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Zusammenfassung

Bei der klonale Himatopoese von unbekanntem Potential (CHIP) treten in den blutbildenden Stammzellen
des Knochenmarks somatische (erworbene) Mutationen auf, welche anschliefend in den Blutkreislauf gelan-
gen. CHIP ist mit dem Alterungsprozess assoziiert. In der Gruppe der iiber 70-jdhrigen sind bereits bei mehr
als 10% der Individuen CHIP-Mutationen nachweisbar (1). In groB3en klinischen Studien konnte bereits ge-
zeigt werden, dass Triger von CHIP-Mutationen ein deutlich h6heres Risiko fiir das Auftreten von koronarer

Herzkrankheit (KHK), Herzinfarkt, Schlaganfall und Tod haben (1, 2).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde untersucht, welche Bedeutung CHIP dabei auf die KHK hat.
Hierfiir wurden von insgesamt 217 Individuen in strukturierter Weise kardiovaskuldr relevante Proben ge-
wonnen (u.a. definierte Abschnitte aus Koronararterien, Herzmuskel sowie Blut und Plasma). Um festzustel-
len, ob bei ausgewihlten Individuen (n=17) mit mittleren bis starken atherosklerotischen Gefil3verinderun-
gen, CHIP mutierte Zellen im peripheren Blut vorliegen, wurde zunichst eine tiefe Sequenzierung auf DNA-
Ebene durchgefithrt. Als Referenz fiir die Sequenzierung stand ein bereits etabliertes, 56 Gene umfassendes

Panel (Illumina TruSeq Custom Amplicon (3)) zur Verfiigung.

Hierbei konnten bei vier Individuen insgesamt fiinf CHIP-Mutationen im Blut nachgewiesen werden. Zudem
konnten die korrespondierenden CHIP-Mutationen in den Genen DNMT3A, ASXL1 und SMC3 auch im
proximalen Teils des atherosklerotisch verinderten Ramus interventricularis anterior auf DNA-Ebene nachge-

wiesen werden.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass CHIP mutierte, himatopoetische Zellen im
Menschen in der Lage sind aus dem Knochenmark tber den Blutkreislauf in atherosklerotische Lisionen der

Koronararterien, einzuwandern und die Atherogenese somit zu beeinflussen.

Weitere Studien sollen kiinftig die zugrundeliegenden molekularen Mechanismen, die durch spezifische Mu-
tationen zum Progress kardiovaskulirer Krankheiten beitragen, untersuchen und charakterisieren. Ebenso
gilt es noch zu verstehen, welche spezifischen, fir Herz-Kreislauferkrankungen-relevante Signalwege fiir die

Entwicklung von Medikamenten fiir CHIP-Mutationstriger mit KHK eine Rolle spielen (4).



Abstract (English)

Clonal hematopoiesis of indeterminate potential (CHIP) is defined as an over-representation of somatic mu-
tations in hematopoietic bone marrow stem cells, which get into the blood circulation. CHIP emerges during
the ageing progress. In the group of people, older than 70 years, more than 10% of CHIP-mutations have
been found (1). Large studies have already shown, that carriers of CHIP-mutation have a significantly higher

risk of the appearance of CAD, heart attack, stroke and cardiovascular caused death.

In this study, the impact of CHIP on coronary artery disease (CAD) was analyzed. For this, cardiovascular
relevant tissue from overall 217 individuals was collected (among others defined regions of the coronary
artery tree, heart muscle as well as whole blood and plasma). In order to find out if the selected individuals
(n=17) are carriers of CHIP-mutated cells in the peripheral blood, a deep targeted amplicon sequencing was
carried out. As a reference for the sequencing, an already established panel (Illumina TruSeq Custom Ap-

mlicon (3)), covering 56 genes was used.

As a result, five CHIP-mutations in four individuals could be detected. Also, corresponding CHIP-mutations
in the genes DNMT3A, ASXI.1 and SMC3 have been found in the lesion of the proximal part of the left

anterior descending artery.

This is the first study proving that human CHIP mutated hematopoietic cells have the ability to invade from
the bone marrow via the peripheral blood into atherosclerotic lesions in coronary arteries and might locally

stimulate atherosclerosis progression.

Further studies will be necessary to examine and characterize the underlying molecular pathways which con-
tribute to cardiovascular diseases. It is also necessary to understand which cardiovascular relevant pathways

are targetable for drug development to treat carriers of CHIP mutations with cardiovascular disease (4).
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1. Einleitung

Aktuelle Studien haben erstmals das unbestimmte Potential der klonalen Himatopoese (CHIP — clonal he-
matopoiesis of indeterminate potential) im Hinblick auf die Atherogenese beschrieben. Vereinfacht kann
CHIP als eine Frithform einer akuten myeloischen Leukidmie (AML) betrachtet werden. Mit zunehmenden
Alter steigt das Risiko von erworbenen (somatischen) Mutationen in hdmatopoetischen Stammzellen des
Knochenmarks, die im Weiteren eine klonale Dominanz bei der Blutbildung bedingen (1). Diese, im periphe-
ren Blut nachgewiesenen CHIP-Mutationen konnten in Zusammenhang mit unerwiinschten kardiovaskula-
ren Ereignissen wie Myokardinfarkt, Schlaganfall, thromboembolische Ereignisse und ischdmisch bedingte
Herzinsuffizienz gebracht werden (5). Dariiber hinaus haben diese selektiv expandierten, CHIP-mutierten,

aus dem Knochenmark migrierten Leukozyten einen deutlichen Einfluss auf die kardiovaskulire Mortalitit

gezeigt (3).

Basierend auf den oben genannten Erkenntnissen, sollen in weiterfiihrenden Studien betroffene Stoffwech-
selwege identifiziert werden, die von CHIP-Mutationen potentiell betroffen sind. Insbesondere epigenetisch
regulierende Signalwege, die vor allem Veridnderungen in der DNA- und Histon-Methylierung betreffen, so-
wie bisher unbekannte Mutationen spielen hier im Hinblick auf Herz-Kreislauf-Erkrankungen eine grof3e

Rolle (6).

CHIP-Mutationen in epigenetischen Regulatorgenen wie z.B. DNMT3A, ASXL1 und TET2 konnten bei
Menschen mit kardiovaskuliren Erkrankungen bislang lediglich im Knochenmark und Blut nachgewiesen
werden, nicht jedoch in atherosklerotisch verinderten Koronararterien oder anderen Endorganen (2). Zu
Grunde liegende Mechanismen der einzelnen CHIP-mutierten Gene und ihr Beitrag zur Entwicklung kardi-
ovaskulirer Erkrankungen sind bislang nur in Ansétzen verstanden (7). Im Gegensatz zu etablierten kardi-
ovaskuldren Risikofaktoren wird CHIP erst seit kurzem als eigenstindiger Risikofaktor wahrgenommen und
wird in der personalisierten Medizin der Zukunft von Bedeutung sein (8). Ein groBies Ziel der personalisierten
Medizin ist daher die Identifikation und weiterfithrende Charakterisierung der CHIP zugrundeliegenden Me-

chanismen. Diese sollen als Basis fiir die Entwicklung neuer therapeutischer Strategien dienen (9).
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2. Fragestellung und Zielsetzung

Diese Arbeit beschiftigt sich mit der Fragestellung, ob CHIP-mutierte Zellen, ausschlief3lich einen systemi-
schen Effekt bedingen, oder auch das Potential haben, lokal Einfluss auf die Entstehung kardiovaskuldrer

Erkrankungen zu nehmen. Es soll daher verstanden werden,

1.) ob CHIP-mutierte Zellen in der Lage sind aus dem Knochenmark iiber die Blutbahn in kardiovas-

kuldr relevante Gewebe (Koronararterien, Herzmuskel, Skelettmuskel) einzuwandern.

2.) welche Gene von einer CHIP-Mutation betroffen sind (basierend auf einem vordefinierten Panel

von 56 Genen) (3)

3.) wie grof3 die quantitativen Unterschiede der CHIP-Mutation zwischen peripherem Blut und betroffe-
nen Geweben sind (gemessen an der Variant Allele Frequency (VAF)) und wie stark diese potentiell

die Atherogenese lokal beglinstigen.

Diese Ergebnisse sollen kiinftig helfen personalisierte Behandlungen zur spezifischen Reduktion der klonalen
Last und relevanter inflammatorischer Pathways zu etablieren, die mit CHIP-bedingter Progression von kar-

diovaskuldren Erkrankungen in Zusammenhang stehen.

Zudem sollen diese Erkenntnisse als Grundlage fir prospektive Untersuchungen dienen. Diese werden sich
dann spezifisch mit genetischen und epigenetischen Verdnderungen in atherosklerotisch relevanten, epigene-
tisch regulierenden Stoffwechselwegen und mit detaillierten Charakterisierungen betroffener Gewebe u.a.

mittels Histologie, Immunhistochemie und Single-Cell-Sequenzierung beschiftigen.
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3. Grundlagen

3.1 Die klonale Hamatopoese

3.1.1 Definition und Atiologie

Klonale Himatopoese von unbestimmtem Potenzial (CHIP) ist definiert als die positive Selektion bestimmter
somatischer Mutationen in himatopoetischen Stammzellen im Knochenmark bei Personen ohne weitere hi-
matologische Anomalien (10), bei denen jedoch diese Mutationen in Genen, die mit himatologischen Malig-
nititen in Verbindung gebrachten werden, mit einer VAF von >2% vorhanden sind (11). Diese klonal ex-

pandierten CHIP-mutierenden Zellen werden aus dem Knochenmark in die Blutbahn (Abb. 1) abgegeben.

Bone Marrow
Hematopoietic
Stem Cell

Mutagenic Event*

@

TP, } Clonal Expansion
..‘ .:y..' 4

i 3 Blood

Accelerated 5 p ” . 5
Atherosclerosis Thrombosis Heart Failure Hematologic Malignancies
40% Increase in Risk of Cardiovascular Disease Less Than 1% Per Year

Abbildung 1: Entstebung CHIP mutierter Zellen im Knochenmark
In himatopoetischen Vorlduferzellen (Stammzellen) im Knochenmark, kommt es zu einer somatischen Mutation in einem epigene-
tischen Regulatorgen (CHIP Mutation). Diese Mutation beglinstigt in betroffenen Zellen eine klonale Expansion. CHIP mutierte
Zellen werden anschlieBend in den Blutkreislauf abgegeben. Dies begiinstigt die Entstehung und das Voranschreiten von Athero-

sklerose, Thrombosen, ischimisch bedingtes Herzversagen, sowie das Auftreten maligner Bluterkrankungen (z.B. Leukimie) (9).
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Das Auftreten von CHIP ist stark mit dem Altern assoziiert (1). Dabei spielen zwei Phinomene eine poten-
tielle Rolle. Wihrend des Alterungsprozess durchlaufen himatopoetische Stammzellen zunehmende Repli-
kationszyklen. Bei jeder Replikation kénnen potenziell somatische Mutationen auftreten, die nicht durch zell-
eigene Reparaturmechanismen repariert werden kénnen. Die dabei altersabhingig ansteigende Mutationsfre-
quenz konnte eindriicklich mittels DNA-Sequenzierung von himatopoetischen Stammzellen gesunder Pro-
banden gezeigt werden (12). Wihrend hier bei Neugeborenen maximal eine Mutation pro Stammzelle nach-
welsbar war, zeigten sich vier bis sieben Mutationen bei 40- bis 50-]Jdhrigen und acht bis zw6lf Mutationen je
Stammzelle in der Altersgruppe der 70- bis 80-]Jdhrigen. Das Auftreten solcher Mutationen in den fir die
Himatopoese wichtigen Genen, kann zu einer klonalen Expansion der betroffenen Stammzelle fithren. Zu-
dem kann eine Erschopfung der Stammzellen, beispielsweise durch Telomerverlust und Apoptose, zu einer
Verminderung der Diversitit und Konkurrenz der verschiedenen Stammzellen fithren, sodass sich im Alter
Stammzellen mit auch nur geringem Wachstumsvorteil gegeniiber anderen Stammzellen durchsetzen kénnen

(13).

3.1.2 Genetik der CHIP-Mutationen

Die Mehrheit der CHIP-Mutationen betrifft die epigenetischen Regulatoren DNMT3A und TET2, welche
in der DNA-Methylierung verschiedener Gene eine wichtige Rolle spielen (14). Bei mehreren erworbenen
Blutkrebsarten, vor allem aber bei Erwachsenen mit AML, wurden somatische Mutationen in DNMT3A
nachgewiesen. Es wird aktuell davon ausgegangen, dass DNMT3A-Mutationen in himatopoetischen
Stammzellen zu einem prileukdmischen Zustand fiihren und sich im Rahmen weiterer Mutationen, zur

akuten Leukimie entwickeln. Das Zeitintervall vom ersten Auftreten der Mutation bis zur Krankheit ist

jedoch variabel (15).

TET?2 spielt eine Schlisselrolle bei der DNA-Methylierung, wodurch es als Tumorsuppresor agiert und
eine geregelte Himatopoese ermdéglicht. Insbesondere das TET-Genprodukt unterdriickt die Transkrip-
tion inflammatorischer Molekiile, wie z.B. Interleukin-6 und Interleukin-8, welche als Atherogenese-Me-
diatoren bekannt sind (16). Dies erkldrt, warum somatische Mutationen mit Funktionsverlust von TET?2
mit einer ethShten Entziindungsneigung verbunden sind. In dhnlicher Weise kénnen auch die Mutationen
der DNA Methytransferase DNMT3A beschrieben werden, die das Risiko der Entstehung von Athero-
sklerose und kardiovaskuldren Krankheiten erh6hen (17). Auch Mutationen in dem epigenetische Regu-
latorgen ASXL1 erhoht dieses Risiko (18). ASXL1 ist ein Chromatinbindendes Protein, das ebenfalls als
Tumorsuppresor gilt und an der Aufrechterhaltung einer geregelten Himatopoese beteiligt ist. Somatische
Mutationen dieses Gens werden bei einer Vielzahl der Patienten mit myeloischen Malignititen, wie z.B.
der akuten myeloischen Leukdmie (AML), der chronischen myelomonozytiren Leukdmie (CMML), dem

myelodysplastischen Syndrom (MDS) und dem myeloproliferativem Neoplasma (MPN), gefunden (19).
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3.2 Die Koronare Herzkrankheit

3.2.1 Definition und Atiologie

Die Koronare Herzkrankheit (KHK) entspricht der Manifestation von Atherosklerose in den Koronararte-
rien. Pathophysiologisch fiihrt die Verengung des Lumens zu einer Minderperfusion des Myokards und damit
zu einem Missverhiltnis zwischen Sauerstoffangebot und —bedarf der Kardiomyozyten. Klinisch ist eine Ein-
teilung in asymptomatische- und symptomatische KHK iiblich. Zur letzteren zihlen die stabile Angina Pec-
toris (AP) und das akute Koronarsyndrom (ACS). Das ACS wiederrum wird unterteilt in die instabile AP
ohne Anstieg des Herzmuskelenzyms Troponin, den Nicht-ST-Streckenhebungsinfarkt NSTEMI) mit Tro-
poninanstieg und den ST-Streckenhebungsinfarkt ebenfalls mit Troponinanstieg und persistierenden ST-

Streckenhebungen im Elektrokardiogramm (EKG) (20).

3.2.2. Pathogenese der Koronaren Herzkrankheit

Die Pathogenese der KHK ist wesentlich definiert durch Entstehung und Voranschreiten einer atheromat6-
sen Plaquebildung in den Herzkranzgefilen (Abb. 2). Dies ist ein hochkomplexer, aktiver Prozess, der we-
sentlich auf einer inflammatorischen Reaktion der Gefilwand beruht. In der Frithphase, dem Stadium der
endothelialen Dysfunktion, kommt es, vermittelt durch Adhisionsmolekiile, zum Anhaften von Blutmonozy-
ten, die im Vetlauf in den subintimalen Raum migtieren und in Monozyten/Makrophagen transformieren.
Durch Lipidaufnahme entstehen die atheromatdse Lisionen charakterisierenden Schaumzellen. Durch lokale
Wachstumsfaktoren wird die Myozytenproliferation geférdert. Bei geringem Fettgehalt dominieren fibroti-
sche Anteile, sodass das Atherom einer stabilen Lision entspricht. Der Fettanteil und die inflammatorische
Potenz bestimmen die Wahrscheinlichkeit der Entwicklung in Richtung eines instabilen Plaques. Fissuren
und Rupturen kennzeichnen komplizierte Lisionen mit Risiko fiir Thrombogenese und Gefil3verschluss bin-
nen kirzester Zeit. Ausdruck der inflammatorischen Reaktion ist die Prasenz spezifischer Biomarker, wie

z.B. Interleukin-6, und klinisch etablierter Entziindungsmarker, wie z.B. CRP als Akute-Phase-Proteine (21).
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Friihe Erosionen Fibroatherom

Abbildung 2: Atheroprogression in einer Hergkranzarterie
Die unterschiedlichen Stadien der Atherosklerose sind von einem gesunden Gefif3 bis hin zur Plaqueruptur (tiirkis) von links nach
rechts vereinfacht dargestellt (oben). Atherosklerosegrad 0 = Gesund, Grad I = Atherom, Grad II= Fibroatherom, Grad I1I =
Plaqueruptur. Bei fortgeschrittenen Plaques ist die Durchblutung des Herzmuskels meist noch gewihrleistet. Kommt es jedoch zur
Plaqueruptur sind alle anschlieBenden GefiBabschnitte verlegt und der Herzmuskel in diesem Areal stirbt ab. Der Patient erleidet

cinen akuten Herzinfarkt (unten) (22).
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4. Material und Methoden

4.1 Materialien

4.1.1 Verwendete Schutzkleidung bei der Probenentnahme

Tabelle 1: 1 erwendete S chutzfleidung bei der Probenentnabhme

Name Hersteller
FFP2 Atemschutzmasken DACH (Rastatt, Deutschland)
Handschuhe Nitril Hartmann (Heidenheim, Deutschland)

Hose und Kasack-Oberteil

Plastik Schiirze
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4.1.2 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 2: 1 erbranchsmaterialien

Name

Hersteller

Chirurgische Pinzette

GeVuMED (Rietheim, Deutschland)

Chirurgische Schere

GeVuMED (Rietheim, Deutschland)

Deckgliser

VWR (Darmstadt, Deutschland)

EDTA- und Serumrohrchen

Sarstedt (Niimbrecht, Deutschland)

Firbewannen (Glas) mit Einsatz

VWR (Darmstadt, Deutschland)

Karton Boxen (10x10 Kompartimente)

VWR (Darmstadt, Deutschland)

Laminiertes Entnahme-Dokument

Eigenherstellung

Mikrotom Klingen Feather (Osaka, Japan)
Nunc Tubes ThermoFisher Scientific (Waltham, USA)
Pasteurpipetten VWR (Darmstadt, Deutschland)

Pipettenspitzen 0,1 — 1000 ul

Brand (Wertheim, Deutschland)

Plastik Boxen (10x10 Kompartimente)

Carl Roth (Katlsruhe, Deutschland)

Safe-Lock Tubes 2 ml

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Skalpell

VWR (Darmstadt, Deutschland)

Superfrost® Glasobjekttriger 24x50mm

VWR (Darmstadt, Deutschland)

Wasserfester Filzstift

STAEDTLER (Nurnberg, Deutschland)




4.1.3 Verwendete Gerate

Tabelle 3: 1V erwendete Gerdte

Name

Hersteller

Gewebeeinbettautomaten, Seriennummer 23418

ThermoScientific (Waltham, USA)

Kiihlplatte

Medite (Burgdorf, Deutschland)

Lichtmikroskop Olympus BX41

Olympus (Hamburg, Deutschland)

Maxwell RSC 48

Promega (Madison, USA)

Mikroliter-Pipetten

BRAND (Wertheim, Deutschland)

Mikrotom

MICROM International (Walldotf, Deutschland)

Paraffin AusgieB3station

MICROM International (Walldotf, Deutschland)

Qubit 3.0 Fluorometer

ThermoScientific (Waltham, USA)

Rotor Kisker Biotech (Steinfurt, Deuschland)
Streckbad Medite (Burgdorf, Deutschland)
Thermomixer Eppendorf (Hamburg, Deutschland)
Wirmeplatte 40°C Medite (Burgdotf, Deutschland)
Mikrozentrifuge Sarstedt (Niimbrecht, Deutschland)

4.1.4 Verwendete Puffer

Tabelle 4: 1 erwendete Puffer

Name

Zusammensetzung

Phosphat Puffer (PBS)

2,6mM KCI; 138mM NaCl; 10mM
HNa204P x 2 H20; 1,8mM H2KO4P; pH 7,4
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4.1.5 Verwendete Chemikalien

Tabelle 5: 1V erwendete Chemikalien

Name

Hersteller

1-Thioglycerol

Promega (Madison, USA)

4% Formaldehyd

Fischar (Saarbriicken, Deutschland)

ddH20 (MilliQ)

Merck (Darmstadt, Deutschland)

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Merck (Darmstadt, Deutschland)

Entkalker soft

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Eosin 1% alkoholisch

Morphisto (Frankfurt am Main, Deutschland)

Ethanol 70% (vergillt)

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Ethanol 96% (vergillt)

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Eukitt® Quick hardening mounting medium

Sigma-Aldrich (St.Louis, USA)

HTX-Mayer (Himalaunl6sung sauer nach Mayer)

Carl Roth (Katlsruhe, Deutschland)

HTX Weigert Stammlosung A

Morphisto (Frankfurt am Main, Deutschland)

HTX Weigert Stamml6sung B

Morphisto (Frankfurt am Main, Deutschland)

Isopropanol / 2-Propanol

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Maxwell Blood DNA Kit

Promega (Madison, USA)

Paraffin Typ 3

ThermoFisher Scientific (Waltham, USA)

Picrofuchsin

Merck (Darmstadt, Deutschland)

Resorcinfuchsin

Engelbrecht (Edermtinde, Deutschland)

Shandon Xylene substitute

Thermo Scientific (Rockland, USA)
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4.1.6 Patientenkollektiv fir die Probenentnahme

Am Institut fir Rechtsmedizin der LMU Miinchen werden basierend auf Anordnung der Staatsanwaltschaft
Miinchen Obduktionen bei verstorbenen Individuen durchgefithrt. Bei erfolgter Freigabe durch die Staats-
anwaltschaft wird Gberpriift, ob sich Verstorbene fiir eine Teilnahme an dieser wissenschaftlichen Untersu-
chung eignen. Diesbeziiglich wurden folgende Ausschlusskriterien fiir eine potenzielle Probenentnahme

festgelegt:
1. Kinder und Jugendliche unter 18 Jahren.
2. Personen mit bekannten Infektionskrankheiten wie Tuberkulose, Hepatitis A/B/C, HIV/AIDS.
3. Verbrannte oder verkohlte Personen.

Das Postmortale Intervall (PMI), d.h. die Zeitspanne zwischen dem vermuteten Todeszeitpunkt, oder bei
Unkenntnis des Todeszeitpunkts dem letzten Lebenszeichen, und der Probenentnahme darf maximal 72

Stunden betragen. Im Rahmen der Datenerfassung erfolgte eine Anonymisierung der Probanden.

Das Studienprotokoll wurde von der unabhingigen Ethikkommission der Technischen Universitit Miin-
chen geprift und genehmigt (Zeichen 325/18 S). Das Projekt wurde im Einklang mit der Deklaration von

Helsinki und der internationalen Konferenz zur Harmonisierung GCP-konform durchgefiihrt.
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4.2 Methoden

4.2.1 Probenentnahme am Institut fir Rechtsmedizin

Nach sorgfiltiger Priifung der Ausschlusskriterien und nach Freigabe der Leiche durch den Obduzenten,
wurde mit der Dateneintragung auf dem laminierten Entnahme-Dokument (Abb. 3) begonnen. Zu Beginn

wurde die Probandennummer fiir den jeweiligen Probandenfall festgelegt.

Im Anschluss wurden aus der Patientenakte Alter und Geschlecht tibernommen. Ebenfalls wurde aus dieser
Patientenakte der Kihlungsbeginn der Leiche, sofern bekannt, entnommen. Durch die Datentibertragung
des letzten Lebenszeichens bzw. Todesdatums und der Uhrzeit des Beginns der Obduktion wurde das post-
mortale Intervall (PMI) berechnet und ebenfalls auf dem laminierten Entnahme-Dokument festgehalten.
Korpergrofie (in cm) und Gewicht (in kg) des jeweiligen Probanden konnte von der Beschriftung auf dessen
Oberschenkel tbertragen werden. Auch die Angaben von Herzgewicht (in g) und vermuteter Todesursache

wurden im Laufe der Obduktion erfasst.

Um Fehler zu minimieren, wurde die Gewebeentnahme nach Méglichkeit bei allen Obduktionen standardi-
siert in der gleichen Reihenfolge durchgefiihrt. Die Abfolge entsprach dabei dem Entnahme-Dokument. Die
entnommenen Gewebe wurden, gemil} der jeweiligen Spalten, auf dem Dokument platziert (vgl. Abb. 3). In
der fiir Kommentare angelegten Spalte wurden bereits wihrend der Gewebeentnahme der makroskopische
Grad der Kalzifizierung in Herzkranzgefiflen und Karotiden, sowie mégliche Probleme oder Anomalien im

Prozess vermerkt.

Dabei wurde der Kalzifizierungsgrad der arteriellen Gefil3e wie folgt eingestuft:
0 = keine sicht- bzw. tastbare Verkalkung der Gefil3e

I = minimale sicht- bzw. tastbare Verkalkung der Gefil3e

1T = mittlere sicht- bzw. tastbare Verkalkung der Gefil3e

III= hohe sicht- bzw. tastbare Verkalkung der Gefile

Besonderheiten des Gewebes, wie das Vorhandensein von Stents, Bypissen oder eines Thrombus, wurden
in der Spalte ,,Spezial“ auf dem Entnahme-Dokument beschrieben bzw. dokumentiert. Nach der Entnahme
von Blut, welches bei der Obduktion, nach dem Herzschnitt auslduft und anschlieBen aufgefangen wurde
und Abzentrifugation des Plasmas (Model Nr. LC-06, Sarstedt), wurde dieser Vorgang durch einen Haken im
jeweiligen Feld des Entnahme-Protokolls dokumentiert. Alle Beschriftungen des Entnahme-Dokuments er-
folgten mit einem wasserfesten Filzstift (permanent lumocolor Art. Nr. 313-2, Staedtler)
Die erhobenen Daten und Kommentare wurden im Anschluss, in anonymisierter Form, in eine verschlisselte

Excel-Tabelle (Tabelle 6) tibernommen.
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Proband # Geschlecht/Alter: TU:

Herzgewicht: KorpergroRe/gewicht:
Oz /O sterbezeit: Kiihlung ab: PMI:
Probe | Gewebe Kommentar
K1 RCA prox
K3 RCA dist
K5 LCA
K6 LAD prox
K8 LAD dist
K9 LCX prox

K11 LCX dist

CL Carotide li.

CR Carotide re.

L Leber

FH Haut/subcut. FG

F(V) Viscerales FG

HM Herzmuskel

SM Skelettmuskel

Spezial | Thrombus/Stent/
Bypass 0.3.

(O vollblut (2 Tubes) () Plasma (3 Tubes)

Abbildung 3: Entnalbme-Dokument
Das laminierte Entnahme-Dokument dient der Dokumentation von Auffilligkeiten (Spalte 4) des Gewebes und zur Platzierung der

Gewebeproben (Spalte 3) vor deren Uberfithrung in DMSO- und Formalin-Réhrchen
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Tabelle 6: Beispielhafter Auszug aus der Excel-Datenbank

Es werden, Probandenfall-Nr. (anonymisiert), Geschlecht, Alter, GréBe, Gewicht, Kiithlungsbeginn, Entnahmezeitpunkt, Todesursache, Herzgewicht und der geschitzte makroskopische Atherosklerose-
grad der Koronararterien und Karotiden angegeben. Zusitzlich (nicht gezeigt) wurden Spezialentnahmen und nicht entnommene Gefi3abschnitte dokumentiert.

Fall# Geschlecht Alter GroBe Gewicht Kithlungsbeginn nach  Entnahme nach Todesursache Herzgewicht (g) Ungefahre Einschédtzung Sklerosegrad
max: Letztes Lebenszeichen °0 keine Veranderungen
ca: KB nicht exakt bekannt °| gelbe, weiche Beetbildungen
unbekannt: keine Infos zur °ll Verkalkungen, beginnende Lumeneinengung
Kiihlung verfiigbar °lll aufgebrochene Atherombeete, Thrombosen, hochgradige Stenosen
1 M 66 170 108 unbekannt 52h DD Herzhypertrophie, DD Intoxikation 648 K1 K8 K11 CR/CL I, K3 K9 II, K5 K6 IlI
2 M 68 170 99 5h 34h DD Herzhypertrophie, DD Herzryhtmusstérung 562 K5 K6 K9 II, K1 K3 K8 K11 CR/CL |
3 W 85 160 95 max 15h max 41h Unklar / DD Intoxikation 545 K1-K11 1ll, CR/CL Il
4 W 75 170 92 5h 26h Herzbeuteltamponade 548 K1 K3 1, K5 K8 K11 1I, K6 CR/CL Il
5 M 79 182 79 unbekannt 28h Unklar 507 K3 K5 K8 K9 K11 |, K1 K6 CR/CL Il
6 W 67 161 82 unbekannt 23h V.a cardiale TU / Unterkihlung 479 K1 K3 K6 K9 Ill, K5 K8 K11 CR/CL Il
7 M 66 164 81 unbekannt (Krankenhaus) 16h KHK 514 K3 K11 1, K1 K5 K8 II, K6 K9 CR/CL IlI
8 W 89 168 62 15h 36h Schéadelhirntrauma 523 K1-K11 0-1, CR/CL 11l
9 M 67 179 91 5h 18h Myokardinfarkt 455 K1 K3 K5 K6 K9 11, K8 CR/CL Il
10 W 76 168 74 2h 20h DD Herzrythmusstorung 433 K1 K5 K6 II, K3 K8 K9 K11 CR/CL |
1" M 87 169 84 7h 24h Herz-Lungen-Insuffizienz 584 K3 I, K1 K11 II, K5 K6 K8 K9 CR/CL IlI
12 M 65 181 87 max 26h max 45h Myokardinfarkt 632 K11 1, K3 K9 II, K1 K5 K6 K8 CR/CL IlI
13 M 71 185 141 6h 25h unklar, V.a cardial 755 K5 K8 I, K1 K3 K6 K9 K11 II, CR/CL IlI
14 W 74 165 67 4h 60h Schéadelhirntrauma 415 Alles Il
15 M i 174 70 max 14h max 72h Schlaganfall 412 k1 K& Il, CR/CL Ill, Rest |
16 M 80 173 97 unbekannt (Krankenhaus) 57h V.a cardial 650 K3 K8 K9 K11 II, K1 K5 K6 CR/CL IlI
17 M 69 173 95 max 16h max 41h V.a cardial 527 K8 K11 1, K1 K3 K5 CR/CL II, K6 K9 Ill
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Probenentnahme der Herzkranzgefille

Nach Begutachtung und Sektion des Herzens durch den Obduzenten und vor der Gewebeentnahme fiir die
Histologie, wurden sofern am Herzen erkenn- und darstellbar, folgenden Gewebeproben (Tabelle 7) mit

ciner Linge von ca. 8-10mm, wie auf dem Entnahme-Dokument (Abb. 3) vermerkt, entnommen:

Tabelle 7: Abschnatte der entnommenen Koronararterienregion

K1 RCA prox Proximaler Teil der rechten Koronararterie

K3 RCA dist Distaler Teil der rechten Koronararterie

K5 LCA Hauptstamm der linken Koronararterie

K6 LAD prox Proximaler Teil des Ramus interventricularis anterior (RIVA)
K8 LAD dist Distaler Teil des Ramus interventricularis anterior (RIVA)
K9 LCX prox Proximaler Teil des Ramus circumflexns

K11 LCX dist Distaler Teil des Ramus circumflexus
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Probenentnahme der Karotiden

Die Entnahme der ca. 16-20mm langen Proben an der linken und rechten Halsschlagader (CL und CR) er-
folgte jeweils auf Hohe der Bifurkation der A. carotis communis in A. carotis interna und A. carotis externa, wobei

alle drei genannten Teile in der Entnahme enthalten und identifizierbar sein sollen (Abb. 4).

<+ A. carotis externa

"

G | | PBS/DMSO (10%)
]

/ Qe | |n Formalin (4%)

"

/ < A. carotis communis

A. €arotis iNternQ mm———p "

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Schnittfiibrung an der A. carotis.
An der Bifurkation wird die A. carotis in zwei Teile geteilt. Die Schnittebenen sind durch die roten Linien dargestellt. Die Uberginge
dienen der Otientierung. Der der obere Abschnitt (A. carotis interna und A. carotis externa) witd in PBS/DMSO (10%) und der untere

Abschnitt (A. carotis communis) in Formalin (4%) gelagert

Probenentnahme der Leber

Hier erfolgte standardmiBig, eine im Durchschnitt ca. 8-10mm grole Gewebeentnahme vom linken Leber-

lappen (L) im Segment II/I11.

Probenentnahme von Fettgewebe

Bei der Entnahme von viszeralem Fettgewebe (VF) wurde von der linken Herzhilfte ein im Durchmesser ca.
8-10mm grofles Gewebestlick epikardiales Fett entnommen. Fiir die Entnahme von subkutanem Fettgewebe

(SF) wurde periumbilical ein ca. 8-10mm groBles Gewebestiick entnommen.
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Probenentnahme von Herz- und Skelettmuskel

Aus der linken Herzhilfte unterhalb der proximalen LAD wurde endokardnah ein ca. 10mm grof3es Stiick
Herzmuskel (HM) entnommen. Fir die Entnahme des Skelettmuskels (SM) wurde aufgrund der guten Zu-

ginglichkeit wihren der Obduktion ein ca. 10mm Durchmesser gro3es Stiick des Mm. nfercostales festgelegt.

Probenentnahme von additiven kardiovaskularen Proben

Sofern ein Thrombus, Stents oder Bypisse vorhanden waren und von den Obduzenten nicht fiir die Histo-
logie benétigt wurden, erfolgte die Entnahme des entsprechenden Gewebes. Dies wurde auf dem Entnahme-

Dokument in der Spalte ,,Spezial* hinterlegt.

Die Blutentnahme

Sofern moglich, erfolgte eine Entnahme von Blut, welches bei der Obduktion, nach dem Herzschnitt auslauft
und anschlielen aufgefangen wurde. Dieses Blut wurde in ein, mit der Nummer des Probanden beschriftetes,

EDTA- bzw. SerumrShrchen gefiillt.
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4.2.2 Verarbeitung der Proben am Institut fir Rechtsmedizin

Im ersten Schritt wurde ein Teil des EDTA-Bluts fiir ca. 15 Minuten bei 3380 rpm zentrifugiert. Fiir einen
effizienten Ablauf, wurde zunachst EDTA-Blut zur Plasmagewinnung in die Zentrifuge (Zentrifuge Model
Nr. LC-6, Sarstedt) eingebracht. AbschlieBend erfolgte die Uberfithrung von Vollblut und Plasma mittels
Pipette in vorbereitete R6hrchen mit Druckverschluss (Eppendorf) ohne Stabilisationsmedium. Insgesamt

wurden zwei R6hrchen Vollblut und drei R6hrchen Plasma bei jedem Probanden gesammelt.

Vor der weiteren Verarbeitung der Gewebeproben, wurden die in Karton Boxen (Abb. 5) einsortierten Rohr-
chen, mit je 1ml beftllten Formalin- und PBS/DMSO-Réhrchen neben dem, mit Gewebeproben belegten
Entnahme-Dokument, platziert. Die in den Formalin-Réhrchen enthaltene 4%-ige Formaldehydlésung
stoppt die Autolyse der Gewebeproben und macht diese dauerhalft haltbatr. Die mit 1ml PBS/DMSO (10%)
befiillten Réhrchen, verhindern wihrend des Gefriervorgangs die Bildung von Eiskristallen im Gewebe.
Diese kénnen das Gewebe potenziell zerstéren und zum Zelluntergang fithren. Um Verwechslungen bei der
Befiillung der Réhrchen zu vermeiden, wurden fiir Formalin Réhrchen mit Druckverschluss (Eppendorf)
und fir PBS/DMSO Rohrchen mit Drehverschluss (Nunc Tubes) verwendet.

Probanden-Set 1

iy e, 8,8
- T 4R
o

i
ﬁ° J‘;‘.‘ :

>
s

Probanden-Set 2

Abbildung 5: Mit Formalin und PBS/DMSO gefiillten Rihrehen in Karton-Box

Jede Karton Box mit je 10x10 Kompartimenten war mit jeweils zwei Probanden-Sets befiillt. Dabei enthielt
jedes der Probanden-Sets:

- 14 beschriftete Rohrchen mit je 1ml PBS/DMSO 10%

- 2 beschriftete leere Rohrchen fiir je 500ul Vollblut

- 3 beschriftete leere Rohrchen fir je 500ul Plasma

- 12 beschriftete Rohrchen mit je 1ml Formalin 4%

Im zweiten Schritt wurden die Gewebeproben der Herzkranzgefilie und Karotiden horizontal zum Gefal3-

verlauf mittig geteilt. Bei vorliegenden atherosklerotischen Plaques wurden diese nach Méglichkeit ebenfalls
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mittig geteilt, um dhnliche Lisionsstadien zu erhalten. Eine Ausnahme bei diesem Prozess waren die Karoti-
den, welche auf der Hohe der Bifurkation enthommen wurden. Bei der horizontal zum GefiB3verlauf vorzu-
nehmenden Zweiteilung entfiel auf einen Anteil die 4. Carotis communis und auf den anderen Anteil die Caro-
tis-Bifurkation. Die Bifurkation mit 4. Carotis interna und A. Carotis externa, wurde in PBS/DMSO iiberfiihrt,
die A. Carotis communis wurde in Formalin konserviert (Abb. 4). Die Zweiteilung von Leber, Herz- und Ske-

lettmuskel erfolgte in der Mitte der jeweiligen Gewebeprobe.

Viszerales- und subkutanes Fettgewebe wurde lediglich in PBS/DMSO konsetviert, da hier eine Konservie-

rung mittels Formalin biologisch nicht méglich ist.

Die geteilten Gewebeproben wurden in der entsprechenden Spalte auf dem Entnahme-Dokument platziert
und anschlieBend in Formalin oder PBS/DMSO tberfiihrt. Jede einzelne Gewebeprobe wurde in das jeweils

beschriftete Rohrchen mittels Pinzette tiberfiihrt.

Die zusitzlich gewonnenen Proben (Stent, Thrombus, Bypass) wurden ausschliefllich in Formalin gesammelt
und mit den Daten der Probandennummer, Bezeichnung der Probe und Lokalitit der Entnahme héindisch
beschriftet. Sofern bei einzelnen Probanden die Entnahme bestimmter Gewebeproben nicht méglich war,
wurde dies auf dem Entnahme-Dokument als Kommentar vermerkt und die dazugehérigen Formalin und
PBS/DMSO Réhrchen ohne Gewebeprobe wieder in die jeweilige Box eingefiigt, um mogliche Fehlerquellen

bei der weiteren Verarbeitung der Proben zu vermeiden.
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4.2.3 Lagerung und Transfer der Proben

Die mit Gewebeproben gefiillten PBS/DMSO Réhrchen (Abb. 6), sowie Blut- und Plasma Réhrchen (Abb.
7) wurden nach deren Einsortierung in den vom Deutschen Herzzentrum eigens dafiir zur Verfiigung ge-
stellten Plastik-Boxen bei -36°C bis zum Probentransfer, im Institut fiir Rechtsmedizin der LMU Miinchen,
gelagert. Die Langzeitlagerung im Deutschen Herzzentrum erfolgte anschlieBend bei -80°C.
Die befillten Formalin Réhrchen (Abb. 8) wurden lichtgeschiitzt in eine Karton-Box einsortiert und bei

Raumtemperatur bis zu deren Abholung gelagert.

K1 K3 K5 K6 K8 K9 IK11 K1: RCA proximal
K3: RCA distal

K6: LAD proximal

K8: LLAD distal
CL| |CR[ | L[| |HM]| |SM K9: 1.CX proximal

K11: LCX distal
I l [ ) l l CL: Linke Karotide

CR: Rechte Karotide
L: Leber (Segment I1/111)
SF: Subkutanes Fettegewebe (umbilical)
VEF: Viszerales Fettgewebe (epicardial)
HM: Herzmuskel (LV unterhalb Ko6)
SM: Skelettmuskelgewebe (intracostal)
P w P w P WB: Vollblut (2x 500ul)

B B P: Plasma (3x 500ul)

Abbildung 6: Gewebeproben in Formalin (4%)

36°C
-36°C
36°C

Abbildung 7: Plasma- und V ollblutproben

k1| |k3| |ks| [ke| |ks| |kol| k11

CL| |CR L SF| |VF| |[HM| |SM

Il U1

Abbildung 8: Gewebeproben in PBS/DMSO (10%)
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4.2.4 Histologische Aufbereitung der Formalin Proben

Entkalkung

Im Falle der Halsschlagadern und Koronararterien wurde das Formalin im ersten Schritt durch Soft-Entkal-
ker (Carl Roth) zur Dekalzifizierung der Proben ersetzt. Bei Muskel- und Lebergewebe wurde anstatt des
Entkalkungsmediums Ethanol 70% (vergillt) hinzugegeben. Die Réhrchen wurden anschlieBend wieder ver-

schlossen und die Proben fir drei bis finf Tage bei Raumtemperatur dekalzifiziert bzw. inkubiert.

Proben trimmen

Im Folgenden wurden die entkalkten Gewebeproben aus den Réhrchen entnommen und tberfliissiges Fett-
und Bindegewebe mittels Skalpell entfernt. AnschlieBend wurde die Laufrichtung des Gefil3es festgestellt
und eine saubere Schnittkante nach je ca. 5mm im Querschnitt zum Gefil3 gesetzt. Als nichstes wurden die
Gewebeproben aufrecht in Einbettkassetten gestellt und diese verschlossen. Bis zur weiteren Verarbeitung,

maximal jedoch zwei Tage, wurden die Proben dann in 70% Ethanol (vergillt) gelagert.

Entwisserung

Die Entwisserung der Proben erfolgte mittels Gewebeeinbettautomaten (Seriennummer 23418, MICROM
International). Der Korb wurde automatisiert von einem Reagenz-Gefil ins nichste tiberfithrt, wobei die
Gewebeproben, beginnend in 70% Ehanol eine Alkoholreihe in aufsteigender Konzentration (bis zu 100%
EtOH) durchliefen und abschlieBend mit Xylolersatz (Xylene Substitute, Thermo Scientific) infiltriert wur-
den. Die Proben lagerten dann bis zur Entnahme in 65°C warmen Paraffin (Typ 3, ThermoFisher Scientific).

Dieser Prozess dauerte ca. 17 Sunden.

Einbettung in Paraffin

Die Gewebeproben wurden mittels flissigem Paraffin Typ 3 (ca. 65°C) in Paraffin-Blocke gebettet. Dabei
wurden auch Gewebehohlriume mit Paraffin aufgefillt. Die Formalin-fixierten und in Paraffin eingebetteten
(FFPE) Blocke konnten, nach Aushirten auf einer Kihlplatte (-16°C), nun lichtverschlossen, bei Raumtem-

peratur gelagert werden.
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Mikrotom

Mittels Mikrotom (MICROM International) wurden im Anschluss ca. 2-3 um diinne Gewebeschnitte von
den FFPE-Blécken geschnitten und in ein Streckbad (Medite) (40°C) tberfihrt. AnschlieBend wurden die
Schnitte fiir die Himatoxilin-Eosin (HE) und Elastica van Gieson (EvG) Firbungen auf Superfrost® Glas-
objekttriger (VWR) aufgezogen und schlieBend tber Nacht im Ofen bei ca. 40-50°C getrocknet.
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4.2.5 Hamatoxilin-Eosin (HE) Farbung

Die Schnitte wurden zunichst fiir 20 bis 60 Minuten bei 56°C fixiert und anschlieSend durch eine 15-minttige
Inkubation in Xylol entparaffiniert. Die Rehydrierung der Proben erfolgte durch eine absteigende Alkohol-
reihe (4 Minuten Isopropanol, 2x4 Minuten EtOH 96%, 4 Minuten EtOH 70%). Es folgte eine einminiitige

Inkubation in destilliertem Wasser.

Im Anschluss erfolgte die Kernfiarbung mit HTX-Mayer (Saures Himalaun nach Mayer) fiir 10 Minuten. Die
Farbenentwicklung wurde im Wasserbad durch einen leichten, kithlen Leitungswasserstrahl fir 3 Minuten
herbeigefiihrt. Nach der Kontrastfirbung der Gewebeschnitte mit Eosin (1% alkoholisch) fiir 2 Minuten
wurden die Schnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe entwissert (30 Sekunden EtOH 96%, 2x30 Sekun-
den Isopropanol) und 2x2 Minuten in Xylol inkubiert. Die Einbettung erfolgte schliefSlich mit Eukitt® Quick

hardening mounting medium (Sigma-Aldrich).

Die morphologische Charakterisierung des Gewebes erfolgte anschlieBend unter dem Lichtmikroskop
(Olympus). Die Kerne erscheinen hier blau-lila, wihrend die umliegenden Gewebestrukturen (Zytoplasma)
rotlich dargestellt werden. Bei der histologischen Beurteilung der Gewebeproben wurden diese letztlich im
Hinblick auf Zellularitit, Infiltrationen, Verkalkungsgrad, Stabilitit, Ruptur und Neovaskularisierung charak-

terisiert.
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4.2.6 Elastica van Gieson (EvG) Farbung

Die Schnitte wurden zunichst fur 20-60 Minuten in einem Ofen bei 56°C fixiert und darauthin durch Xylol
entparaffiniert. Die Rehydrierung der Proben erfolgte durch eine absteigende Alkoholreihe (4 Minuten Isop-
ropanol, 2x4 Minuten EtOH 96%, 4 Minuten EtOH 70%). Es folgte eine einmintitige Inkubation in destil-
liertem Wasser (MilliQ).

Im Anschluss erfolgte die Firbung der elastischen Fasern mit Resorcinfuchsin fir 20 Minuten.
Die Proben wurden anschlieend im Wasserbad fiir 3 Minuten gesptilt, bis kein Farbabgang mehr zu be-
obachten war. Die Kernfirbung erfolgte durch 15-miniitige Farbung im Eisenhdmatoxilin (HTX-Weigert
A+B 1:1). Die Proben wurden dann im Wasserbad fiir 3 Minuten gebldut. Durch 2 Minuten Inkubation in
Picrofuchsin wurden dann Kollagene, sowie Muskeln, Nerven und umliegende Gewebestrukturen gefirbt.
Die Farbreaktion wurde in destilliertem Wasser fiir 10 bis 20 Sekunden gestoppt. Zuletzt erfolgte die Ent-
wisserung der Proben in einer aufsteigenden Alkoholreihe (2 Minuten und 30 Sekunden EtOH 96%, 30

Sekunden Isopropanol) sowie die Infiltration mit Xylol fiir 2x2 Minuten.

Das Findecken der gefirbten Gewebeschnitte erfolgte mit Eukitt® Quick hardening mounting medium
(Sigma-Aldrich).

Die Auswertung der Firbung erfolgte im Hellfeld unter dem Lichtmikroskop (Olympus). Dabei wurden die
Zellkerne braun-schwarz, elastische Fasern violett und kollagene Fasern r6tlich gefarbt. Muskeln, Nerven
sowie Zytoplasma wurde gelb-orange dargestellt. Die Proben konnten hierbei beziiglich ihrer extrazelluliren

Matrix (Elastin/Kollagen) charakterisiert werden.
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4.2.7 DNA Extraktion aus Blut und Frischgewebe

Fir die Extraktion von DNA aus Vollblut wurde das Maxwell DNA Blood Kit (Promega) verwendet. Hierftir
wurde Vollblut fiir 20 Minuten bei Raumtemperatur unter Rotation inkubiert. AnschlieBend wurden 300ul
Vollblut mit 300ul Lysepuffer, sowie 30ul Proteinase K vermischt. Der Ansatz wurde dann fiir 30 Minuten
bei 65°C und 600rpm im Wirmeblock inkubiert. Alle 10 Minuten erfolgte die Inkubation fiir ca. 1 Minute
bei 1500rpm. Abschlieend wurde der Ansatz in das erste Well der im Kit enthaltenen Kartusche tiberfiihrt.
Nach Zugabe des Plungers wurde die Kartusche in das Maxwell RSC 48 System eingesetzt. Die mitgelieferten
Elutions-Gefil3e (0,5ml) wurden mit 65ul Elutionspuffer befiillt und ebenfalls ins Gerit eingesetzt. Abschlie-
Bend wurde in der Software das Maxwell DNA Blood Protokoll ausgewihlt und das Geriit gestartet. Nach

37 Minuten wurde die isolierte DNA im Qubit 3.0 (ThermoScientific) fluorometrisch vermessen.

Fir die Extraktion von DNA aus Frischgewebeproben (IKK6) wurden je 25mg-50mg Gewebe verwendet. Hier-
tiir wurde zuvor perivaskulires Gewebe entfernt. Die Isolation erfolgte nach einem, in unserem Labor etab-
lierten, modifizierten Protokoll ebenfalls mit dem Maxwell DNA Blood kit (Promega). Nach der Mechani-
schen Homogenisierung der Gewebe in 300ul Inkubationspuffer erfolgte die Zugabe von 1-Thioglycerol und
Proteinase K. Die Inkubation erfolgte gemil3 der Isolation aus Vollblut bei 65°C und 600rpm. Die Inkuba-
tionszeit betrug 2-20h. AnschlieBend erfolgte die Zugabe von 300ul Lysepuffer und eine erneute Inkubation
fir 10 Minuten und 600rpm. Im Folgenden wurde der Ansatz das erste Well der Blut DNA Kartusche tber-
fihrt und die Plunger eingesetzt. Die DNA-Elution erfolgte wieder in 65ul Elutionspuffer. Als Protokoll
wurde das Maxwell DNA Blood Protokoll ausgewihlt