach an interruption of thel€D
CypA-interaction in a murine model of myocardiatiiemia and reperfusion. Our goal is to
characterize its effect on infarct size, systoliadtion, migration of inflammatory cells and
MMP2 as well as MMP9 activity.

We induced acute myocardial infarction by ligatminthe LAD for 30 minutes followed by
reperfusion in CD147mice, C57BI/6J mice which were treated with an -@idil47-
antibody and CypA as well as controls. Mice were sacrificed eithféera24 hours or seven
days. We analyzed cardiac function by echocardpgra infarct size by planimetric
determination, MMP2 and MMP9 activity by zymograpyrthermore, hematoxylin-eosin-
staining and immunhistochemistry was performedviauate leukocyte density in the infarct
border zone. In this way the proinflammatory effe€tCD147 and its ligand CypA in
myocardial infarction and remodeling process shinéldiemonstrated.

In CD147 mice which were sacrificed 24 hours post myocarititdrction this connection
can solely be indicated. Seven days post surgr&niention the deficiency of CD147
reduces infarct size related to a similar area ist and preserves systolic function
significantly. Furthermore, cell density is sigodntly reduced in the infarct border zone.
MMP-activity is enhanced 24 hours post myocardrdhrction, nevertheless there is no
significant difference between CD14ihice and CD147 mice.

To add more evidence to our findings we comparedytimetic deficiency of CD147 with the
pharmacological inhibition. Therefore wild type miavere treated with an anti-CD147-
antibody or isotype control. Mice treated with #rgibody demonstrate significantly reduced
infarct sizes and cell density in the infarct bardene. Moreover, seven days post surgical
intervention the systolic function is preserved.

Myocardial ischemia/reperfusion in Cypice leads to a significantly reduced infarct size
and cell recruitment into the infarct border zomairthermore the systolic function is
preserved.



SUMMARY

It could be demonstrated in detail that inhibitiohCD147 or its ligand CypA leads to a

reduced infarct size, cell recruitment and a presgbrsystolic function after myocardial

ischemia/reperfusion. The CD147-ligand CypA seembave the prominent effect, because
after 24 hours reperfusion the MMP-activity is mdtuenced by a CD147-deficiency.

CD147 mediates the chemotactic function of CypAwadl as leukocyte adhesion via its
direct binding to the adhesion receptor E-sele€inthermore, CD147 supports the migration
of leukocytes by a MMP-dependent proteolysis of raodllular matrix components.

Therefore, CD147 may represent a useful therapagent because it is involved in several
pathways of cardiac inflammation.
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