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1 Einleitung und Zielsetzung

1.1 Der akute Myokardinfarkt

Die Manifestation der Artherosklerose an den Herzkranzarterien ist die koronare
Herzerkrankung (KHK), ein pathologischer Prozess, dessen Auswirkungen in
Industrielindern die Krankheits- und Todesursachenstatistiken anfiithren'.

Zu den akuten Manifestationen der KHK zdhlt der Myokardinfarkt, eine durch pldtzlichen
thrombotischen Verschluss der Koronarien ausgeloste Minderdurchblutung des abhéngigem
Myokardareals mit folglichem Sauerstoffdefizit und verringerter Adenosintriphosphat-
Produktion (ATP) bei konstitutiv hohem Verbrauch energiereicher Phosphate. Fiir die
kurzfristige Aufrechterhaltung addquater ATP-Spiegel wird die anaerobe Glykolyse aktiviert,
jedoch sammeln sich so intrazelluldr saure Valenzen, und es akkumuliert Laktat. Ein
abfallender interstitieller pH-Wert, Hypoxie und energetische Verarmung fiihren schlieBlich
zum Zelltod und damit zur systolischen und diastolischen Myokarddysfunktion®.

Zudem fiihrt eine Storung der Transportsysteme im Sarkolemm und dem sarkoplasmatischem
Retikulum zur Ansammlung zytosolischen Kalziums (calcium overload). Die anschlieende
Aktivierung von Proteasen resultiert in der Freisetzung von Lysophospholipiden und freien
Fettsiuren sowie Storungen kontraktiler Proteine’.

Die Koronarperfusion ist herabgesetzt, folglich auch die Pumpfunktion und Herzzeitvolumen;
kompensatorische Steigerung des systemischen GefaBBwiderstandes und der Herzfrequenz
fiihren zu weiterem Sauerstoffbedarf. Ein ,.circulus vitiosus® beginnt, der nur durch eine
friihe, auf Reperfusion ausgerichtete Intervention durchbrochen werden kann. Dabei
verhindert die frilhe Wiedererdffnung der Koronarien einen erhdhten kapillairen Widerstand
im  Endstrombett, der einen addquaten Anstieg der Blutperfusion bedingt
(Mikrozirkulationstorung)®. Derzeit stellt die perkutane transluminale Koronarintervention

(PCI) die Methode der Wahl dar’.

1.2 Der Reperfusionsschaden

Die Reperfusion des ischdmischen Gewebes ist die effektivste therapeutische Mallnahme, um
weiteren Zelluntergang zu vermeiden’. Die daraus folgende Wiederherstellung der
Energiezufuhr und die Ausschwemmung toxischer Metabolite sind jedoch gekoppelt an eine

Reihe ungiinstiger Konsequenzen.



Nach prolongierter Ischimie fiihrt der ATP-Mangel zur Hemmung der Na'-K'-ATPase,
folglich steigt die intrazellulire Na'- und CI~ Konzentration. Der osmotische Gradient an der
Zellmembran ist reduziert, sodass es zur Schwellung der Zellen kommt, die im kapilldren
Endstrombett eine Einengung der Kapillaren zur Folge hat. Dieser Vorgang liegt unter
anderem einem ,,No-Reflow* — Phidnomen zugrunde4.

Weiterhin  entsteht der Reperfusion {iiber verschiedene intra- und extrazellulédre
Pathomechanismen ein zusétzlicher Schaden, zum bereits existenten Ischdmieschaden,

groBtenteils vermittelt durch reaktive Sauerstoffderivate (ROS) und neutrophile Leukozyten®.
1.2.1 Reaktive Sauerstoffspezies

Reaktive Sauerstoffspezies sind potente Oxidantien die auch unter physiologischen
Bedingungen in kleinen Mengen entstehen, jedoch sofort von Reduktionsdquivalenten (z.B.
Glutahion) inaktiviert werden®.

Im reperfundierten Gewebe werden ROS im Uberschuss gebildet®'’, dadurch kommt es zur
Oxidation von Sulfhydrylgruppen verschiedener Stukturproteine und ungesittigter Fettsduren
der Zellmembranen sowie Hemmung der mitochondrialen oxidativen Phosphorylisierung, was
zu einem direkten Zellschaden fithren kann'*'?,

Dariiber hinaus interferieren ROS aber auch in anderen Signalwegen die zum ischdmischen
Gewebenschaden resultieren. So hat sich gezeigt, dass diese Oxidantien Stickstoffmonoxid
(NO), einen endogenen Vasodilatator, inaktivieren'’, die Adhérenz neutrophiler Leukozyten
an intaktes Gefillendothel erht')hen14, die Produktion des Pléattchen-Aktivierenden-Faktors
(PAF) stimulieren'’ sowie dessen Abbau verhindern'®. ROS fordern die Aktivierung des
Neutrophilen-Chemotaktischen-Faktors (NAF)'” und regen die Synthese und Exprimierung
von Thromboplastin (Tissue Factor, TF) in Endothelzellen an'®, begiinstigen somit die

intravaskulire Thrombose®.

1.2.2 Leukozyten in der postischdmischen Reperfusion

Die Okklusion und Wiedererdffnung des BlutgefdaB3es fiihrt zur erhdhten Leukozytenadhdsion

im postischdmischen Areal. Diese erfolgt in verschiedenen Schritten. Die wichtigsten Stufen

sind das ,,Rolling*, das ,,Sticking* und die ,, Transmigration“lg.



1.2.2.1 Leukozytare Adhasionsmechanismen

Im ischdmischen Gewebe kommt es nach der Reperfusion zu einer erhohten
Leukozytenadhdsion im entsprechenden postischdmischen Areal. In mehreren Schritten
erfolgt das ,,Rolling*, ,,Sticking® und schlieBlich die ,,Transmigration“19.

Diese Interaktion zwischen Leukozyten und aktiviertem Endothel findet hauptsachlich in den

postkapilldren Venolen des postischimischen Gewebes statt*" '

. Im ersten Adhésionsschritt,
dem Rolling, sind vor allem Selektine und ihre Liganden verantwortlich fiir die Dezeleration
der vorbei stromenden Leukozyten und erste schwache, reversible Bindungen an das
Endothel. Das so genannte Sticking ist der zweite Adhédsionsschritt und markiert das feste
Anhaften des Leukozyten an der Endothelzelle. Die Bindungen sind fester als die der
Selektine, der Aufbau dieser Bindungen benétigt jedoch auch eine lingere Kontaktzeit* .
Fiir diesen Schritt sind die interzelluliren Adhédsionsmolekiile 1 und 2 (ICAM-1, ICAM-2)
auf der endothelialen Seite von entscheidender Bedeutung. Diese Molekiile gehoren zur
Immunglobulin-Superfamilie**.

Eine besondere Rolle spielt das ICAM-1 (CD54), welches konstitutiv in geringen Mengen auf
Endothelzellen, aber auch auf Epithel, Fibroblasten, Leukozyten und vielen Tumorzellen
exprimiert wird**.

Bekannte Liganden der endothelialen Adhisionsmolekiile sind die Beta-2-Integrine Monocyte
Adhesion Complex-1 (Mac-1 oder CD11b/CD18), das Lymphozyten-Funktionsassoziierte
Antigen-1 (LFA-1 oder CD11a/CD18)* *® und das Very Late Antigen-4 (VLA-4 oder
CD49d)*’. Dariiber hinaus zeigte Altieri, dass ICAM-1 direkt Fibrinogen binden kann und
dadurch zur Adhésion von Thrombozyten beitréigtzg.

Nach Stimulation mit Entziindungsmediatoren wie Tumor-Nekrose-Faktor-a (TNF-a),
Interferon-y (IFN-y) und Interleukin-1 (IL-1) wird ICAM-1 verstirkt exprimiert”” *°. Durch
Antikorper-Blockade lieB8 sich in vitro die ICAM-1-vermittelte Adhésion von neutrophilen
Granulozyten inhibieren’".

Die zwei CD18-Integrine LFA-1 und Mac-1 konnen beide an die Adhdsionsmolekiile ICAM-
1 und ICAM-2 binden®® ** 33, wobei beide Molekiile teilweise miteinander konkurrieren
Intravitalmikroskopische Studien erbrachten Hinweise, das LFA-1 das wichtigste Beta-2-
Integrin fiir feste Leukozytenbindung ist®> und auch eine hohere Affinitit gegeniiber [CAM-1
besitzt als Mac-1°*.

VLA-4 wird iiberwiegend auf Monozyten, eosinophilen Leukozyten und Lymphozyten

exprimiert’®. Auf neutrophilen Leukozyten ist es nur in geringen MaBe exprimiert und spielt



daher nur eine untergeordnete Rolle in der postischdmischen Adhisionskaskade®’. In
Abwesenheit von anderen Adhésionsmolekiilen jedoch kann VLF-4 leukozytires Rolling

38,39

initiieren und auch feste Bindungen iiber das endotheliale Vaskuldre-Zell-Adhdsions-

Protein-1 (VCAM-1) eingehen™.

1.2.2.2 Kardiotoxisches Potential polymorphonukleére Leukozyten (PMN)

Einen weiteren erheblichen Beitrag zum Reperfusionsschaden leisten PMNs, die bei Eintritt
in ischdmisches Myokard aktiviert werden. Aktivierte polymorphonukledre Leukozyten
setzen ebenfalls mit Hilfe des membran-assozierten NADPH-Oxidasesystems freie
Sauerstoffradikale frei; ein Mechanismus, der als ,,respiratory burst™ bezeichnet wird, da er
mit einem Anstieg des zelluldren Sauerstoffverbrauchs einhergeht*'.

Ebenso wird Myeloperoxidase aus sogenannten azurophilen Granula frei. Myeloperoxidase
stellt ein Enzym dar, das die Reaktion von Chlorid und Wasserstoffperoxid zu
Hypochlorsdure katalysiert und fiir einen Grofteil der von Sauerstoffradikalen bedingten
Zytotoxizitit verantwortlich gemacht wird*" *.

Diese aus PMNs freigesetzten Sauerstoffradikale vermitteln die endotheliale Dysfunktion®

sowie eine Abnahme der linksventrikuliren Herzfunktion® und inaktivieren endotheliales

Stickoxid (NO)"**.

1.3 Rezeptor fur advanced glycation endproducts (RAGE)

Advanced glycation end products (AGEs) sind stabile Produkte der nicht-enzymatischen
Glykosilierung und Oxidation von Proteinen, Lipiden und Nukleinsduren. Es wurde zunéchst
angenommen, dass diese Molekiile ,,gealterte” Proteine sind, die fiir die Degradation

51.

vorgesehen sind**>" Die entsprechenden AGE-Rezeptoren wurden als Scavenger-

Rezeptoren angesehen, verantwortlich fiir die Beseitigung der AGE-Molekiile und fiir die

4. 3% 3 Ein defekter Clearancemechanismus von diesen glykolisierten

Zellregeneration
Molekiilen sollte ein wichtiger Antrieb des Alterns sein und in Krankheiten eine Rolle spielen
die mit einer gesteigerten Bildung von AGEs assoziiert sind, wie z. B. Diabetes mellitus oder
Arteriosklerose™”.

Als der Rezeptor fiir AGEs zum ersten Mal geklont werden konnte zeigte sich, dass RAGE

nicht deren Clearance und Degradation beschleunigte. Stattdessen aktivierte die Ligand-



Rezeptor-Interaktion dem Rezeptor nachgeschaltete Signalwege, welche auch die Aktivierung
von p21™, MAP-Kinasen und den NF-kB-Signalweg einschlieBen®* .

Unter physiologischen Bedingungen kann die Expression von RAGE in Haut- und in
Lungengewebe nachgewiesen werden, die meisten andere Zellen u.a. Makrophagen,
Leukozyten oder Endothelzellen zeigen keine signifikante RAGE-Expression®. In
chronischen Entziindungsprozessen, wie z. B. bei Diabetes mellitus, Arteriosklerose oder
chronischen Nierenerkrankungen konnte mit der erhohten Expression von RAGE in

unterschiedlichen Geweben in Verbindung gebracht werden >

1.3.1 RAGE als Vermittler intrazellularer Signalwege

RAGE ist ein transmembraner Multiligand-Rrezeptor welcher zur Immunglobulin-
Superfamilie gehdrt™>. Neben der Funktion als Rezeptor fiir AGEs wurde eine Reihe weiterer
Liganden identifiziert’ . RAGE bindet unter anderem an B-Amyloide, Amyloid A, (welche

62, 63

bei Alzheimer oder systemischer Amyloidose akkumulieren) , an S100/Calgranuline, die

extrazellulir ~ bei  chronischer  Inflammation  akkumulieren®” , oder dem
proinflammatorischen DNS-bindenden Protein HMGBI1 (Amphoterin)  welches von
nekrotischen  Zellen freigesetzt ~ wird®®®.  AuBerdem interagiert RAGE  mit
Oberflachenmolekiilen u.a. von Prionen’® und Leukozyten’".

Die Bindung von RAGE fiihrt zur intrazelluldren Signaltransduktion und Aktivierung von
proinflammatorischen Prozessen. Dieser Effekt wird hauptsdchlich der aktivierenden Wirkung
auf Nuklear-Factor-kB (NF-kB) und des NF-kB-abhingigem Signalweges zugeschrieben’.
Uber diesen Signalweg wird die eigene Expression von RAGE induziert und fiihrt so zu der
Aufrechterhaltung von chronisch-entziindlichen Konditionen in Geweben (positiver feedback
loop)*2 7>,
Neben der Aktivierung der NF-KB-Signalkaskade werden durch die Bindung von Liganden an
RAGE weitere intrazelluldre Signalwege getriggert. In verschiedenen Zelllinien u. a. glatten
Muskelzellen, Myoblasten, Osteoblasten und monozytischen Zellen werden ERK1/2(p44/p42)
MAP-Kinasen aktiviert’> "*’®. Durch in vitro Studien mit verschiedenen humanen RAGE-
Liganden konnte eine cytoplasmatische Bindungsstelle identifiziert werden, was eine direkte
RAGE-ERK-Interaktion vermuten li8t"".

Weiterhin wurde die Aktivierung p38 und SAPK/JNK-Kinasen in Monozyten/Makrophagen

und Tumorzellen (47-49) beschrieben®* sowie ein Zusammenhang zwischen RAGE und der



JAK/STAT hergestellt**®*?. Ausserdem wird vermutet, dass eine weitere Interaktion des
RAGE-Liganden die Bildung von ROS iiber NADPH-Oxidasen induziert’> *. Viele dieser
Signalwege flihren wiederum zur Downstream-Aktivierung der NF-kB-Kaskade. Die
Verschiedenheit der RAGE-assoziierten Signalwege ist ein Hinweis darauf, dass
unterschiedliche RAGE-Liganden unterschiedliche Signalkaskaden aktivieren und somit die

Komplexitit des RAGE-Netzwerkes erhohen™.

1.3.2 RAGE-vermittelte Leukozytenrekrutierung

Sowohl auf vaskulidren Endothelzellen84, als auch auf Leukozyten85 , wird RAGE nach
unterschiedlichen Stimulation exprimiert und spielt dort eine Schliisselrolle bei

85, 86 Erst kiirzlich wurde RAGE als neuer endothelialer

inflammatorischen  Prozessen
Adhisionsrezeptor fiir leukozytire Integrine identifiziert. Dieser Rezeptor unterstiitzt dadurch
die Leukozytenrekrutierung und Extravasation infiltrierender Zellen. Neben seiner Funktion
als Signalmolekiil bindet RAGE auch an Mac-1, ein Beta-2-Integrin ausschlaggebend fiir die

Syk-abhingige Leukozytenadhision™ !

. Somit ist RAGE ein Rezeptor fiir ein weitaus
breiteres Spektrum an Molekiilen als nur fir AGEs”".

Es wurde bereits gezeigt, dass iiber einen high-mobility-group-box-1 (HMGB1)-abhidngigen
Mechanismus eine Rekrutierung von neutrophilen Leukozyten in vitro erfolgt und diese die
Anwesenheit von RAGE und Mac-1 erfordert® *’. Die erst kiirzlich bestitigte Funktion als
Rezeptor fiir Mac-1 erkldrt zumindest teilweise die reduzierte Anzahl von auswandernden
Leukozyten in RAGE-defizienten Maiusen (RAGE-/-) im Thioglykollat-induzierten

Peritonitis-Modell®®

. Unterstiitzt wird diese Annahme durch die Tatsache, dass das RAGE-
induzierte Leukozytenrekutierung in das Peritoneum diabetischer Miusen, bei denen RAGE
iiberexprimiert wird, erh6ht ist. Weiterhin zeigte sich in einem Sepsismodell der Maus, dass
RAGE-defiziente Miuse eine signifikant niedrigere Leukozytenevasion aufweisen.

Diese Untersuchungen deuten darauf hin, dass RAGE und seine Liganden eine Rolle in
verschieden vaskuldren Erkrankungen spielen, bei denen es zur vermehrten
Leukozytenrekrutierung ins Gewebe kommt.

In einem Cremaster-Modell der trauma-induzierten Inflammation zeigte sich ein
Zusammenhang von ICAM-1 und RAGE fiir die Leukozytenrekrutierung. Nach Deletion von

ICAM-1 und RAGE war die posttraumatische Leukozytenadhdsion in dem oben genannten

Modell signifikant vermindert™.
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Uber eine direkte in vivo Untersuchung der Leukozytenrekrutierung im ischimischen
Myokard in Abwesenheit von RAGE wurde bisher nicht berichtet.

Bei intaktem Endothel wird die Leukozytenrekrutierung malgeblich durch ICAM-1
beeinflusst®*. Somit wiirde eine RAGE-abhingige Rekrutierung maskiert werden. Um dies zu

verhindern wurden in dieser Arbeit |CAM-1-defizienze Méuse eingesetzt.

1.4 Fragestellung

Auf Grund der beschriebenen Erkenntnisse ergaben sich folgende Fragestellungen:

e Beeinflusst die Interaktion von RAGE und Leukozyten die postischimische

myokardiale Leukozytenrekrutierung?

e Hat die Defizienz von RAGE eine funktionelle Relevanz in der subakuten Phase nach

myokardialer Ischdmie und Reperfusion?
* Ist endotheliales oder leukozytires RAGE verantwortlich fiir die postischdmischen

Verdnderungen der Leukozytenrekrutierung und moglichen funktionellen Effekten am

Mausherzen?

11



2 Material und Methoden

2.1 Vorbemerkungen

Die im folgenden vorgestellten Untersuchungen wurden in der Zeit von Februar 2005 bis
Januar 2011 mit Genehmigung der Regierung von Oberbayern (Aktenzeichen 55.2-12-54-
2531-123-05) an der Medizinischen Klinik I des Klinikums GroB3hadern sowie im Walter-
Brendel-Zentrum fiir Experimentelle Medizin der Ludwig-Maxilmilians-Universitdt Miinchen

durchgefiihrt.

2.2 Mausmodell

2.2.1 Versuchstiere

Als Versuchstiere dienten weibliche und ménnliche Wildtypmause mit C57/B16 Hintergrund.
(Charles River Laboratories, Research Models and Services, Germany GmbH, Sandhofer
Weg 7, 97633 Sulzfeld, Deutschland; Eigenzucht Walter-Brendel Institut fiir experimentelle
Chirurgie, Miinchen), sowie ICAM-1- und ICAM-1/RAGE-defiziente Tiere des selben
Hintergrundes (ICAM-1-/- aus der Eigenzucht des Walter-Brendel Institut fiir experimentelle
Medizin, RAGE-/- und bezogen durch Prof. Dr. A. Bierhaus, Medizinische Klinik III,
Universitétsklinikum Heidelberg) mit einem Korpergewicht von 20 bis 30g. Die Méuse
wurden bei kontrolliertem Tag-/Nachtzyklus in Gruppen von 3 bis 5 Tieren in
Makrolonkéfigen gehalten und hatten freien Zugang zu Wasser und Standardfutter (Ssniff
Spezialdidten, Soest Deutschland). Die Tiere wurden jeweils mit dem C57/bl6-Hintergrund

der 10. Generation zuriick gekreuzt.

2.2.2 Vorbereitungen

2.2.2.1 Narkose

Die Tiere wurden durch eine intraperitoneale Kombinationsinjektion, bestehend aus

Midazolam (0,005mg/g Korpergewicht; Dormicum® Ratiopharm GmbH, Ulm, Deutschland),
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Medetomidin (0,5 mg/kg Korpergewicht; Domitor® Pfizer Deutschland GmbH, Berlin) und
Fentanyl (0,05mg/kg Korpergewicht; JANSSEN-CILAG GmbH Neuss, Deutschland)
narkotisiert. Die Phase der chirurgischen Toleranz trat nach ungefdhr 10 Minuten ein, in
denen die Mduse moglichst sorgfiltig von Lirm und anderen ungewohnten Storfaktoren
abgeschirmt wurden um Stressreaktionen zu vermeiden und bestmdgliche Wirksamkeit der
Pharmaka zu gewdhrleisten. Diese Narkose hielt bis zu 90 Minuten an, und wurde bei Bedarf

nachdosiert (ein Drittel der Ausgangsmenge der genannten Narkotika).

2.2.2.2 Operationsmikroskop und Monitoring

Die Intubation und Operation der Versuchstiere erfolgte an einem mikrochirurgischem
Arbeitsplatz unter Verwendung eines Operationsmikroskopes (Leitz, Wetzlar, Deutschland),
welches eine 5 bis 40-fache VergroBerung ermdglicht. Zur Uberwachung der Herztitigkeit
wurde mit Elektroden und einem 3-poligen Ableitkabel kontinuierlich ein subkutanes EKG

aufgezeichnet.

2.2.2.3 Intubation

Jede Maus wurde nach Narkoseeintritt mit der von Brown et al. beschriebenen Technik
nichtinvasiv endotracheal intubiert. Als Tubus dienten Venenverweilkaniilen (Vasofix®™
Brauniile, Standard-Venenverweilkaniilen G22 — G20, Braun Melsungen AG) die mit Hilfe
von Polyethylenschlduchen und eines y-férmigen Verbindungsstiickes an ein
volumengesteuertes Beatmungsgerit (Minivent, Type 845, HSE) angeschlossen wurden. Das
Tidalvolumen und die Beatmungsfrequenz wurden nach durch den Hersteller empfohlenen
Formeln berechnet (Tidalvolumen = 0.0062 * Korpergewicht in kg; Beatmungsfrequenz in

Atemziige pro Minute = 53,5 * Korpergewicht in kg™

). Als Atemgas wurde Raumluft
verwendet.

Nach der Intubation wurden die Tiere in Riickenlage auf eine Heizplatte gelegt um
Unterkiihlungen durch narkotikainduzierte Fehlregulation des Wairmehaushaltes zu
vermeiden, und an beiden Vorderldufen mit Pflaster fixiert. Die Korperkerntemperatur wurde
rektal mit Hilfe einer Temperatursonde kontrolliert und zwischen 36°C und 37°C konstant

gehalten.
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2.2.3 Akute reversible Ischamie des Myokards

Zur Analyse der Rekrutierungsmechanismen der Leukozyten wurde ein akutes in vivo
Ischdmie/Reperfusionsmodell gewéhlt, in dem Wildtyp-Tiere und transgene Tiere einer 20-
miniitigen myokardialen Ischdmie mit anschlieBender 15-miniitiger Reperfusion ausgesetzt
wurden. Nach Beendigung der Reperfusion wurden die Herzen mit saliner Losung fiir 3
Minuten antegrad perfundiert, um nicht adhdrente Leukozyten und Farbstoffreste
auszuwaschen. Anschlieend wurde das Herz explantiert, auf einen speziellen Objekttrager
gebettet und fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Diese Analysen wurden auf Videoband

aufgezeichnet und spiter offline ausgewertet.

Modell der akuten Ischamie/Reperfusion

Praparation 15min Reperfusion Fluoreszenzmikroskopie
1 in vivo 1 l ex vivo
| | I || R
| | I 1
0’ 10’ 30’ 45" 477
20min LAD-Okklusion Injektion von Explantation
Rhodamin-G6 iiber des Herzens

die V. jugularis

Abb 1: Schematische Darstellung des akuten Ischdmie/Reperfusionsmodells. Nach 20 Minuten Ischdmie
folgten 15 Stunden Reperfusion. AnschlieBend wurde das Herz explantiert, mit saliner Lésung perfundiert
und dann die fluoreszenzmikroskopischen Analysen in Epilluminationstechnik durchgefiihrt.

2.2.3.1 Chirurgische Praparation

Die verwendete Operationstechnik wurde bereits 1995 von Entman et al beschrieben®. Bei
denen in dieser Arbeit durchgefiihrten Versuchen fanden jedoch geringe Modifizierungen
statt. Zur invasiven Induktion einer Myokardischdmie wurde die Maus in Rechtsseitenlage
fixiert um bestmoglichen Zugang fiir die linkslaterale Thorakotomie zu haben. Der
Hautschnitt erfolgte iiber dem dritten Interkostalraum. Die darunter liegende Muskulatur
wurde mit Hilfe einer Mikroschere auseinander prépariert und gegebenenfalls durchtrennt.

Bei der Er6ffnung der Zwischenrippenmuskulatur wurde sorgfiltig auf die Schonung der
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linken Arteria mammaria geachtet. Fiir einen freien Zugang zum Herzen wurde ein
Thoraxretraktor vorsichtig eingespannt, um Lungengewebe nicht zu verletzen. Die linke
Koronararterie wurde ca. 1 mm unterhalb des linken Herzohres mit einer 8-0 Prolene
Fadenkombination CC 9,3mm3/8c Nadel (Ethicon, Johnson & Johnson Intl, St-Stevens-
Woluwe, Belgien (J&J Intl.)) intramuskuldr umstochen.

Um eine spitere Reperfusion zu ermdglichen, wurde die Ligatur auf einem ungefahr 1,5mm
langem Stiick Polyethylen-Plastikschlauch (PE-10; ID 0,61 mm; OD 0,92 mm) auf mit einem
dreifachen chirurgischen Knoten verschlossen. Die Blutversorgung grofler Myokardanteile
des linken Ventrikels sowie des Septums wurde somit reversibel unterbrochen, wie sich durch
die Entfarbung des betroffenen Myokards zeigte.

Um die Austrocknung des Gewebes zu vermeiden und die Beatmungssituation zu optimieren
wurde der Retraktor entfernt und der Thorax anschlieBend mit einer einfachen Ligatur
verschlossen. Um eine Trocknung der Wunde zu verhindern wurde die Wundfldche mit einem
mit 0,9 % NaCl benetzten Tupfer bedeckt und wahrend der gesamten Ischdmiezeit feucht

gehalten.

2.2.3.2 Venoser Gefalzzugang und Applikation von Rhodamin-G6

Zur Applikation des fiir die Leukozytenmarkierung notwendigen Fluoreszenzfarbstoffes
wurde wihrend der 20-miniitigen Ischdmie ein Katheter in die rechte Vena jugularis platziert.
Diese wurde dazu freiprépariert und ein leicht schridg angeschnittener PE-Katheter (ID 0,4
mm; OD 0,8 mm) eingefiihrt. Am distalen Ende des Katheters befand sich eine Kaniile (302G
Microlance™, Becton Dickinson GmbH, Heidelberg Deutschland (BD GmbH)) und eine
1ml-Spritze (Plastipak™™, BD GmbH) zur Injektion der benétigten Substanzen. Kurz vor
Beginn der Reperfusionsphase wurde 0,05%-iges Rhodamin-G6 (50ul/kg Korpergewicht von
Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, MO, USA) zur Farbung der Leukozyten injiziert.

2.2.3.3 Reperfusion

Im direkten Anschluss an die Ischimie wurde die Brusthohle wieder eréffnet und durch das
Entfernen des PE-Ro6hrchens der Blutfluss durch die Koronararterie wiederhergestellt. Nach
15-miniitiger Reperfusionszeit wurde das Herz explantiert. Zum Auswaschen nichtadhirenter
Blutbestandteile wurde eine stumpfe 22G Kaniile in die Aorta eingefiihrt und {iber zwei

Minuten saline Losung mit einem Perfusionsdruck von 80cmWassersédule antegrad infundiert.
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2.2.4 Fluoreszenzmikroskopische Auswertung

Um die in vivo mittels Rhodamin-G6 markierten Leukozyten im epikardialen Myokard zu

analysieren, wurde ein Floureszenzmikroskop eingesetzt (sieche Abbildung 1).

Schematischer Aufbau des Fluoreszenzmikroskopes

A

< > Okular

Lichtquelle Sperrfilter
Anregungsfilter . )
] — D|c_hromlat|scher
Teilerspiegel

Erregerlicht
Fluoreszenzlicht

< > Objektiv

Abb. 2: Schematische Darstellung der Fluoreszenzmikroskopie

Es wurde ein modifiziertes Leitz-Orthoplan Mikroskop mit einer 100 Watt Quecksilberlampe
verwendet, welche wiederum mit einem ,,Ploemo-Pack Illumionator* (Leitz, Wetzlar,
Deutschland) verbunden wurde. Mit einem 10x Objektiv (W10/0.6; Leitz, Wetzlar,
Deutschland) wurden die Bilder auf Videoscreen vergroflert (PVM-1442 QM, diagonal 33
cm; Sony, Miinchen, Deutschland). Zur Aufnahme wurde eine “charge-coupled device”
(CCD) Videokamera (FK 6990, Cohu, Prospective Measurements, San Diego, CA, USA)
verwendet und die Bilder zu einem Videorekorder-System transferiert (S-VHS Panasonic AG
7330; Matsushita Electric, Tokio, Japan).

Fiir die Darstellung der Rhodamin-G6 markierten Zellen wurde ein N2 Filter Block
(Excitation, 530 bis 560 nm; Emission, >580nm, Leitz) verwendet.

Nach Platzierung des Herzens unter dem Mikroskop wurden neun Gesichtsfelder im

ischdmischen Areal dargestellt und mit der angeschlossenen Kamera aufgezeichnet. Die
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Auszéhlung der Leukozyten pro Gesichtsfeld erfolgte offline durch einen geblindeten

Untersucher.

2.2.5 Bluthildkontrollen mittels Coulter Counter ®

Zur Kontrolle des Blutbildes der verschiedenen Versuchstiere wurde jedem Tier eine
Blutprobe entnommen und die Anzahl der Blutzellen mittels Coulter Counter® (Coulter Corp.,

Miami, FL, USA) am Ende des Versuchs analysiert.

2.2.6 Pumpfunktionsanalyse nach myokardialer Ischamie und
Reperfusion (I/R)

Fir die Analyse der postischimischen Pumpfunktion wurde ein chronisches
Ischamie/Reperfusionsmodell gewihlt in welchem die Tiere zunéchst einer 45-miniitigen
Ischdmie unterzogen wurden. Nach 24 Stunden Reperfusion wurden funktionelle Parameter

wie unten beschrieben analysiert, anschlieBend die Herzen explantiert und weiter histologisch

bearbeitet.
Chronisches I/R-Modell
Préparation 24h Reperfusion Hamodynamik-Messung
| ] ] ] ] .
| | | | |
0 10 55 65 24h

1,4F Millar Tip
45min LAD-Okklusion OP-Ende, Katheter
Wundverschluss

Abb. 3: Schematische Darstellung des chronischen Ischdmie/Reperfusionsmodells. Nach 45 Minuten
Ischdmie folgten 24 Stunden Reperfusion.

Das chronische Ischdmie/Reperfusionsmodell unterscheidet sich in einigen Punkten von dem

akuten Modell. Nach Eintritt der Narkose und Intubation wurde die LAD fiir 45 Minuten
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okkludiert, anschlieBend die Ligatur iiber dem Gefdl3 gelockert und entfernt. Es folgte die
Reperfusionsphase. Sodann wurden die Rippen und Muskeln wieder adaptiert und mit zwei
bis drei Einzelheftndhten (Prolene, 6-0, Ethicon, J & J Int, USA) verschlossen. AnschlieSend
wurde die Haut mit Einzelheftndhten vernéht.

Wihrend des gesamten Versuchs wurde Sauerstoff zur Beatmungsluft zugegeben. Die Maus
wurde sobald als moglich von der Beatmung genommen und bis zum vollstdndigen Erwachen
in eine Box mit 30%-igem Sauerstoff unter eine Warmelampe gelegt, um ein Auskiihlen zu
vermeiden. Zur postoperativen Analgesie wurden vor Verschluss des Thorax 0,01mg/kgKg
Buprenophin (Temgesic®, Essex Pharma, Miinchen, Deutschland) i. p. gespritzt. Die
Analgesie wurde gegebenenfalls nach 12h wiederholt.

Zur Kontrolle wurden sogenannte ”Sham-Operationen” durchgefiihrt. Sham-operierte Tiere
wurden der gleichen chirurgischen Prozedur unterzogen, ohne jedoch die linke Koronararterie
zu umstechen und zu verschlieBen. Die Gesamtdauer der Operation betrug ungeféhr 1 bis 1,5
Stunden. Nach erfolgreicher Operation wurden die Tiere 24 Stunden lang unter
Standardbedingungen gehalten.

AbschlieBend wurden verschiedene Pumpfunktionsparameter durch invasive Messungen
bestimmt. Hierfiir wurden die Tiere erneut narkotisiert und anschlieBend wieder auf dem
Operationstisch platziert. Die Korpertemperatur wurde dabei konstant bei 37°C gehalten. Die
Trachea wurde freipripariert und nach Einschnitt ein abgeschnittener 20G
Venenverweilkatheter eingefiihrt, um die Spontanatmung zu erleichtern. Danach wurde das
Carotisdreieck dargestellt und die Arteria carotis communis freigelegt. Der Nervus vagus
wurde vorsichtig separiert und das Gefdll mit einem 0-5er Faden unterminiert. Die Arteria
carotis wurde distal auf Hohe der Carotisgabel ligiert. Zwei weitere Fiden wurden um das
Gefal gefiihrt und Knoten vorgelegt. Mit dem proximalen Faden wurde das Gefall temporir
abgebunden und im mittleren Drittel mit einer Feinschere eingeschnitten. Mit Hilfe einer an
der Spitze abgebogenen Kaniile wurde ein 1,4 French Millar-Tip-Pressure-Transducer (Millar
Instruments, Houston, Texas, USA) in das Gefdll eingefiihrt. Dieser wurde nun mit dem
medial liegenden Faden gesichert, anschlieBend der proximale Verschluss gelost und der
Katheter weiter bis in den linken Ventrikel avanciert. Anhand der Druckkurven lie3 sich die

richtige Lage tiberpriift werden (s. Abb. 4).
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Intraarterielle Druckkurven gemessen mit dem Millar-Tip-Katheter

NN S

-10000:

Abb. 4: Beispiel fiir eine Messung mittels Millar-Tip-Katheter. Abgebildet ist links eine typische Aortenkurve. Nach
Passieren der Aortenklappe zeigt sich eine typische linksventrikuldre Druckkurve.

Vom Messkatheter, welcher liber eine Transducer Control Unit (Model Tc-510, Millar
Instruments) an einen Signalverstiarker (DC Brigde Amplifier, Type 660, HSE) angeschlossen
war, wurde das Signal {iber einen BNC-Conectorblock (BNC Conector Block, HSE) und eine
A/D-Wandler-Messkarte (DT301, Data Translation, Bietigheim Bissingen, Deutschland) auf
einen Computer Ubertragen und aufgezeichnet. Zur weiteren Auswertung wurde das
Programm DASYLAB (National Instruments Irland Resources Limited) verwendet. Aus der
Druckkurve des linken Ventrikels wurden der linksventrikuldr entwickelte Druck (LVDP) und

als globaler Kontraktilitdtsparameter die Anstiegsgeschwindigkeit des linksventrikuldren

Druckes analysiert (dP/dtax).

2.2.7 Knochenmarkstransplantation zur Generierung der

knochenmark-chimaren Mause

Zur Differenzierung, ob die Lokalisation vom RAGE (Endothel oder Leukozyten) fiir die
Leukozytenrekrutierung eine Rolle spielt, wurden Knochenmarkschiméren verwendet.
Knochenmarkszellen wurden von Spenderméusen nach zervikaler Dislokation aus den langen

Rohrenknochen der Hinterldufe (Femura und Tibiae) durch Ausspiilen des Knochenmarks
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(KM) mit Zellkulturmedium gewonnen. Das Ausspiilen und Autbereiten des KM erfolgte
durch Mitarbeiter der Arbeitsgruppe von Prof. Sperandio im Walter-Brendel Institut fiir
experimentelle Chirurgie, Miinchen.

Fiir den Transfer der isolierten Knochenmarkszellen wurden die Empféngertiere myeloablativ
mit zweimal 6,5Gy in einem zeitlichen Abstand von mindestens 4 Stunden (Irradiator mit
Cs137 Quelle; STS, Steuerungstechnik GmbH, Braunschweig) bestrahlt. Die Bestrahlung
erfolgte am Max-Planck-Institut fiir Neurobiologie (Am Klopferspitz 18, 82152 Martinsried)
in Zusammenarbeit mit PD Dr. M. Moser. Dazu wurden die Tiere ohne Narkose in einen 20
cm Durchmesser und ca. 30 cm hohen zylindrischen Behélter gesetzt und in das Gerét
eingefiihrt. Im Anschluss wurden diese Tiere mit Spenderknochenmark (4x10° Zellen/Maus)
intravends rekonstituiert. Die myeloablative Bestrahlung und anschlieBende Infusion des
Spenderknochenmarks erfolgte durch PD Dr. Markus Moser im o.g. Max-Planck-Institut fiir
Neurobiologie.

Die Haltung der Tiere nach Bestrahlung erfolgte am Walter-Brendel Zentrum fiir
Experimentelle Medizin (Marchioninistr. 15, 81377 Miinchen) in speziellen Kéfigschrénken,
die mit gefilterter Luft versorgt wurden. Aufgrund der erhohten Infektionsgefahr bei
myeloablativ bestrahlten Tieren wurden diese in den ersten 14 Tagen nach Bestrahlung
zusitzlich mit Antibiotikum (Ciprofloxacin, 8mg/kg/d) versetztem Trinkwasser versorgt.
Sechs Wochen nach Bestrahlung wurden die knochenmarkschiméren Tiere dann fiir den
Akutversuch verwendet.

Bei nicht erfolgreicher Rekonstitution zeigten diese Tiere bereits nach ca. 8 Tagen deutliche
dulere Auffilligkeiten wie gestrdubtes Fell und geringe Aktivitdt. Diese Tiere wurden
unmittelbar mittels Genickbruch getotet.

Es wurden insgesamt drei verschiedene Gruppen gebildet, |CAM-1/RAGE-defiziente Mause
welche Wildtyp-Knochenmark erhielten (Spendermiuse: C57/Bl6), Wildtyp-Mause
(C57/B16) die Knochenmark von |ICAM-1/RAGE-defizienten Maéusen erhielten, sowie
Wildtyp-Kontrolltiere (C57/Bl16) die mit Wildtyp-Knochenmark (C57/Bl6) rekonstruiert

wurden.

2.2.8 Nachweis der ICAM-1-Deletion in den Versuchstieren

Vor Einschluss aller Tiere in die Versuchsanordnung wurde die Deletion von ICAM-1 im

Schwanzgewebe per Polymerase-Chain-Reaction (PCR) nachgewiesen. Das PCR-Protkoll
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sowie notwendige Primer zum Nachweis des gewiinschten Genotyps wurden nach denen vom
Hersteller vorgegebenen Standards ausgewéhlt und durchgefiihrt (The Jackson Laboratory,
600 Main Street Bar Harbor, Maine 04609 USA). Eine Bande im Bereich von 280bp zeigt
heterozygote oder Wildtyp-Tiere an (Abb. 5).

PCR-Nachweis deld CAM-1-Defizienz in Versuchstieren

(CAmM =PCR (1ewm rAte-

Prowiar), 1AM 36 = ~/-

10.¢%, 8

Abb. 5: Beispiel-PCR zum Nachweis der ICAM-1-Deletion. Ganz links die DNA-Leiter als GroBenvergleich.
Das ICAM-1-Gen hat eine Grofle von 280bp, sichtbar im Wildtyp-Tier (WT) sowie in Tier ICAM-96
(vermutlich Kreuzungsfehler, dieses Tier wurde aus dem Versuch genommen). Tier 1 bis -5 zeigt eine fehlende
Bande bei 280bp, als Nachweis der ICAM-1-Deletion.

2.2.9 RAGE- und | CAM-1/RAGE-defiziente Versuchstiere

Fiir die weiteren Versuche arbeiteten wir mit homozygoten RAGE-null (RAGE™) und ICAM-
1/RAGE™ -Miusen. Diese erhielten wir aus dem Labor von Prof. A. Bierhaus in Heidelberg.

Frau Bierhaus und ihre Arbeitsgruppe entwickelten eine Mauslinie bei der essentielle Teile
der extrazelluldiren RAGE-Doméne (Exons 2-7) von zwei |0XP-sites in gleicher Orientierung
flankiert wurden. Nach Kontakt mit der Cre-Rekombinase wurden die zwischengeschalteten
Sequenzen deletiert. Méduse heterozygot fiir die Cre-Recombinase (Cre) wurden zur
Homozygotie geziichtet um die RAGE-/- -Mauslinie zu erschaffen. Die Verifizierung der
fehlenden RAGE-Expression wurde anhand fehlender mRNA in der RT-PCR von
Lungengewebe iiberpriift. Es konnte mit Primern fiir die extrazellulire RAGE-Doméne keine

RAGE-mRNA in RAGE-/--Méusen nachgewiesen werden. Zum Vergleich der Loading-
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Menge (RT-PCR) wurde das Enzym HPRT (Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase)
verwendet.

Zur weiteren Kontrolle wurden verschiedene RAGE-Primer verwendet, welche das gesamte
RAGE-Molekiil abdeckten sowie andere Gewebetypen untersucht (Herz, Leber, Niere,
Gehirn). Auch hier wurden keine RAGE-Bestandteile gefunden”™. Um |CAM-1/RAGE-
doppeldefiziente Mause zu erzeugen wurden RAGE-/- -Méuse mit ICAM-1-/--Tieren (Charles
River Laboratories International, Inc., Wilmington, MA, USA) entsprechend verpaart. Neben
oben genannten Kontrollen der RAGE-Defizienz wurde in diesen Tieren auch die |CAM-1-
Defizienz mittels PCR durchgefiihrt.

Die Zucht der o.g. Tiere und der Nachweis der RAGE-Defizienz wurden durch das
Spenderlabor von Prof. Dr. Bierhaus durchgefiihrt (siche auch Liliensiek et Al, JCI 2004).

2.2.10Statistik

Fiir die statistische Analyse der Daten wurden die Software SPSS (SPSS 11.0.1., SPSS Inc.,
Chicago, USA) verwendet. Die Daten sind als Mittelwerte + Standardfehler (SEM)
dargestellt. Die Gruppen wurden mit der einfaktoriellen ANOVA-Varianzanalyse getestet. Im
Falle eines statistisch signifikanten Unterschiedes wurde eine post hoc Analyse mittels
Student-Newman-Keuls-Prozedur durchgefiihrt. Ein p-Wert < 0,05 wurde als statistisch

signifikant angesehen.
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3 Ergebnisse

3.1 Histologischer Nachweis der RAGE-Expression nach Ischamie
und Reperfusion

Zum Nachweis der raschen RAGE-Exprimierung nach unserem Modell entsprechender
Ischdmie und Reperfusion in Wildtyp-Tieren wurden Versuchstiere einer Sham-Operation
unterzogen. Im Vergleich dazu wurden WT-Tiere nach 20 Minuten kardialer Ischimie und
anschlieBenden 15 Minuten Reperfusion untersucht. Zum Nachweis der RAGE -Expression
wurde ein rot fluoreszendierender RAGE-Antikorper verwendet (Santa Cruz SC-8231 goat
anti-RAGE-Antikorper als primdrer Antikorper, Santa Cruz donkey-anti-goat Rhodamin-
Antikorper als sekunddrer Antikorper, 1:200). Der primére Antikorper wurde vor Induktion
der Ischdmie iiber die Schwanzvene injiziert (30ul pro Tier). Nach Ischdmie und Reperfusion
zeigt sich in der Fluoreszenzmikroskopie ein deutliches endotheliales Signal im

postischdmischem myokardialen Gewebe (Abb. 6b).

Rasche Expression von RAGE nach myokardialer Ischamie und
| . . .
| . . .

Abb. 6a und b: Systemische Injektion von 30pug RAGE-Antikorper (rote Fluoreszenz) iiber die

Schwanzvene. Die Bilder zeigen Herzgewebe von Sham-operierten Tieren (a) ohne Nachweis von RAGE-
Expression und Tieren nach 20min Ischdmie und 15min Reperfusion (b). In der Ischdmie zeigt sich ein

deutliches Signal in den GefaB3en auf.



3.2 Ausschluss von Veranderungen des Blutbildes durch Deletion von

ICAM-1 oder RAGE

Eine Verdnderung des Blutbildes (z.B. vermehrte oder verringerte Produktion von
Leukozyten) in RAGE-/-, ICAM-1-/- oder ICAM-1/RAGE-/--Mausen wurde durch wiederholte
Untersuchungen peripheren Blutes im Coulter Counter” ausgeschlossen. Es zeigten sich
jeweils gleiche Zellzahlen fiir Leukozyten, Erythrozyten und Himoglobinwerte. In Wildtyp-
Tieren fanden sich 2,8%10° + 0.2 Leukozyten pro pL, in den verschiedenen von uns
verwendeten Genotypen weichen die Leukozytenzahlen jeweils nur minimal von diesem Wert

ab (siehe Tabelle 1).

Blutbildanalyse im Coulter Counter

Wildtyp RAGE -/- ICAM -/-  ICAM/RAGE -/-
WBC  [.8+0,2 2,7+0.2 3,1+0,1 3,1+0,6
RBC 7,5+0,3 6,9+ 0,6 56+0,5 53+0,9
Hb 12,7+£0,1  12,5+0.2 12,4405 11,7+08
Plt 553+45 70,6+ 6,4 70,642  36+8,0

Tabelle 1: Leukozytenkonzentrationen in 10°/uL gezihlt im Coulter Counter in peripher-vendsen Blutproben
zeigen keine signifikanten Unterschiede in den verschiedenen Genotypen.

3.3 Leukozytenrekrutierung in der Intravitalmikroskopie nach
akuter myokardialer Ischamie

Zur Visualisierung der Leukozytenrekrutierung aus dem Blutkreislauf in ischdmisches
Myokardgewebe wurden die Versuchsorgane nach 20 Minuten Ischdmie und 15 Minuten
Reperfusion explantiert. Vor Analyse erfolgte die retrograde Perfusion mit saliner Losung, um
noch im Gefdll befindliche nicht adhdrente Blutbestandteile auszuspiilen. Anschliefend
wurden die Herzen intravitalmikroskopisch untersucht.

Abbildung 7 =zeigt Beispiele von fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen aus den
unterschiedlichen Gruppen. In Abbildung 8 wurde die Leukozytenrekrution, gemessen in

Leukozyten pro Gesichtsfeld, graphisch dargestellt.
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Abb. 7a zeigt das ischdmische Areal im Bereich der Vorderwand des linken Ventrikels eines
sham-operierten Herzens. Hier stellt sich die fehlende Rekrutierung von Leukozyten bei
fehlender Ischdmie dar (Sham 3+2 PMN/GF). Nach /R kommt es in Wildtyp-Herzen zu
einem deutlichen Anstieg der Leukozyten (62+4 PMN/GF, Abb. 7b und Abb. 8).

In ICAM-1- (42+15 PMN/GF) sowie in RAGE- (4110 PMN/GF) defizienten Tieren zeigt
sich im postischdmischen Myokard eine deutlich reduzierte Leukozytenzahl pro Gesichtsfeld

im Vergleich zu den Wildtyp-Tieren (Abb.8).

Leukozyten pro Gesichtsfeld nach myokardialer Ischamie

Sham (a) Wildtyp (b) ICAM-1-/- (¢)

RAGE -/- (d) | CAM-1/RAGE -/- (€)

Abbildung 7: Intravitalmikroskopisch dargestelltes postischdmisches Myokard, rekrutierte Leukozyten wurden
mit Rhodamin-G 6 angefarbt. Sham-Operation (a), nach 20min I/R in WT (b), ICAM-1 -/- (c¢), RAGE -/- (d)
und ICAM-1/RAGE -/- Miuse (e).

Die Kombination aus |CAM-1-/- und RAGE -/- in den Versuchstieren fiihrte im Infarktareal zu
einer weiteren signifikanten Reduktion der Leukozytenzahlen (21+12 PMN/GF) im Vergleich
zu den vorherig genannten Genotypen sowie im Vergleich zu Wildtyp-Tieren (Abb. 7 und 8).
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Somit zeigt sich durch die doppelte Defizienz von ICAM-1 und RAGE eine signifikante
additive Reduktion der Leukozytenadhésion.

Postischamische Leukozytenrekrutierung nach 20 Minuten Ischamie und

15 Minuten Reperfusion

70

60
50 +
40
30
20

10
0 -

Sham ICAM-1-/- RAGE-/- ICAM 1/RAGE-/-

Leukozyten/ Gesichtsfeld

Abbildung 8: Leukozytenzahlen pro Gesichtsfeld im postischdmischen Myokard. Sham-Operation (A), nach I/R
in WT (B), ICAM-1 -/- (C), RAGE -/- (D) und ICAM-1/ RAGE -/- Méusen (E). ($:p<0,05 vs. alle anderen
Gruppen,; # p< 0,05vs. WT; *p< 0,05 vs. ICAM1 -/- und RAGE-/-, n=6 pro Gruppe).

3.4 Einfluss der | CAM-1/RAGE-Defizienz auf die linksventrikulare

Pumpfunktion

Zur Untersuchung der Relevanz der verminderten Leukozytenrekrutierung in | CAM-1/RAGE-
defizienten Mausen analysierten wir die Auswirkungen auf die postischdmische myokardiale
Funktion. Die Anderung des linksventrikuldr entwickelten Druckes nach myokardialer

Ischdmie dient als funktioneller Parameter flir die mogliche Auswirkung der fehlenden
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RAGE- und ICAM-1-Expression. Die Messung der postischdmischen LV-Pumpfunktion
erfolgte 24 Stunden nach der 45-miniitigen Reperfusionsphase mittels Millar-Tip-Katheter.
Da die doppelte Defizienz von ICAM-1 und RAGE den stirksten Einfluss auf die
postischdmische PMN-Rekrutierung in den Akutversuchen zeigte (s. Abb. 8), wurden
zundchst Wildtyp-Tiere mit ICAM-1/RAGE-Tieren verglichen.

In diesen Versuchen zeigte sich, dass Herzen der WT-Tiere nach I/R (WT 86,4+3,8mmHg,
Abb. 9a) einen deutlich niedrigeren linksventrikuldren Druck entwickeln als sham-operierte
Tiere (Sham: 113,64, ImmHg, Abb. 9a). Im Vergleich dazu kénnen |CAM-1/RAGE-/-Herzen
nach I/R einen signifikant héheren LV-Druck entwickeln (ICAM-1L/RAGE-/-: 97,8+3,8mmHg,
Abb. 9a) als Wildtyp-Tiere. Es wurden zudem aufsteigende Dosen Noradrenalin iiber einen

zentralvendsen Zugang verabreicht (50 bis 100ng Noradrenalin als Bolus).

Linksventrikular entwickelter Druck (LVDP)
mmHg

180 _ @Sham
BWT IR
OICAML/RAGE-/- IIR *

160

140

120

100

80

60

40
baseline 50ng 100ng

Noradrenalin

Kombinierte Defizienz vonl CAM-1 und RAGE verbessert die
postischamische LV-Funktion

Abbildung 9a: Hiamodynamische Messungen zeigen einen Verlust der postischdmischen Funktion in WT-
Tieren im Vergleich zu sham-operierten Tieren an (45min LAD-Okklusion, gefolgt von 24h Reperfusion).
Kombinierte Defizienz von ICAM-1 und RAGE reduziert diesen postischimischen Verlust des
linksventrikulér entwickelten Druckes signifikant. ($p<0.05 vs. Sham, *p<0.05 vs. WT-Kontrolle und Sham;
n=6 pro Gruppe).
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Abbildung 9b: Die Analyse des globalen Funktionsparameters dP/dt,,, bestitigt die LVDP-Daten aus
Abbildung 9a. ($p<0.05 vs. Sham, *p<0.05 vs. WT-Kontrolle; n=6 pro Gruppe).

Unter dieser positiv inotropen Stimulation verhielt sich die LV-Pumpfunktion dhnlich den
Baseline-Werten. Verglichen mit dem postischdmischen Funktionsverlust der WT-Tiere
(50ng Bolus: Sham 149,5£1,7mmHg vs. WT 127,7£54mmHg; 100ng Bolus:
Sham164,5£3,ImmHg vs. WT 136,646mmHg, Abb. 9a) zeigen die ICAM-1/RAGE-/- Tiere
einen signifikant besseren LVDP (ICAM-1/RAGE-/- 50ng Bolus: 141,9+3,9mmHg; 100ng
Bolus: 154,5£3,9mmHg, Abb. 9a).

Die Analyse des iiber die Zeit entwickelten Druckes (dP/dt...) als Parameter fiir die
Kontraktilitit zeigt ebenfalls eine deutliche Verbesserung des postischimischem
Funktionsverlustes der ICAM-1/RAGE-defizienten Tiere unter Ruhebedingungen im
Vergleich zu Wildtyp-Tieren (Sham: 12750+431mmHg/s; WT-I/R: 7055£182mmHg/s;
ICAM-1/RAGE-/-I/R: 9218+403mmHg/s, Abb.9b). Nach kardialer Belastung, simuliert durch
Noradrenalin-Gabe  bleibt dieser  Unterschied bestehen (50ng Bolus:  Sham
25986+1106mmHg/s, WT: 16710+769mmHg/s, |CAM-1/RAGE-/-I/R: 17182+887mmHg/s;
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100ng Bolus: Sham: 25891+1162mmHg/s, WT-I/R: 17664+639, |CAM-1/RAGE-/I/R:
20008+1092mmHg/s, Abb. 9b).

3.5 Endotheliales RAGE ist essentiell flr die postischamische PMN-
Rekrutierung

Zur Differenzierung zwischen dem Effekt von endothelialem und leukozytirem RAGE
verwendeten wir Knockenmarkschiméren flir unser Ischdmie/Reperfusionsmodell. Es wurde
Wildtyptieren Knochenmark aus |CAM-1/RAGE-/- - defizienten Tieren transplantiert sowie
|ICAM-1/RAGE-/- -defizienten Tieren Knochenmark aus Wildtyptieren. Somit erreichten wir
dass in ersteren Tieren endotheliales RAGE exprimiert wird, Leukozyten jedoch RAGE-
defizient sind. In letzteren Tieren wird kein endotheliales RAGE exprimiert, wihrend die
Leukozyten @ RAGE  produzieren koénnen. Da ICAM-1  bekanntermaflen die
Leukozytenadhdsion beeinflusst (s. Abb 8), wurden bewusst [CAM-1/RAGE-
doppeldefizienzente Tiere verwendet. Bei isolierter RAGE-Defizienz wire eine Maskierung
des Effektes durch ICAM-1 zu befiirchten. In der Verwendung des transplantierten
Knochenmarks spielt ICAM-1-Defizienz keine Rolle, da ICAM-1 auf Leukozyten keine
relevante Funktion ausiibt. Als Kontrolle dienten Wildtyp-Méuse denen Knochenmark von
Wildtypmausen transplantiert wurde.

In Abbildung 10 sind zundchst die bereits erwdhnten Daten zu den nicht transplantierten
Wildtyp- und ICAM-1/RAGE-/-Tieren aus Abschnitt 3.5 zum Vergleich eingefiigt worden
(blaue Balken).

Die Analyse der Leukozytenrekrution der Knochenmarkschiméren zeigte bei Tieren mit
RAGE-defizienten Leukozyten (WT-Tiere mit ICAM-1/RAGE-/-KM 55+6PMN/GF, Abb. 10)
keinen signifikanten Unterschied zu unbehandelten Wildtyptieren nach I/R (WT: 67+2
PMN/GF, Abb. 10). Bei ICAM-1/RAGE-/- Tieren, denen endotheliales RAGE fehlt, kam es
nach  Transplantation von  WT-Knochenmark zu einer deutlich reduzierten
Leukozytenadhdsion (ICAM-1/RAGE-/-+ WT-KM: 13+£5 PMN/GF, Abb. 10), vergleichbar mit
unbehandelten | CAM-1/RAGE-/-Versuchstieren nach I/R (ICAM-1L/RAGE-/-: 21+12 PMN/GF,
Abb. 10). Die zur Kontrolle behandelten Wildtyptiere, welche Wildtyp-Knochenmark
erhielten zeigten nach Ischdmie und Reperfusion dhnliche Werte wie unbehandelte I/R-

Wildtyp-Tiere (WT+WT-KM:64+2 PMN/GF, Abb. 10).
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Abbildung 10: Nach Knochenmarktransplantation zeigt sich in ICAM-1/RAGE-/- Tieren mit WT-KM
(ausschlieBlich leukozytires RAGE) eine deutliche Reduktion der Leukozytenzahlen. Bei WT-Tieren zeigt
sich nach Transplantation von |ICAM-1/RAGE-/- Knochenmark nur eine minimale, nicht signifikante
Reduktion der Leukozytenzahlen. (#p < 0,05 vs. WT-Hintergrund; n= 6 pro Gruppe).

In den oben genannten Versuchen =zeigt sich eine deutliche Reduktion der
Leukozytenrekrutierung in den Tieren, denen endotheliales ICAM-1 und RAGE fehlt. Diese
Reduktion war unabhingig vom leukozytiren RAGE, wie die Versuche mit den
Knochenmarkchimiren zeigten. Somit konnen wir schlussfolgern, dass endotheliales, nicht

jedoch leukozytires RAGE zur postischdmischen Leukozytenrekrutierung beitragt.
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3.6 Die Defizienz von ICAM-1 und endothelialem RAGE fuhrt zu
einer Verbesserung der postischamischen linksventrikularen
Pumpfunktion

Zur Beurteilung der funktionellen Relevanz dieser Ergebnisse wurde auch bei den
Knochenmarkschimiren die linksventrikulire Pumpfunktion wie bereits erwdhnt mittels

Drucksensor im linken Ventrikel gemessen.

a) LVDP nach 45 Minuten Ischamie und 24 Stunden
mmHg Reperfusion

180

awT * %

160 - BICAM1/RAGE-/-

BICAM1/RAGE-/- + WT
140 -

120 -

100 -

80 -

40 A
baseline 100ng Noradrenalin

Linksventrikulare Pumpfunktion (LVDP) und die globale Kontraktilitat

(dP/dtax) nach Knochenmarkstransplantation

Abb. 1la: Himodynamische Messungen zeigen eine deutliche Besserung der postischdmischen Funktion in
Abwesenheit von ICAM-1 und endothelialem RAGE. Der LVDP ist in |CAM-1/RAGE-/-+WT-KM-Chiméren
unter Ruhebedingungen und zumindest teilweise auch nach Stimulation signifikant verbessert im Vergleich zu

den WT-Tieren (¥p<0,05 vs. WT, n=6 pro Gruppe).
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Wie schon in Abschnitt 3.4 beschriecben kommt es zu einer Verbesserung der
postischdmischen linksventrikuldren Funktion in den |CAM-1/RAGE-defizienten Tieren im
Vergleich zu den WT-Tieren schon unter Ruhebedingungen (LVDP: ICAM-1/RAGE-/-:
97,8+£3,8mmHg vs WT: 86,4+3,8mmHg, Abb 11a). Die ICAM-1/RAGE-defizienten Tiere,
welchen  Wildtyp-Knochenmark transplantiert wurde, zeigten eine vergleichbare
Verbesserung des linksventrikuldr entwickelten Druckes nach Ischdmie und Reperfusion wie
die ICAM-1/RAGE-/-Tiere mit nativen Knochenmark (LVDP: ICAM-1/RAGE-/-+WT-KM:
97,22, 7mmHg, Abb. 11a). Diese Verbesserung des LVDP war ebenfalls signifikant

verbessert im Vergleich zu den WT-Tieren nach I/R.

b)
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Globale Kontraktilitat (dP/dt ,,,,) nach I/R

awT
BICAM1/RAGE-/-
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Abbildung 11b:. Auch die globale Kontraktilitdt dP/dty,, ist in |CAM-1/RAGE-/-+WT-KM-Chiméren unter
Ruhebedingungen und nach Stimulation signifikant verbessert im Vergleich zu den WT-Tieren (*p<0,05 vs.

WT, n=6 pro Gruppe).
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Ahnliche Ergebnisse zeigt die Auswertung des globalen Kontraktilitdtsparameters dP/dtpax
(Abb. 11b). Hier zeigen sich sowohl unter Ruhebedingungen (WT: 7055+182mmHg/s vs.
|ICAM-1J/RAGE-/-+ WT-KM-I/R: 89194+391mmHg/s, Abb. 11b), als auch nach Stimulation
mit 100ng NA eine deutliche Verminderung des postischidmischen Funktionsverlustes in den
KM-Chiméren mit endothelialer RAGE-Defizienz (100ng Bolus: WT: 17664+639 VS: ICAM-
1/RAGE-/-*wt-mk: 20346+1060mmHg/s, Abb. 11b).

Es zeigt sich, dass die Deletion von ICAM-1 und RAGE zu einer verminderten
postischdmischen Leukozytenadhdsion nach akuter Ischdmie und Reperfusion fiihrt, somit
scheint sich diese reduzierte Leukozytenrekrutierung positiv auf den postischdmischen

Funktionsverlust auszuwirken.
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4 Diskussion

In dieser Arbeit wurde die postischdmische Interaktion von RAGE und Leukozyten sowie
deren funktionelle Relevanz in einem Mausmodell analysiert. In RAGE- oder ICAM-1-
defizienten Tieren kam es nach 20 Minuten Ischimie gefolgt von 15 Minuten Reperfusion zu
einer gleichwertigen Verminderung der postischdmischen Leukozytenrekrutierung (Abb. 8)
im Vergleich zu Wildtyp-Tieren. In ICAM-1/RAGE-doppeldefizienzen Tieren kam es zu einer
additiven Reduktion der postischdmischen Leukozytenrekrutierung. Ebenso zeigten
RAGE/ICAM-1-/-Tiere eine verbesserte postischimische LV-Funktion im Vergleich zu WT-
Kontrollen nach 45 Minuten myokardialer Ischdmie und 24 Stunden Reperfusion.

Um zwischen endothelial und leukozytir exprimiertem RAGE zu differenzieren, wurden
Knochenmark-Chiméren mit WT und ICAM-1/RAGE-/- Tieren generiert. In Wildtyp-Tieren
mit ICAM-1/RAGE-defizienzem Knochenmark zeigte sich eine &dhnlich ausgeprigte
postischamische ~ Leukozytenrekrutierung  verglichen mit den  WT-Kontrollen.
Interessanterweise fithrte das Fehlen des endothelialen RAGE in |ICAM-1/RAGE-
defizienzienten Tieren mit WT-Knochenmark zu einer signifikanten Reduktion der
postischamischen Leukozytenrekrutierung. Gleichzeitig zeigte sich die postischdmische LV-
Funktion in den Knochenmark-Chimédren mit |CAM-1/RAGE-/-Hintergrund und WT-
Knochenmark eine verbesserte postischdmische LV-Funktion im Vergleich zu den WT-

Kontrollen.

4.1 Experimentelle Modelle akuter Myokardischamie an der Maus

In den vorgestellten Untersuchungen wurde fiir die Analyse des postischdmischen
Myokardschadens ein in vivo Mausmodell gewihlt. Dieses Modell weist Unterschiede zu
humanpathologischen Vorgéngen auf, bietet jedoch auch offensichtliche Vorteile. Der
Versuchsaufbau zur Induktion einer akuten myokardialen Ischdmie in vivo ist in der Literatur
bereits beschrieben und etabliert’’.

Das verwendete akute Tiermodell erlaubt es, unterschiedliche zellulire Komponenten der
akuten =~ Myokardischdmie, im  speziellen = Fall jedoch  Leukozyten, mittels
Fluoreszenzfarbstoffen zu markieren und so deren Beitrag zum Ischémie/
Reperfusionsschaden unter Beriicksichtigung der makrohdmodynamischen Parameter zu

beurteilen. Fiir die fluoreszenzmikroskopische = Analyse der postischimischen
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Adhésionsmechanismen in vivo ist der Mausorganismus aufgrund geringer Organgrofle gut
geeignet.

Die Tatsache, dass speziell das Genom des C57/BL6-Stammes bereits in internationaler
Zusammenarbeit sequenziert und analysiert wurde, und dadurch die genetische Deletion und
der Austausch endogener Gene moglich wurde, trug entscheidend zur Speziesauswahl bei . So
lieB die Verwendung verschiedener gentechnisch verdnderter Tierstimme Riickschliisse auf
die Relevanz einzelner genetischer Komponenten vor allem der Leukozytenadhision zu.

Zur Analyse der Adhdsionsmechanismen wurde ein in vivo Modell gewéhlt, da nur hier die
Komplexitit aller Blut- und Endothelbestandteile sowie physikalische Gegebenheiten die
grofftmogliche Beriicksichtigung finden. Weiterhin erlaubt dieses in vivo Modell die
Erhebung funktioneller Daten durch kathetergestiitzte Druckmessungen im linken Ventrikel.
Neben diesen Vorteilen bietet das Mausmodell die bekannten allgemeinen Vorziige wie
standardisierte Haltungsbedingungen, kurze Generationszeiten und die Moglichkeit grofe
Kohorten zu ziichten.

Als Nachteil erweist sich die invasive Préparationsmethode, welche durch die hierbei in Gang
gesetzten Gerinnungsprozesse und das Freisetzen inflammatorischer Signalstoffe starke
Storfaktoren generieren.

Um durch die Priparation entstandene Einfliisse auf die Leukozytenadhésion zu beurteilen,
wurden sogenannte sham-operierte Gruppen eingefligt und analysiert, welche die Narkose
sowie die Operationsprozedur durchliefen, jedoch ohne Okklusion des Koronargefafes,
damit ohne Myokardischdmie.

Ein weiterer Nachteil ist die fehlende Beurteilbarkeit chronischer Verédnderungen am
Myokard, weshalb wir neben dem Akutversuch auch Untersuchungen zu chronisch —
ischdmischen Lésionen durchfiihrten. Hierdurch konnten wir Funktionsdaten auch 24 Stunden

nach akuter Myokardischdmie gewinnen, um subakute Verdnderungen zu analysieren.

4.1.1 Fluoreszenzmikroskopie des Myokards nach Ischdmie und

Reperfusion

Im Anschluss an die in vivo Experimente wurden die explantierten Herzen ex vivo
fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Die hohe physiologische Herzfrequenz der Tiere (350-
500/min) macht es bisher unmdglich, intravitalmikroskopische Analysen am schlagenden

Herzen durchzufiihren. Daher ist dieser Nachteil als systemimmanent anzusehen. Eine
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intravitalmikroskopische Analyse des schlagenden Herzens mit auf dem Myokard befestigter
Optik ist bisher nur am GroBtiermodell beschrieben’’. Da die entsprechenden genetisch
veranderten Tiere nicht verfiigbar sind, griffen wir fiir unsere Fragestellung auf das oben

beschriebene Modell zuriick.

4.1.2 Einfluss der chirurgischen Préparation

Im Rahmen der mikrochirurgischen Priparation werden bereits vor Ischdmie und Reperfusion
Gerinnungsprozesse sowie eine inflammatorischen Reaktion in Gang gesetzt, welche einen
groBen Storfaktor darstellen. Um diese kleinstmdglich zu halten wurde auf minimale
Traumatisierung, moglichst geringen Blutverlust und ziligige Praparation geachtet. Auch die
unphysiologische kiinstliche Beatmung sowie die Narkose der Tiere ist als systemimmanente
Fehlerquelle anzusehen. Um den Einfluss dieser unvermeidlichen Bestandteile des Modells zu
erfassen wurden Sham-Kontrollgruppen analysiert. Ein Versuchsmodell zur Umgehung des
Einflusses der Priparation auf die myokardiale Ischdmie lieferte Mark Entman et al., dessen
Versuchsanordnung vorsah, nach der Préparation und Umschlingung der LAD die losen
Enden der Ligatur nach Verschluss der Thorakotomiewunde unter der Haut zu belassen. Nach
Abschluss der Wundheilung hat man durch einen Hautschnitt erneut Zugang zu den
Ligaturniihten und kann diese elektiv okkludieren und eine Myokardischimie auslésen®. Da
auch diese Methode nicht vollig ohne Storfaktoren durchzufiihren ist (Narkose, alter
Myokardschaden durch vorprédparierte LAD) entschieden wir uns fiir oben genanntes Maus-

Modell.

4.2 Einfluss von RAGE auf die postischamische
Leukozytenrekrutierung

In verschiedenen Tierversuchen, aber auch klinischen Studien konnte bereits gezeigt werden,
dass eine erhohte Leukozytenrekrutierung mit dem myokardialen Reperfusionsschaden
korreliert’’,

In fritheren Arbeiten konnten wir zeigen, dass nach genetischem Knock-out von ICAM-1 die
Leukozytenadhdsion im ischdmischen Myokard deutlich verringert ist. Ein dhnlicher Effekt
liess sich durch den Knock-out von P-Selektin erreichen. In doppel-knock-out Tieren, also

Tieren, die weder ICAM-1 noch P-Selektin exprimieren, verringert sich die Anzahl
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adhdrenter Leukozyten schlieBlich noch weiter’'. Es bleibt jedoch stets eine Restadhdsion
leukozytérer Zellen, was auf die Existenz weiterer Mechanismen schlieBen ldsst, welche die
Leukozytenrekrutierung vermitteln. Z. B. ist in |CAM-1/P-Selektin-defizienten Méusen eine
Thromobzyten-vermittelte ~ Leukozytenrekrutierung ~ beschrieben’’.  Ein  alternativer

Mechanismus konnte eine RAGE-vermittelte Leukozytenrekrutierung sein.

4.2.1 RAGE als Adhasionsmolekul

RAGE wurde als wichtiges Adhédsionsmolekiil fiir Leukozyten bereits mehrfach als Ligand
flir Mac-1 identifiziert, sowohl im inflammatorisch als auch traumatisch geschidigtem
Gewebe™ ®. Daher versuchten wir, die Adhésion durch RAGE von der I[CAM-1-abhingigen
Funktion zu differenzieren.

Es ist beschrieben, dass ICAM-1 iiber die von Leukozyten exprimierten Beta-Integrine LFA-1
und Mac-1 in iiberlappender Funktion die feste Leukozytenadhision in vivo vermitteln **'%.
In den von uns durchgefiihrten intravitalmikroskopischen Untersuchungen zeigte sich eine
signifikant reduzierte Leukozytenrekrutierung nach akuter myokardialer Ischamie in |CAM-1-
defizienten Maéusen (Abb. 8). Auch in RAGE-defizienten Tieren zeigte sich eine
vergleichbare, signifikante Reduktion der adhédrenten Leukozyten (Abb. 8).

Die Kombination von |CAM-1- und RAGE-Defizienz zeigt nicht nur im Vergleich zur
Wildtypgruppe, sondern auch im Vergleich zu den Single-Knockout-Tieren eine additive
Reduktion der Leukozytenrekrutierung pro Gesichtsfeld (Abb.8).

Einhergehend mit unseren Befunden im postischdmischen Myokard zeigte sich in einem
Cremaster-Modell der trauma-induzierten Inflammation ebenfalls eine massive Reduktion
adhisiver Leukozyten in Absenz von ICAM-1 und RAGE®®. Im Unterschied zu unserem
Modell fiihrte eine einfache Deletion von ICAM-1 oder RAGE im trauma-induzierten
Cremastermodell nicht zu relevanten Verinderungen der Leukozytenadhision®, was zum
einen an dem unterschiedlichen inflammatorischen Stimulus und zum anderen and den
verschiedenen Flussverhiltnissen liegen kann.

Daraus ldsst sich schlieBen, dass bei akuter myokardialer Ischimie RAGE und ICAM-1 in
redundanter Weise die Leukozytenrekrutierung steigern. Eine RAGE-Defizienz fiihrt
demzufolge, wie in oben genanntem Traumamodell, zu einer verringerten

Leukozytenadhédsion. Die additive Reduktion der Leukozytenrekrution in |CAM-1/RAGE-/- -
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Herzen ist ein Hinweis auf einen redundanten postischimischen Adhdsionsmechanismus zur
bisher beschriebenen P-Selektin/I[CAM-1-Achse.

Auch am Tiermodell der Thioglycollat-Peritonitis war die Leukozytenrekrutierung signifikant
verringert in RAGE-defizienten Tieren im Vergleich zu Wildtyp Tieren. In vitro war RAGE-
abhédngige Leukozytenadhédsion an endotheliale Zellen von einer direkten Interaktion
zwischen RAGE und sowohl dem Beta-2-Integrin Mac-1 als auch zu geringerem Anteil mit

p150/95 vermittelt. LFA-1 und Beta-1-Integrine spielten bei dieser Interaktion keine Rolle’"
86

Andererseits interagiert das Beta-Integrin ICAM-1 iiberwiegend als Ligand fiir LFA-1%%°,

wihrend die Interaktion von ICAM-1 und Mac-1 eine untergeordnete Rolle fiir die Adhésion

von Leukozyten iiber ICAM-1 spieltgs.

4.3 Postischamische linksventrikulare Funktion inl CAM-1/RAGE-

defizienten Herzen

Es ist bereits beschrieben worden, dass die Deletion des RAGE-Genes bei Méusen einen
Einfluss auf die linksventrikuldre Pumpfunktion hat. Aleshin et al. konnten anhand eines
Mausmodells zeigen, dass RAGE-/-defiziente Tiere nach myokardialer Ischdmie und
Reperfusion eine verbesserte echokardiografisch gemessene Ejektionsfraktion (EF) aufweisen
als Wildtyp-Tiere. Zudem konnte anhand von TUNEL-Féarbungen eine verminderte
Apoptoserate und mittels Western blots eine erniedrigte Aktivitdt von Cytochrom C und

Caspase-3 nachgewiesen werden'"!

. Diese Versuche, insbesondere der mogliche Einfluss von
RAGE auf die Caspase-3 konnten auf einen Zusammenhang mit mitochondrialen Apoptose-
Signalwegen hinweisen.

In einer weiteren Versuchsreihe konnten Bucciarelli et al. zeigen, dass in Rattenherzen die
RAGE-Expression nach Ischdmie deutlich ansteigt. Auch hier wurden myokardiale
Funktionsdaten erhoben, allerdings am isoliert perfundierten Herzen. Die gemessenen Werte
fir LVDP, LVEDP und koronaren Perfusionsdruck sind fiir RAGE-/-Tiere deutlich hoher als
fir Wildtyp-Kontrollen. Die Aktivierung der RAGE-Achse wurde hier in Verbindung
gebracht mit dem Anstieg des NO-, cGMP- und Nitrotyrosingehalts, sowie der erhdhten
Expression der induzierbaren NO-Synthetase'*.

Einhergehend mit diesen Daten zeigte sich in unseren Versuchen nach 45 Minuten LAD-

Okklusion in vivo nach 24 Stunden eine deutliche Verbesserung der postischdmischen
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linksventrikuldren Pumpfunktion in |CAM-1/RAGE-/-defizienten Méusen im Vergleich zu
Wildtyp-Tieren (s. Abb. 9a und 9b). Gleichzeitig war in der frilhen postischdmischen
Reperfusion eine deutliche Reduktion der Leukozytenrekrutierung vor allem in den |CAM-
1/RAGE-doppeldefizienten Tieren nachweisbar (Abb. 8, Abb. 10). Wie schon in unserer und
von anderen Arbeitsgruppen gezeigt, ist die friihe postischdmische Leukozytenrekrutierung
fiir die Ausprigung des postischdmischen Funktionsverlust entscheidend’'***’.

Somit scheinen die benefiziellen Effekte der reduzierten Leukozytenadhision sowie
moglicherweise zusitzlich der Einfluss von RAGE auf die Caspase-3 und die Erhohung der
NO-Synthetase zur Reduktion des postischdmischen Funktionsverlustes beitragen, wobei

letzteres in dieser Arbeit nicht ndher untersucht wurde.

4.4 Endotheliale versus leukozytare RAGE-Expression

Neben der endothelialen RAGE-Expression wurde RAGE unter anderem auf neutrophilen
Granulozyten beschrieben®® ® ', Um die These der Interaktion zwischen endothelialem
RAGE und leukozytirem Mac-1 zu festigen, wurden Chimédren generiert, die entweder
defizient fiir endotheliales oder leukozytires RAGE waren. Wihrend WT-Tiere mit RAGE-
defizienten Leukozyten keine Unterschiede in der postischdmischen Leukozytenrekrutierung
zeigten, war diese in |CAM-1/RAGE-defizienten Tieren mit WT-Knochenmark, in denen nur
das endotheliale RAGE deletiert ist, fast vollstindig depletiert (siche Abbildung 10).

Ahnliche Befunde konnten Frommbhold et al in vivo im trauma-induzierten Cremastermodell
der Maus zeigen. In der gleichen Arbeit zeigten in vitro Versuche mit immobilisiertem RAGE
eine starke Adhédsion mit murinen und humanen Leukozyten, die abhingig war von Mac-1,
nicht jedoch von LFA-1%.

In der Analyse der postischdmischen linksventrikuldren Funktion zeigte sich ebenfalls eine
Reduktion der linksventrikuldren Funktion in den ICAM-1/RAGE-Chimidren mit WT-
Knochenmark im Vergleich zu den WT-Kontrollen. Sowohl in den Adhésionsanalysen (siche
Punkt 3.5), als auch in den Funktionsmessungen (s. Punkt 3.6) waren die Verbesserungen in
den ICAM-1/RAGE-defizienten Tieren am stirksten ausgeprdgt, unabhdngig von der
Expression des leukozytiren RAGE.
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4.5 RAGE induzierte Signaltransduktion

Es ist gezeigt worden, dass die leukozytére friihe Rekrutierung in der Reperfusionsphase zu
dem postischdmischen Funktionsverlust beitrigt’®. In Arbeiten der eigenen Arbeitsgruppe und
auch von anderen wurde gezeigt, dass die Leukozytenrekrutierung mit einer verminderten
linksventrikuldren Funktion korreliert”™’.

Eine Ursache fiir die verbesserte Funktion konnte in der verminderten Aktivierung von
inflammatorischen Signalwegen in |ICAM-1/RAGE-defizienten Tieren sein. Neben der
direkten Leukozytenadhésion ist die Aktivierung von proinflammatorischen Signalwegen
durch RAGE beschrieben worden. Mogliche Mechanismen iiber welche RAGE zu
schidigenden Wirkungen fiihrt sind im JNK- und STATS5-Signaliibertragungsweg zu
finden'®" '™, Zudem wurde in Western blot Analysen eine Verringerung der JNK- und
STATS5-Phosphorylierung in RAGE-defizienten Tieren nachgewiesen. Im Gegensatz dazu
kam es zu einem signifikanten Anstieg der Expression von STAT3 und phosphoSTAT3'".
Auch im Rattenmodell wurde nach LAD-Okklusion eine Phosphorylierung von JAK2,
STATI1, STAT3, STATS5a und STAT6 beobachtet, sogar bereits fiinf Minuten nach Infarkt.
Dabei blieben STAT1, STAT3 und STAT5a bis zu sieben Tage nach Ischidmie aktiviert'®,
Die Aktivierung des JAK/STAT-Signalwegs wurde bereits mehrfach mit einer
postischdmischen Dysfunktion assoziiert'® ', Auch wenn WT-Miusen 15sliches RAGE
(sRAGE, solubile RAGE), ein ligandenbindendes Agens, injiziert wurde, reduzierte sich die
InfarktgroBe ebenfalls signifikant, vergleichbar mit der Infarktreduktion in RAGE-defizienten
Maiusen, was auf den Einfluss der Ligandenbindung auf den RAGE-abhingigem
Ischdmieschaden hinweist. Die Cytochrom C —Freisetzung ins Zytosol war in SRAGE-M4iusen
ebenfalls deutlich reduziert, so dass sRAGE vermutlich protektiv im ischdmischen
Mausherzen wirkt'®".

In mehreren Studien wurde bereits gezeigt, dass nicht-enzymatisch glykolierte Proteine selbst

90,102,106 '1yas Vorhandensein von AGEs

reaktive Sauerstoffzwischenstufen generieren konnen
nahe der Zellmembranen und deren darauffolgende Internalisation scheint damit eine
Umgebung zu erschaffen, die oxidativen Stress fordert. Im extrazelluldiren Raum konnte die
Generierung reaktiver Sauerstoff-Spezies eine Erkldrung fiir die beobachtete Tilgung von
Stickoxid sein'®". In in vitro Versuchen zeigte sich zudem, dass nach Stimulation mit AGEs
endotheliale Zellen vermehrt Thiobarbitursdure-reaktive Substanzen bildeten, Him-
Oxigenase mRNA induziert und der proinflammatorische Transkriptionsfaktor NF-xB

101, 106

aktiviert wurde . In entsprechenden in vivo Untersuchungen an Miusen, denen AGEs
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verabreicht wurden, fanden sich konkordante Hinweise fiir vermehrten oxidativen Stress im
Vergleich zu Kontrolltieren denen Albumin injiziert wurde.

Neben den durch AGEs geschaffenen reaktiven Sauerstoff-Intermedidren scheint die NF-kB-
Aktivierung eines wichtigsten Faktors fiir die Aufrechterhaltung der RAGE-abhidngigen
chronisch-inflammatorischen Reaktion zu sein. In ruhenden Zellen befindet sich NF-kB an
sein Inhibitormolekiil IxkBa gebunden, somit in inaktiver Form, im Zytoplasma. Nach
Aktivierung wird IkBa rasch phosphorylisiert und degradiert, was zur Freisetzung und
Translokation von NF-kB in den Nukleus fiihrt. Daraus resultierend bindet NF-kB an
entsprechende Stellen der DNA und leitet die Transkription von Zytokinen,
Ahésionsmolekiilen, prothrombotischen und vasokonstriktiven Genprodukten, RAGE selbst
und IkBa ein. Damit stellt die NF-kB-Aktivierung eine sofortige und sensitive Zellantwort,
die das zellulidre Uberleben durch eine verstirkte Inflammation negativ beeinflusst. Es konnte
bereits in vorangehenden Arbeiten unserer Arbeitsgruppe gezeigt werden, dass die
Antagonisierung von NF-kB mittels eines Decoys in Kombination mit der Gabe eines CD18-
Antikdrpers zu einer Reduktion der InfarktgrofBe fiihrt®.

In Zusammenschau unserer Ergebnisse schlussfolgern wir, dass die Interaktion von
endothelialem RAGE und dem leukozytiren Beta-2-Integrin Mac-1 als redundanter
Mechanismus fiir Leukozytenrekrutierung nach myokardialer Ischdmie und Reperfusion
besteht. Im klinischen Kontext konnte dieser Mechanismus von Wichtigkeit sein, wenn die
endothelialen Adhdsionsmolekiile ICAM-1 und Beta-2-Integrine z. B. durch die Gabe von
blockierenden Antikérpern neutralisiert werden. Dies wiirde erkldren, warum klinische
Studien mit CD11/CD18-Antikorper-Gabe nach PTCA keine positiven Wirkungen auf die
Ausprigungen der InfarktgroBe erreichten'®” ',

Weiterhin weist die Verbesserung der postischdmischen Funktion nach 24 Stunden
Reperfusion darauf hin, dass die Verminderung der postischdmischen Inflammation sich
positiv auf die linksventrikuldre Funktion auswirkt. Die genauere Aufschliisselung und
Differenzierung zwischen direkter Rezeptor-Leukozyten Interaktion und RAGE als Mediator
fiir die inflammatorische Kaskade nach Ischdmie und Reperfusion waren nicht Gegenstand
dieser Arbeit. Es wire allerdings denkbar, durch eine Kombination von ICAM-1 und RAGE-
Inhibition  einen  therapeutisch  wirksamen  Ansatz zur  Verminderung  des

Reperfusionsschadens zu entwickeln.
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5 Zusammenfassung

Die Manifestation der Artherosklerose an den Herzkranzarterien ist die koronare
Herzerkrankung (KHK), ein pathologischer Prozess dessen Auswirkungen in Industrielandern
die Krankheits- und Todesursachenstatistiken anfithren'. Der Myokardinfarkt — mit
thrombotischem Verschluss einer Koronararterie ist dabei eine der haufigsten
Komplikationen. Die zeitnahe Revaskularisation ist die wichtigste therapeutische MalBinahme
zur Reduzierung des postischdmischen Myokardschadens, wobei auch durch die Reperfusion
selbst eine Schidigung der Myozyten und des Endothels stattfindet.

Mit Wiedereroffnung der verschlossenen Herzkranzgefile setzt eine gesteigerte
inflammatorische Reaktion ein, begleitet von erhohter Leukozytenmigration in myokardiales
Gewebe.

Der Rezeptor der advanced glycation end products (RAGE) wurde in verschiedenen
Vorarbeiten im Kontext der myokardialen Ischdmie und Reperfusion beschrieben. In dieser
Arbeit wurden die postischdmische Interaktion von RAGE und Leukozyten und deren
funktionelle Relevanz in einem Mausmodell analysiert. Tiere, die defizient fiir das
endotheliale Adhisionsmolekiil [CAM-1 oder fiir RAGE sind, sowie doppeldefiziente Tiere
wurden einer 20-miniitigen Okklusion der LAD unterzogen. Nach einer darauf folgenden 15-
miniitigen Reperfusion wurde die Leukozytenrekrutierung mittels Rhodamin-G6 Infusion
fluoreszenzmikroskopisch untersucht. AuBlerdem wurde in WT und in ICAM-1/RAGE-
defizienten Tieren die linksventrikuldre Funktion nach 45 Minuten myokardialer Ischimie
und 24 Stunden Reperfusion mittels invasiver intrakardialer Druckmessung untersucht.

In RAGE- oder ICAM-1-defizienten Tieren kam es zu einer gleichwertigen Verminderung der
Leukozytenrekrutierung (Abb. 8) im Vergleich zu Wildtyp-Tieren. In ICAM-1/RAGE-/-
Tieren kam es zu einer additiven Reduktion. Ebenso zeigten RAGE/ICAM-1-/-Tiere ecine
verbesserte postischdmische LV-Funktion im Vergleich zu WT-Kontrollen.

Um zwischen endothelial und leukozytdr exprimiertem RAGE zu differenzieren, wurden
Knochenmark-Chimédren mit WT und ICAM-1/RAGE-/- Tieren generiert. Hierzu wurden
Wildtyp-Mausen nach Bestrahlung Knochenmark von |CAM-1/RAGE-defizienzenten Tieren
transplantiert, um Maiuse mit leukozytirer |CAM-1/RAGE-Defizienz zu generieren.
Umgekehrt wurde |ICAM-1/RAGE-defizienten Tieren Knochenmark von Wildtyp-Tieren
transplantiert. Dadurch erhielten wir Méuse mit ausschlieBlich auf dem Endothel fehlender

ICAM-1/RAGE-Expression.
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In diesen Knochenmarkschiméren konnten wir zeigen, dass das Fehlen des endothelialen
RAGE zu einer deutlichen Reduktion der Leukozytenadhdsion fiihrt, das Fehlen von
leukozytirem RAGE hingegen kaum zu einer Anderung der Leukozytenadhision. Somit
konnten wir zeigen, dass nicht das leukozytire sondern endotheliales RAGE einen
redundanten Effekt fiir die Leukozytenrekrutierung darstellt. Wir konnten nachweisen, dass
diese ICAM-1/RAGE-Defizienz zu einer signifikanten Verbesserung der linksventrikuldren
Funktion fiihrt. Ein moglicher Mechanismus ist die Interaktion zwischen leukozytarem Mac-1
und endothelialem RAGE. Die reduzierte inflammatorische Reaktion ist verantwortlich fiir
die verbesserte linksventrikuldre Funktion und konnte als neuartiger therapeutischer Ansatz

von Nutzen sein.
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6 Abklrzungsverzeichnis

AGE
ATP

CD

GF
HMGBI1
ICAM
|ICAM-1-/-
| CAM-1/RAGE-/-
I/R

KG
KHK
LAD
LFA-1
LV
LVDP
MAC-1
NF-kB
NO

PCR
PMN
PTCA
RAGE
RAGE-/-
ROS
sRAGE
TNF-a
VLA-4
VCAM-1

WT

Advanced glycation end products
Adenosintriphosphat

Cluster of Differentiation

Gesichtsfeld

High-mobility-group-box-1

Intercellular Adhesion Molecule
ICAM-1-defiziente Méuse

ICAM-1- und RAGE-doppeldefiziente Mause
Ischdmie und Reperfusion

Korpergewicht

Koronare Herzerkrankung

Left Ascending Artery
Lymphozyten-Funktionsassoziiertes Antigen-1
Linker Ventrikel

Leftventricular Developed Pressure
Monocyte Adhesion Complex-1

Nuclear Factor kB

Stickstoffmonoxid

Polymerase Chain Reaction
Polymorphkernige neutrophile Granulozyten
Perkutane transluminale Koronarangioplastie
Receptor fiir Advanced glycation end products
RAGE-defizienzte Méuse

Reaktive Oxygen Spezies

solulable RAGE
Tumor-Nekrose-Faktor-alpha

Very Late Antigen-4

Vascular Adhesion Molecule-1

von Willebrand Factor

Wildtyp
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