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Einleitung

1 Einleitung

Die koronare Herzerkrankung (KHK) und darunter ihre schwerwiegendste Komplikation, der
akute Myokardinfarkt, stellen heute die haufigste Todesursache weltweit dar [24, 25].
Insgesamt sind kardiovaskulare Erkrankungen fur etwa ein Drittel der weltweiten Todesfalle
verantwortlich [26].

Im Jahr 2019 sind weltweit 8,9 Mio. Menschen an einer KHK verstorben [24]. Allein in
Deutschland waren laut Angaben des Statistischen Bundesamt in diesem Jahr ca. 636.000
Einwohner aufgrund einer KHK in stationarer Behandlung, davon ca. 210.000 Patienten mit
einem akuten Myokardinfarkt. Das entspricht einer Hospitalisationsrate von 231 pro 100.000
Einwohner [27]. Trotzt signifikanter Fortschritte in Pravention und Akutbehandlung, versterben
jedes Jahr in Deutschland ca. 44.000 Menschen an einem akuten Myokardinfarkt.
Kardiovaskulare Erkrankungen verursachen mit etwa 13% (56,7 Mrd. Euro) den grofdten Teil
der jahrlichen Gesundheitskosten von 431,8 Mrd. Euro in Deutschland und haben damit eine
herausragende volkswirtschaftliche Bedeutung [28].

Auch wenn in den letzten zwanzig Jahren die altersstandardisierte Inzidenz und Mortalitat der
koronaren Herzerkrankung insbesondere in den soziodkonomisch starkeren Landern
gesunken ist, zeichnet sich mit Blick auf das weltweite Bevodlkerungswachstum und den
demographischen Wandel insgesamt eine Zunahme der Menschen ab, die an einer koronaren
Herzkrankheit versterben [29, 30]. Wahrend Anfangs die KHK traditionell die
Haupttodesursache in den westlichen Industrienationen darstellte, 1asst sich inzwischen durch
die gestiegene weltweite Lebenserwartung eine epidemiologische Verlagerung und
Ausdehnung der Morbiditat kardiovaskularer Krankheitsbilder bis in die Entwicklungslander
beobachten mit der nunmehr héchsten Inzidenz in Nord-Afrika, dem Mittleren Osten sowie
Zentral-Asien [30].

Nach einem akuten Myokardinfarkt stellt die friihe und erfolgreiche Reperfusion des Myokards
die effektivste Strategie zur Reduktion der InfarktigréfRe und Verbesserung der klinischen
Prognose dar [31, 32]. Trotz signifikanter Fortschritte in der medikamentésen und vor allem
interventionellen Therapie zur Pravention und Behandlung des akuten Myokardinfarktes,
entwickeln viele Patienten weiterhin trotz adaquater Akutbehandlung sekundar eine
chronische Herzinsuffizienz in Folge maladaptiver myokardialer Remodelingprozesse [33, 34].

Bisher fehlen suffiziente Therapiekonzepte zur Behandlung dieser Langzeitfolgen, da die
molekularen Mechanismen hinter den strukturellen Umbauprozessen im Herzen unvollstandig
verstanden sind. Vor dem Hintergrund der globalen Ausbreitung kardiovaskularer
Krankheitsbilder und der damit verbundenen zunehmenden Belastung fir das
Gesundheitssystem, ist Forschung in diesem Bereich dringend geboten.

Thrombozyten kdnnten dabei eine Schlusselrolle fur ein besseres Verstandnis und Aufklarung
dieser bisher unvollstandig verstandenen Krankheitsprozesse spielen.
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1.1 Der akute Myokardinfarkt: Pathogenese, Inflammation & Remodeling

Der akute Myokardinfarkt beschreibt pathophysiologisch eine Nekrose des Herzmuskels in
Folge einer akuten myokardialen Ischamie und lasst sich klinisch dem Akuten Koronarsyndrom
(ACS) zuordnen [12, 35]. Das Akute Koronarsyndrom stellt dabei ein Sammelbegriff fir
kardiale Beschwerden dar, die auf Grundlage einer Koronarinsuffizienz entstehen und ein
Missverhaltnis zwischen myokardialen Sauerstoffangebot und -bedarf mit daraus
resultierender myokardialer Ischamie zur Folge haben. Allgemein wird beim ACS
unterschieden zwischen:

1. STEMI: ST-Streckenhebungsinfarkt
2. NSTEMI: Nicht-ST-Streckenhebungsinfarkt
3. Instabile Angina pectoris

Nach aktuellem Verstandnis Iasst sich der akute Myokardinfarkt atiologisch in funf Subgruppen
klassifizieren (Tab.: 1) [12].

Klinische Klassifikation des akuten Myokardinfarktes (AMI)

Typ 1 Atherosklerotische Plaqueruptur/-erosion mit Koronarthrombus
Typ 2 Missverhaltnis zwischen myokardialem Sauerstoffangebot und -bedarf
Typ 3 Plétzlicher Herztod in Folge eines akuten Myokardinfarktes

Akuter Myokardinfarkt assoziiert mit perkutaner Koronarintervention
4a: Periinterventionell

4b: Stent- oder Scaffold-Thrombose

4c: Restenose

Typ 5 Akuter Myokardinfarkt assoziiert mit koronararterieller Bypasschirurgie
Tabelle 1: Klinische Klassifikation des akuten Myokardinfarktes

Typ 4

In einem groBen Teil der Falle entsteht der akute Myokardinfarkt auf dem Boden einer
koronaren Herzerkrankung und manifestiert sich als akute thrombotische Komplikation einer
atherosklerotischen GefaRlasion an den epikardialen Koronararterien des Herzens (Typ 1).

Der langjahrige haufig subklinische Verlauf der Atherosklerose als chronisch progrediente
inflammatorische Erkrankung der grof3en Arterien steht dabei im direkten Kontrast zur haufig
abrupten klinischen Prasentation des akuten Koronarsyndroms (ACS).

1.11 Neue Erkenntnisse zur Pathophysiologie des akuten
Myokardinfarktes

Nach klassischem Verstandnis stellt die langjahrige kumulative Exposition der arteriellen
Wand gegenuber LDL, einem Lipoprotein, das durch seinen Bestandteil ApoB100 definiert
wird, die pathophysiologische Grundlage fir die Entstehung und Progression der
Atherosklerose dar [36]. LDL kann dabei in Folge einer, durch die Einwirkung von multiplen
kardiovaskularen Risikofaktoren entstandenen endothelialen Dysfunktion, in der
subendothelialen Intima des betroffenen GefalRes akkumulieren, dort an Proteoglykanen
gebunden Aggregate bilden und schlieRlich eine lokale Inflammationsreaktion auslésen, die
sekundar durch Expression von endothelialen Adhasionsmolekilen die transendotheliale
Diapedese von inflammatorischen Zellen induziert [37]. Sowohl ausgehend von aus
zirkulierenden Monozyten abgeleiteten Makrophagen als auch durch die Metaplasie von
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glatten Muskelzellen der Media [38] entstehen Uber die Expression von Scavenger-
Rezeptoren sog. Schaumzellen, die LDL internalisieren und so zur Lipidakkumulation und
Entstehung einer atherosklerotischen Plaque flhren [37]. Durch den programmierten Zelltod
dieser Zellen entwickelt sich somit Uber die Jahre ein lipidreicher und hochthrombogener Kern,
der durch eine fibrose Kappe von dem vaskularen Lumen getrennt wird [39].

Nach konventioneller Vorstellung flhrt die Ruptur dieser Uber die Zeit destabilisierten
vulnerablen fibrésen Kappe zur Exposition des hochthrombogenen nekrotischen Lipidkernes
der Lasionsstelle mit dem zirkulierenden Blut [40, 41]. Die dabei freigesetzten
inflammatorischen Zellen und thrombogenen Faktoren fihren sekundar zur Ausbildung eines
okklusiven Koronarthrombus, der die Perfusion des betroffenen Koronargefales massiv
einschrankt. Die entstandene Koronarinsuffizienz mit einer Sauerstoffminderversorgung distal
der Okklusion resultiert schliefllich in einem myokardialen Zelltod und nachfolgender
Myokardnekrose mit ventrikularer Dysfunktion und kardialen Arrhytmien [40].

Typ 1 Myokardinfarkt Typ 2 Myokardinfarkt

Plaque Ruptur/ Erosion mit Atherosklerose und Sauerstoff
okklusivem Thrombus Angebot/ Bedarf Ungleichgewicht

. . Vasospasmus oder
Plaque Ruptur/ Erosion mit mikrovaskulare Dysfunktion

nicht-okklusivem Thrombus -

Nicht-atherosklerotische
koronare Dissektion

——

Sauerstoff Angebot/ Bedarf
Ungleichgewicht allein

Abbildung 1: Myokardinfarkt Typen 1 und 2
Quelle: J AM Coll Cardiol. (2018) Thygesen et al. [12] (Modifiziert)

Das traditionelle Bild der Atherosklerose und des Myokardinfarktes hat sich dabei in den
letzten Jahrzehnten grundlegend verandert [42]. Wahrend der klassische Kandidat fur einen
akuten Myokardinfarkt urspringlich weie mittelalte mannliche Patienten mit arterieller
Hypertonie, Hypercholesterindmie, Nikotinabusus und familiarer Pradisposition darstellten,
zahlen in letzter Zeit zunehmend auch Angehdrige anderer ethnischer Gruppen, jlingere
Frauen und ein immer alter werdendes Patientenkollektiv zu den Risikopatienten [43, 44]. Vor
allem die bessere Kontrolle traditioneller kardiovaskularer Risikofaktoren durch effektive neue
medikamentdse Therapiemdglichkeiten zur Behandlung der arteriellen Hypertonie und
Hypercholesterinamie sowie ein verandertes Risikoverhalten dirften zu diesem Wandel
beigetragen haben. Zudem nimmt nicht zuletzt auch durch die zunehmende Sensibilisierung
in der klinischen Untersuchung und sensitivere diagnostische Mdglichkeiten der Anteil der mit
Typ 2 Myokardinfarkt diagnostizierten Patienten zu (Abb.: 1) [45]. Gleichzeitig sind mit der
Ausweitung des metabolischen Syndroms, Schlaf-Apnoe-Syndrom, Mikrobiom, physische
Inaktivitdt und Umweltverschmutzung zusétzlich neue Risikofaktoren in den Fokus des
wissenschaftlichen Interesses geraten [42].

Neueren klinischen Erkenntnissen zu Folge befinden sich die atherosklerotischen Plaques, die
fur die Entstehung eines akuten Koronarsyndromes verantwortlich sind, haufig nicht, wie lange
Zeit vermutet, im Bereich hochgradiger koronararterieller Stenosen und entgehen daher der
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konventionellen angiographischen Bildgebung sowie Therapieansatzen in Form der
perkutanten Koronarintervention [46].

Stattdessen liegen die als sog. ,Culprit Lesions® bezeichneten und fir die Entstehung des
akuten Koronarsyndroms hauptverantwortlichen atherosklerotischen Plaques meist proximal
der maximalen Koronarstenose und zeichnen sich Uber einen langen Zeitraum ihrer
Entstehung durch ein exzentrisches, nach auf’en gerichtetes vaskulares Remodeling aus,
ohne maRgeblich das Lumen des betroffenen Koronargefales zu kompromittieren [40, 47,
48]. Die luminale Stenose dieser Lasionsorte findet hingegen erst in einer relativ spaten Phase
der Artherogenese statt, sobald das Plaquewachstum die kompensatorischen Fahigkeiten des
Koronargefalles zum expansivem Wachstum Uberschreitet [49].

Unter den Einfliissen einer effektiven Statintherapie hat sich darliber hinaus der Mechanismus
des atherosklerotisch bedingten akuten Koronarsyndroms zunehmend von der traditionellen
Plaqueruptur zur Plaqueerosion gewandelt [50]. Plaqueerosionen weisen einen geringeren
Lipidgehalt, weniger Inflammation und eine verstarkte Fibrose auf und haben daher ein
geringeres Risiko zur Ruptur, gleichzeitig spielen neu entdeckte Mechanismen wie die
Freisetzung sog. neutrophiler extrazellularer Traps (NETs) und die Thromboinflammation eine
verstarkte Rolle [51].

1.1.2  Die Phasen der myokardialen Heilung nach akutem Myokardinfarkt

Der ausgepragte Verlust von Kardiomyozyten in Folge eines akuten Myokardinfarkts
Uberschreitet die begrenzte regenerative Kapazitdt des Myokards und resultiert in der
kompensatorischen Formation einer aus Kollagen bestehenden Narbe [52].

Die kardialen Reparaturmechanismen nach Myokardinfarkt stellen dabei eine Abfolge von
prazise aufeinander abgestimmten immunvermittelten Prozessen dar, in denen die frihe
Aktivierung der Inflammation die Grundlage und zugleich notwendige Voraussetzung fiur die
Transition in darauffolgende reparative und proliferative Umbauprozesse darstellt [19, 53].

Die kardiale Reparation lasst sich nach aktuellem Verstandnis in folgende chronologisch
aufeinander abfolgende Phasen untergliedern [52]: Zunachst der Inflammationsphase, in der
Uber rekrutierte Immunzellen der Abbau geschadigter Kardiomoyzten sowie extrazellularer
Matrixkomponenten erfolgt. AnschlieRend die Reparations- und Proliferationsphase,
welche die Auflésung der Inflammationsphase, die Proliferation von (Myo-)Fibroblasten,
Narbenformation und Neovaskularisation beinhaltet und zu guter Letzt die Konsolidierungs-
und Reifungsphase, in der sich das Narbengewebe mit Abbau des Granulationsgewebes
stabilisiert und langfristige strukturelle Umbauprozesse im Herzen im Rahmen des
myokardialen Remodelings angestoRen werden (Abb.: 2).

In Folge einer ausreichend langen Ischamiedauer setzen Kardiomyozyten und Zellen des
myokardialen Parenchyms primar im Rahmen von Nekrose und sekundar im Rahmen von
Apoptose und Autophagie eine Reihe von spezifischen Mediatoren frei, den sog. DAMPs (engl.
Danger-associated molecular patterns), welche die angeborene Immunabwehr aktivieren und
eine intensive inflammatorische Antwort einleiten [52]. Zur gleichen Zeit fuhrt die durch die
Hypoxie beeintrachtigte strukturelle und funktionelle Integritdt der endothelialen Grenzflache

4
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zu einer erhohten vaskularen Permeabilitat und sukzessiven transendothelialen Migration von
Leukozyten in das Myokard [54].

DAMPs (z.B. HMBG1, HSP, IL-1a) binden an korrespondierenden PRRs (engl. Pattern-
recognition receptors) (z.B. TLR/IL-1Rs, NLRs, RAGE) von infiltrierenden Leukozyten und
residualen parenchymalen Zellen des Myokards, aktivieren das Komplementsystem (z.B.
Komplement Faktor B) und stoflen tiber MAPKs/NF-xB vermittelte Signalwege eine Kaskade
von proinflammatorischen Mediatoren einschlief3lich Zytokinen (z.B. TNF-a,, IL-18, IL-6, IL-18),
Chemokinen (Typ CXC und CC) und unterschiedlichen Zelladhasionsmolekiilen (z.B. VCAM,
ICAM, Selektine) an, welche die Rekrutierung und phanotypische Differenzierung weiterer
Leukozytenpopulation steuern [55-60].

Die zentralen nukledren Effektorzellen der Inflammationsphase werden dabei von
Kardiomyozyten, Endothelzellen, Neutrophile Granulozyten, Monozyten, Mastzellen und
Makrophagen, Lymphozyten und Fibroblasten gebildet. Wahrend nekrotische Kardiomyozyten
den Hauptstimulus fir die postischamische Inflammation darstellen, exprimieren auch
residuelle vitale Kardiomoyozyten aus dem Bereich der Grenzzone des Infarktbereichs ICAM-
1 und synthetisieren Zytokine als auch Chemokine [61-63].

Endothelzellen stellen den haufigsten nicht-kardiomoyzytaren Zelltyp im Herzen dar [64]. Ihre
Aktivierung im Rahmen der Hypoxie flhrt zur Expression von Zelladhdsionsmolekulen (z.B. E-
Selektin), Mobilisierung von praformierten P-Selektin/CD62P aus den Weibel-Palade-
Kérperchen an die Zelloberflache und selbst zur Freisetzung eigener Zytokine und Chemokine,
und ist damit die Grundlage fur die adhasive Interaktion mit aktivierten Leukozyten und deren
Extravasation in das Myokard [52].

Neutrophile Granulozyten stellen nach Thrombozyten die erste Welle von Immunzellen dar,
die das infarzierte Myokard infiltrieren und setzen eine Reihe von potenten proteolytischen
Enzymen frei, die zur Beseitigung nekrotischer Zellen des Myokards beitragen [65]. lhre
Migration erfolgt insbesondere in Bereiche der myokardialen Grenzzone des Infarktes und wird
durch die anschlielende Reperfusion des Myokards verstarkt [66]. Dabei wird durch die
Bindung von CXC Chemokinen an den CXCR2 Rezeptor auf der Oberflache von Neutrophilen
die konformationelle Modifikation von zelleigenen Integrinen induziert, welche die Adhasion an
die endotheliale Oberfliche sowie die anschlielende Transmigration in das Myokard
vermitteln [67, 68].

AnschlieBend erfolgt die Rekrutierung von zwei chronologisch aufeinanderfolgenden
Monozytenpopulationen sowohl aus dem Knochenmark als auch der Milz [69]. In einer friihen
Phase uber Aktivierung der MCP-1/CCR2 Achse und Stimulierung durch IL-1 zunachst die
Infiltration von proinflammatorischen Ly6Chi Monozyten [70]. In einer spateren Phase
schlieRlich die selektive Rekrutierung und Differenzierung in antiinflammatorischen Ly6C"
monozytaren Subpopulationen zur Aufldsung des initialen proinflammatorischen Milieus. Nach
Extravasation und Infiltration in das Myokard gehen aus den Monozytenpopulationen sowohl
Makrophagen als auch dendritische Zellen hervor [71].
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Abbildung 2: Biologische Phasen der myokardialen Heilungsprozesse nach akutem Myokardinfarkt

Quelle: Int J Mol Sci. (2021), Viola et al. [14], Schematische Darstellung der chronologischen Heilungsvorgéange im Herzen nach
akutem Myokardinfarkt von der Inflammationsphase, Uber die Proliferation- und Reparationsphase bis in die Konsolidierungs- und
Reifungsphase einschliellich der zelluldren Effektorzellen, deren Ursprungsort sowie relevante Mechanismen der zellularen
Interaktion.

Nach heutigem Verstandnis zeichnet sich die Makrohagenpopulation im murinen Herz bereits
unter physiologischen Bedingungen durch eine signifikante Heterogenitat und Plastizitat in
Bezug auf ihre Entwicklung, phanotypische Differenzierung und Funktionalitat aus [71]. Nach
klassischer Vorstellung kdénnen grundsatzlich zwei wesentliche Subpopulationen
unterschieden werden: Eine groBere CCR2™° Magrophagenpopulation mit Ursprung im
embryonalen Dottersack und fetalen Monozytenpopulationen, sowie eine deutlich kleinere
Magrophagenpopuation, die sich in ihren Ursprung von zirkulierenden CCR2" Monozyten
ableitet [72]. Unter ausbleibender Reperfusion kommt es im Rahmen eines Infarktes zum
vollstandigen Verlust dieser residenten Makrophagenpopulation und Ersatz durch von
Monozyten abgeleiteten und CCR2 exprimierenden proinflammtorischen Makrophagen,
wahrend unter rechtzeitiger Reperfusion die residente Makrophagenpopulation weitestgehend
erhalten bleibt.

Das adulte Herz in Saugetieren verfugt Uber eine Vielzahl von kardialen Fibroblasten, deren
wesentliche Aufgabe neben Modulation des inflammatorischen Milieus nach Myokardinfarkt in
der Gewebehom@ostase und Erhalt der extrazelluldren Matrix besteht. In der frihen Phase
der Inflammation nach Myokardinfarkt inhibiert die Stimulation mit IL-1 die Expression von a-
SMA und damit eine vorzeitige Konversion der kardialen Fibroblasten in den synthetischen
Myofibroblasten Phanotyp, um zunéachst eine ungehinderte Beseitigung der Infarktfache von
geschadigten Zellen und Matrixbestandteilen zu gewahrleisten [73]. Die extrazellulare Matrix
stellt dabei weit mehr als nur das strukturelle Grundgeriist des Herzens dar, sondern ist
dariber hinaus aktiv in der Regulation von Inflammation und Reparation durch die
Weiterleitung molekularer Signale beteiligt [74].
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Die Transition von der Inflammationsphase in die Reparations- und Proliferationsphase des
Myokards wird durch prazise abgestimmte Veranderungen in der kardialen Mikroumgebung
gesteuert und wesentlich durch den Zelltod kurzlebiger Neutrophilenpopulationen eingeleitet.
Neutrophile Granulozyten unterstitzen die Auflésung der proinflammatorischen Phase durch
die Expression von zahlreichen Mediatoren (z.B. Lipiden, Annexin A1, Lactofferin,
Phosphatidylserin), welche die eigene endotheliale Transmigration herabsetzen und ihre
Phagozytose durch Makrophagen einleiten sowie durch die Freisetzung von Rezeptoren, die
zur Neutralisation von Chemokinen und Zytokinen fihren [52].

Gleichzeitig steuern Neutrophile Granulozyten lber spezifische Mediatoren ihres Sekretoms
(z.B. NGAL) die Polarisation und phanotypischen Differenzierung der lokalen myokardialen
Makrophagenpopulation in Richtung Subtypen mit primar reparativer Funktion [75]. Nach
konventioneller Vorstellung wird dabei im inflammatorischen Kontext weiterhin zwischen den
stereotypischen M1 und M2 Makrophagensubpopulationen unterschieden, auch wenn diese
Nomenklatur aufgrund der Komplexitdt und Heterogenitdt der Phanotypen zunehmend
verlassen wird [76].

Wahrend in der Inflammationsphase drei bis vier Tage nach dem Infarktereignis die Aktivitat
von M1 Makrophagen ihren Hohepunkt findet und durch die Freisetzung von Zytokinen (z.B.
IL-12, IL-23, IL-27, TNF-a), Chemokinen (z.B. CXCL9/10/11), Matrix-Metalloproteinasen (z.B.
MMP-1/2/7/9/12) und reaktiven Sauerstoffspezies ein proinflammatorisches Milieu entsteht,
kommt es nun etwa sieben Tage nach Infarkt durch die Polarisation zu M2 Makrophagen zur
Entstehung eines reparativen Milieus, welches durch die Freisetzung von
antiinflammatorischen, profibrotischen und angiogenen Faktoren (z.B. IL-10, TGF-f und
VEGF) den strukturellen Aufbau und Umbau des geschadigten Herzens induziert [71]. Sowohl
die M1 als auch M2 Makrophagensubtypen leiten sich dabei nach aktuellem Verstandnis
groRtenteils aus den rekrutierten proinflammatorischen Ly6C™ Monozyten ab, wobei es in der
reparativen Phase zur phanotypischen Differenzierung von Ly6C" Monozyten zu Ly6C"
Makrophagen kommt (Abb.: 3) [77].
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Dariiber hinaus erfolgt primar in der reparativen Phase die Infiltration von CD11c"
dendritischen Zellen in den Infarktbereich des Myokards [65]. In experimentellen Studien
konnte gezeigt werden, dass dendritische Zellen eine essentielle Rolle in der adaquaten
Aufldsung der Inflammationsphase, Narbenformation und postischdmischen Angiogenese
spielen und deren Ablation in einer persistierenden Akkumulation von Ly6C"™ Monozyten/
CD206" Makrophagen, erhaltener Expression proinflammatorischer Zytokine sowie reduzierter
Endothelzellproliferation und kompromittierter linksventrikularer Funktion nach Myokardinfarkt
resultierte [78].
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der biphasischen monozytaren Inflammation nach akutem Myokardinfarkt
Quelle: Circulation (2010), Nahrendorf et al. [19]

Auch T-Lymphozyten, einschlieRlich CD4" und CD8" T-Helfer-Zellen, Foxp3* regulatorische
T-Zellen und naturliche Killerzellen, infiltrieren vor allem in der reparativen Phase das Myokard
und modulieren die Immunantwort [52]. In Studien mit depletierten CD4" T-Zellen und
Mausmodellen mit defizienter T-Zell Antigenerkennung =zeigte sich ein nachteiliges
myokardiales Remodeling und dass CD4" T-Zellen in Reaktion auf kardiale Autoantigene nach
Myokardinfarkt aktiviert werden [79].

Angiogenese und Neovaskularisation stellen essentielle Vorgange dar, um das geschadigte
Myokard wahrend der Reparations- und Proliferationsphase mit ausreichend Nahrstoffen und
Sauerstoff zu versorgen. Insbesondere in residuellen Kardiomyozyten der Grenzzone des
Infarkts erfolgt nach Myokardinfarkt die Expression von proangiogenen Faktoren (z.B. VEGF),
die sich bis in das Infarktgebiet ausbreiten [52]. Wahrend neu gebildete Gefalde initial aufgrund
der fehlenden Auskleidung mit Pericyten und perivaskularen glatten Muskelzellen eine
Hyperpermeabilitdt mit erleichterter Imnmunzelldiapedese aufweisen, findet in spateren Phasen
eine PDFG-B abhangige Reifung der Gefale statt [80].

Die Expansion von kardialen Fibroblasten und Konversion in Kollagen synthetisierende
Myofibroblasten durch die Expression von kontraktilen Elementen (z.B. a-SMA und sMemb)
nach Stimulation mit TGF-p stellen das charakteristische Kennzeichen der proliferativen Phase
des myokardialen Reperaturvorganges und Narbenformation dar [52]. Der Ursprung der
Myofibroblasten im Infarktgebiet ist dabei Gegenstand aktueller Forschung. Experimentellen
Studien zu Folge kénnten residente Tcf21 exprimierende Fibroblasten den Hauptursprung der
Myofibroblasten darstellen [81]. Andere Studien zu Folge kénnten auch zirkulierende
Progenitorzellen aus dem Knochenmark sowie die mesenchymale Transdifferenzierung aus



Einleitung

Endothelzellen, epikardialen Epithelzellen und Pericyten zum Myofibroblastenpool beitragen
[52].

Unter dem Einfluss der kardialen Myofibroblasten ist die extrazellulare Matrix wahrend der
proliferativen Phase im heilenden Myokard stetigen dynamischen Umbauvorgangen
ausgesetzt. Dabei entsteht zunachst eine provisorische und hoch plastische Matrix aus vor
allem Fibrin und Fibronektin, die als Grundgerust fur migrierende als auch proliferative Zellen
dient und dartber hinaus mit matrizelluldren Proteinen ausgestattet ist, welche Uber die
Modulation von Signalkaskaden die inflammatorische und reparative Antwort regulieren [82].

Nach Abschluss der proliferativen Phase kommt es durch die zunehmende Vernetzung der
extrazellularen Matrix und Apoptose der beteiligten reparativen Zellen zur Konsolidierung und
Stabilisierung des  myokardialen  Narbengewebes. Der  Wegfall fibrinogener
Wachstumsfaktoren als auch die Freisetzung antifibrotischer Mediatoren, darunter die
Bindung von IFN-y an Protein-10/CXCL10, inhibieren die Fibroblastenmigration und fihren zur
raumlichen Eindammung der myokardialen Narbe [83].

Nach Beendigung der kompensatorischen Heilungsvorgange im Herzen kommt es bei einer
Untergruppe von Patienten nach Myokardinfarkt zu einem nachteiligen myokardialen
Remodeling mit progressiver ventrikularer Dilatation und terminaler Herzinsuffizienz. Dabei
handelt es sich um einen durch zahlreichende pathophysiologische Faktoren beeinflussten
und in grof3en Teilen noch unvollstandig verstandenen maladaptiven Prozess im Herzen, zu
dem vor allem die initale InfarktgréRe und eine chronisch persistierende kardiale Inflammation
beitragen und der mit einer signifikant reduzierten klinischen Prognose einhergeht [84].

1.2 Myokardialer Reperfusionsschaden

Nach einem akuten Myokardinfarkt stellt die friihe und erfolgreiche Reperfusion des Myokards
durch primare Thrombolyse oder perkutane Koronarintervention die effektivste Strategie zur
Reduktion der InfarktgroRe und Verbesserung der klinischen Prognose dar [31, 32].
Paradoxerweise wird dabei durch die Wiederherstellung der Koronarperfusion in dem
ischamiegeschadigten Myokard selbst ein zusatzlicher Zellschaden induziert, welcher die
vorteilhaften Effekte der Reperfusionstherapie kompromittiert. Dieses Phanomen wird als
myokardialer Reperfusionsschaden bezeichnet [31, 85].

Schatzungen gehen davon aus, dass diese zusatzliche myokardiale Zellschadigung fir bis zu
50% der finalen InfarktgréRe verantwortlich sein koénnte [31]. Der myokardiale
Reperfusionsschaden kdnnte damit substanziell dazu beitragen, dass trotz optimaler primarer
Reperfusionstherapie die Mortalitétsrate in Folge eines akuten Myokardinfarktes nach wie vor
bei 10% liegt und die Inzidenz fir ein chronisches Herzversagen fast 25% betragt [31, 86].

Die Schadigung des Myokards wahrend des Reperfusionsvorgangs umfasst dabei
grundsatzlich vier Formen der kardialen Dysfunktion.

1. ,Myokardiales Stunning“: Das myokardiale Stunning bezeichnet eine transiente
kontraktile Dysfunktion des Herzmuskels nach Ischamie und Reperfusion trotz fehlender
irreversibler Schadigung des Myokards und vollstandiger Wiederherstellung der koronaren
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Perfusionsverhaltnisse [87, 88]. Die kardiale Dysfunktion ist dabei nach wenigen Tagen
bis Wochen vollstandig reversibel.

2. ,No-Reflow Phanomen“: Das No-Reflow Phanomen wird auch als koronare
mikrovaskulare Dysfunktion und Obstruktion (CMVO) bezeichnet und beschreibt das
Ausbleiben einer adaquaten mikrovaskularen Perfusion des ischamischen Myokards trotz
Wiederherstellung der koronaren Perfusionsverhaltnisse auf makrovaskularer Ebene [89].
Die Ursachen fiur dieses Phanomen sind dabei multifaktoriell und am ehesten zu
betrachten als Folge einer kombinierten endothelialen und myokardialen Dysfunktion im
Rahmend der Ischamie, einer individuellen Pradisposition sowie im Rahmen einer distalen
Embolisierung von Mikrothromben [90, 91].

3. ,Reperfusionsarrhytmien®. Dabei handelt es sich um in Folge der Reperfusionsprozess
auftretende potenziell hamodynamisch relevante kardiale Arrhytmien, fur die mittlerweile
effektive Therapiemdglichkeiten bestehen [92].

4. ,Letaler Reperfusionsschaden: Ist definiert als zusatzlicher myokardialer Zellschaden,
welcher durch die Wiederherstellung des koronaren Blutflusses nach einer Episode der
akuten Ischamie entsteht und den zuséatzlichen Zelltod vor Beginn der Reperfusion nur
reversibel geschadigter Zellen induziert [93]. Die Ischamie ist somit eine notwendige
Voraussetzung, aber in ihrer Auswirkung auf die Zellviabilitat nicht ausreichend um den
Zelltod ohne die anschlieliende Reperfusion zu verursachen.

Die molekularen Mechanismen hinter dem letalen myokardialen Reperfusionsschaden sind
komplex und in groRen Teilen noch unvollstandig verstanden. Anséatze zur Erklarung und
Therapie der Pathologie verfolgen dabei grundsatzlich zwei Richtungen: Den Einfluss der
Reperfusion zum einen auf das Myokard und zum anderen auf die koronare Zirkulation, sollten
dabei jedoch stets in ihren Wechselwirkung aufeinander betrachtet werden.

1.21 Einfluss der Reperfusion auf das Myokard

Die abrupte Revaskularisation des Myokards nach einer Episode der Ischamie flhrt auf Ebene
der Kardiomyozyten zu grundlegenden biochemischen und metabolischen Veranderungen.

1. Sauerstoffparadox

Die Reoxygenierung des Myokards nach einer Phase der prolongierten Ischamie fuhrt zur
exzessiven Bildung von hoch reaktiven freien Sauerstoffradikalen (ROS) [94]. Der dadurch
ausgeldste oxidative Stress kann einen akuten myokardialen Zellschaden verursachen,
welcher weit Uber den durch die Ischamie verursachten Zellschaden hinausreicht [31]. Diese
Beobachtung wird als Sauerstoffparadox bezeichnet.

Es werden grundsatzlich drei Hauptquellen fiir die Entstehung der Radikale wahrend der
Reperfusion beschrieben: (1) Xanthinoxidase, primar von endothelialen Zellen, (2)
Atmungskette wahrend der mitochondrialen oxidativen Phosphorylierung, primar von
Myozyten und (3) NADPH Oxidase von infiltrierenden inflammatorischen Leukozyten, primar
von Neutrophilen Granulozyten [95].
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Die dadurch verursachten Schadigungsmechanismen umfassen die Peroxidation und
Denaturierung sarkolemmaler Phospholipide, die Beeintrachtigung der sarkoplasmatischen
Ca*-Aufnahme durch Inhibition der Ca*’ATPase SERCA, Hemmung der mitochondrialen
oxidativen Phosphorylierung und direkte strukturelle Schadigung zytoskelettaler Bestandteile
[96, 97].

Darlber hinaus wird durch die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies die Chemotaxis von
Leukozyten und damit eine inflammatorische Umgebungsreaktion gefordert [95]. Gleichzeitig
reduzieren Oxidanzien die Bioverfugbarkeit und Biosynthese des intrazellularen
Signalmolekils Stichstoffmonoxid (NO) und antagonisieren dessen kardioprotektiven Effekt,
darunter die Inaktivierung von Superoxidradikalen, die Dilatation der koronaren Vaskulatur und
schlieBlich die Inhibition der Akkumulation von Neutrophilen in der Akutphase der
postischamischen Inflammation [31].

2. Calciumparadox

Die Wiederaufnahme der aeroben mitochondrialen Stoffwechselvorgdnge durch die
Reoxygenierung des Myokards selbst hat einen strukturellen Myokardschaden zur Folge, der
uber eine myofibrillare Hyperkontraktur und Stérung der sarkolemmalen Integritdt zum
kardiomyozytaren Zelltod fuhrt [93]. Dieses Phanomen wird als Calciumparadox bezeichnet.

Die Ursache fur dieses Phanomen lasst sich in dem Membranpotential der Kardiomyozyten
finden. Wahrend der Ischamie entsteht ein Mangel an den fir die Aufrechterhaltung des
Ruhemebranpotentials notwendigen Energiereserven, in dessen Folge Na* und Ca®" ihrem
elektrochemischen Gradienten folgend im Zytosol akkumulieren.

Dieser Uberschuss an Kationen kann erst sukzessiv wieder durch die erneute Bereitstellung
von energiereichen Substraten im Rahmen der Reperfusion durch die Ca?**ATPase SERCA
des sarkoplasmatischen Retikulums und die Na*/ K*-ATPase des Sarkolemms ausgeglichen
werden. Wahrend SERCA den Transport von Ca?* lonen aus dem Zytosol in das
sarkoplasmatische Retikulum katalysiert, ist die Wiederherstellung des nach intrazellular
gerichteten Na+ Konzentrationsgradienten durch die Na'/ K'-ATPase notwendige
Voraussetzung fiir den extrazelluldren Export von Ca®" lonen durch den Na*/ Ca?*-Antiporter
[98].

Kommt es nun in dieser kritischen Phase der transient erhohten zytosolischen Ca?*-
Konzentration durch den Reperfusionsvorgang zusatzlich zur Bereitstellung energiereicher
Substrate an die myofibrillaren Elemente der kardialen Muskelzelle, erfolgt eine unkontrollierte
Hyperkontraktion die durch Deformation der zytoskelettalen Bestandteile Uber das
physiologische Maf} hinaus zur irreversiblen mechanischen Schadigung und Nekrose fiihrt
[93].

3. pH-Paradox
Die schnelle Normalisierung des zytosolischen pH-Wertes zu physiologischen Werten im

Rahmen der Reperfusion verstarkt die reaktive Hyperkontraktur des Myokards und damit den
irreversiblen Zellschaden. Dieses Phanomen wird als pH-Paradox bezeichnet [31].
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Nach einer Phase der prolongierten Ischamie weisen sowohl der Intrazellularraum der
Kardiomyozyten als auch das Interstitium signifikant reduzierte pH-Werte in Folge des
anaeroben Stoffwechsels und der damit einhergehenden Lactatakkumulation auf. Kommt es
nun durch die schnelle Reperfusion zundchst zur Normalisierung des pH-Wertes im
Extrazellularraum, entsteht ein H*-Protonengradient zwischen Intra- und Extrazellularraum,
welcher u.a. durch Na*/H*-Antiporter und Na*/HCOs;~Symporter rasch ausgeglichen wird.

Der schnelle Ausgleich der intrazellularen Azidose fiihrt dabei zur verstarkten Responsivitat
der myofibrillaren Strukturelemente des Kardiomyozyten. Gleichzeitig fuhrt der durch den
Na*/H*-Antiporter verursachte intrazellularer Na*-Anstieg zu Kompensationsmechanismen,
welche sekundar (iber den Na*/ Ca*-Antiporter einen zytoplasmatischen Ca*-Anstieg zur
Folge haben und damit die Hyperkontraktur und myokardialen Zelltod verstarken [93].

4. Osmolaritat

Wahrend des Reperfusionvorganges entsteht in Folge der zytoplasmatischen Akkumulation
anaerober Stoffwechselprodukte entlang der semipermeablen Membran des Sakolemms ein
nach intrazelluldr gerichteter osmotischer Gradient, welcher zur progredienten Aufnahme
freier FlUssigkeit und sukzessiven 6dematdsen Zellschwellung des Kardiomyozyten flhrt. Der
dadurch induzierte mechanische Stress akzeleriert in Kombination mit der reaktiven
Hyperkontraktur und prolongierten Sauerstoff- und Substratdepletion den myokardialen
Zelltod [99].

1.2.2  Einfluss der Reperfusion auf die koronare Zirkulation

Die koronare Zirkulation nimmt eine Sonderstellung in der Pathogenese des myokardialen
Ischamie- und Reperfusionsschadens ein. Zum einen stellt sie den Hauptschauplatz der zur
Ischamie fiihrenden Krankheitsprozesse dar, zum anderen ist sie gleichzeitig auch selber von
den Auswirkungen des myokardialen Ischamie- und Reperfusionsschadens betroffen [100].

Der Erfolg einer primaren perkutanen Koronarintervention (PCl) ist daher wesentlich abhangig
von der funktionellen und strukturellen Integritdt der koronaren Mikrozirkulation. Aktuellen
Schatzungen zu Folge sind bis zu der Halfte aller Patienten mit primar erfolgreicher
Koronarintervention von den Folgen einer koronaren mikrovaskuldren Dysfunktion und
Obstruktion (CMVO) betroffen [101]. Die CMVO ist dabei das Resultat aus Ischamie- und
Reperfusionsschaden, distaler koronarer Mikroembolisation und individueller Pradisposition
der koronaren Mikrozirkulation zur endothelialen Dysfunktion [102, 103].
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Abbildung 4: Schematische Ubersicht der vielfiltigen Einfliisse der Reperfusion auf die koronare Zirkulation
Quelle: Cardiovasc Res. (2019), Hausenloy et al. [15] (Modifiziert)

Dabei exponiert die Wiederherstellung der koronaren Perfusionsverhaltnisse die distal der
Gefalistenose lokalisierte koronare Mikrozirkulation gegenuber Mikroembolisationen mit
atherothrombotisch aktiven Bestandteilen aus dem Bereich der ,Culprit Lesion® [104-106],
sowie zahlreichen vasokonstriktiven prothrombotischen sowie proinflammatorischen
Mediatoren, darunter Serotonin, Thromboxan A, und TNF-a [15, 107].

Wahrend koronare Endothelzellen relativ resistent gegeniiber Ischamie sind und in vitro
hypoxische Bedingungen Uber mehrere Tage Uberstehen kénnen [108], fUhrt in vivo die
Unterbrechung des antegraden pulsatilen Blutflusses und der mechanischen Scherspannung
im Koronargefald zu einer veranderten Vasomotion mit Schwellung und sukzessiven
Destruktion des endothelialen Zellverbandes [15, 109]. Die Initiierung des endothelialen
Zelltods ist dabei wesentlich von der Aktivierung des NLRP3 Inflammosoms abhangig [110].

Analog zu der bereits in den Kardiomyozyten beschriebenen und durch die Reperfusion
induzierten gestorten Calcium-Homdostase fiihrt auch in den Endothelzellen eine erhéhte
intrazelluldre Calciumkonzentration zu einer Aktivierung endothelialer kontraktiler Elemente
des Zytoskeletts [111]. Die dadurch verursachte Kontraktion erhéht die endotheliale
Permeabilitat des Koronargefales und flhrt zur Extravasation zellularer Blutbestandteile in
das reperfundierte Myokard und damit schlieRlich zur Auspréagung einer intramyokardialen
Hamorrhagie (IMH). Die IMH tritt dabei in bis zu 40% der Patienten mit CMVO auf und ist mit
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einer signifikant schlechteren Prognose assoziiert als bei Patienten mit CMVO ohne IMH [101,
112].

Gleichzeitig destabilisieren die im Rahmen der myokardialen Inflammation freigesetzten
Zytokine die endothelialen Zellkontakte zusatzlich durch Aktivierung der Tyrosinkinase Src und
Dissoziation des VEGFR-2 Komplexes und flihren schlieBlich Gber unterschiedliche
Mechanismen zu einem ausgepragten myokardialen Odem, das sekundar in der Kompression
weiterer Kapillargefalie resultiert und dadurch erneute Ischamien provoziert [15, 113-115].

Die Aktivierung von Endothelzellen und Thrombozyten im Rahmen der myokardialen Ischamie
und Reperfusion fuhrt zur Expression von Adhasionsmolekilen auf der Oberflache der
Endothelzellen und stellt die Grundlage fur die Adhasion von Thrombozyten sowie
Thrombozyten-Leukozyten-Koaggregaten im Bereich der koronaren Mikrovaskulatur dar
[116]. Die Adhasion von Thrombozyten und inflammatorischen Zellen sowie auch die
Auspragung des interstitiellen myokardialen Odems wird durch die Degradation der
endothelialen Glykokalix weiter verstarkt [117-119].

SchlieRlich fuhrt das Zusammenspiel aus endothelialer Inflammation und freigesetzten
proinflammatorischen Mediatoren aus der myokardialen Nekrose zur Rekrutierung weiterer
inflammatorischer Zellen und Freisetzung zusatzlicher proinflammatorischer Mediatoren,
darunter VEGF [120], Matrixmetalloproteinasen, Thrombin, Myeloperoxidasen [121] sowie
Platchenaktivierender Faktor [15, 122].

Die zugrundeliegenden Mechanismen der Thromboinflammation sowie die biphasische Rolle
der Thrombozyten in der myokardialen Ischamie/ Reperfusion werden in folgendem Kapitel in
Detail beleuchtet.

1.3 Die Rolle von Thrombozyten in der Pathogenese der myokardialen
IIR

Bei Thrombozyten handelt es sich um anukleare diskoide Zellen von ca. 1,5 — 3,0um
Durchmesser, die nach heutigem Verstandnis weit Uber ihre klassische Rolle in der
Hamostase und Thrombose [123] hinaus eine grundlegende Bedeutung in zahlreichen
Prozessen wie der Inflammation, Angiogenese, Regeneration und Metastasierung einnehmen
[124-127].

Thrombozyten stellen die erste Immunzellpopulation dar, die nach akutem Myokardinfarkt das
reperfundierte Myokard infiltrieren und dort im extravaskuldaren Raum mit kolokalisierten
Leukozyten interagieren [128, 129]. Sie nehmen damit eine zentrale und aulerordentlich
wichtige Funktion in der Weichenstellung der darauffolgenden inflammatorischen sowie
strukturellen Umbauvorgange im Herzen ein [130, 131].

Nach heutigem Verstandnis haben Thrombozyten in den komplexen Vorgéngen der
myokardialen Ischamie und Reperfusion eine biphasische Rolle, indem sie primar durch die
Rekrutierung von vor allem Neutrophilen Granulozyten und Monozyten/ Makrophagen die
initiale Immunantwort verstarken, sekundar jedoch durch die Freisetzung zahlreicher
Mediatoren die Aufldsung der Immunantwort und damit reparative Vorgange aktiv unterstutzen
[15].
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Der Schlissel zu ihrer funktionellen Heterogenitat und Funktion als Immunzellen findet sich
dabei in der Expression von zahlreichen oberflachlichen Membranrezeptoren sowie ihrem
umfangreichen Repertoire an potenten Biomolekilen, tber das sie durch autokrine und
parakrine Mechanismen als auch vesikuldren Transportvorgangen uUber den Austausch von
thrombozytédren Mikropartikeln (PMPs) und Exosomen mit ihrer zellularen Umgebung
kommunizieren kénnen [130].

Thrombozyten verfugen Uber mehr als 300 verschiedene Proteine einschlieRlich Chemokine
(z.B. PF4, SDF-1), Wachstumsfaktoren (z.B. PDGF, TGF-B), Zelladhasionsmolekule (z.B.
vWF, CD62P, GPIlbllla), Nukleotide (z.B. ATP) und Neurotransmitter (z.B. Serotonin,
Histamin), die intrazellular in drei unterschiedlichen Klassen von Sekretgranula (a-Granula,
Lysosomen und elektronendichte Kerngranula) lokalisiert und essentiell flir die Ausiibung
grundlegender Plattchenfunktionen wie der Thrombozytenaggregation, Thrombusformation
und Blutgerinnselbildung sind [132]. Gleichzeitig kommt diesen Mediatoren eine grundlegende
Bedeutung in zahlreichen interzellularen Vorgangen in der Mikroumgebung des
Thrombozyten, sowie der Rekrutierung von Immunzellen und terminalen Differenzierung von
Vorlauferzellen zuteil [133].

Daruber hinaus ist besonders in den letzten Jahren das Bewusstsein dafur gereift, dass sich
die funktionelle Vielfalt von Thrombozyten weit Uber die Ebene des Proteoms hinaus auf
Ebene des Transkriptoms, Metaboloms und Lipidoms manifestiert und deren Bedeutung fir
die Vorgange der Thromboinflammation in den Fokus des wissenschaftlichen Interesses
geraten [134-137]. Auf funktionelle Bedeutung des Transkriptoms, insbesondere auf den
interzellularen vesikuldren Austausch und das regulative Potential nicht-kodierende RNAs
einschlief3lich thrombozytarer miRNAs, wird im Detail im Kapitel 1.4.1 sowie der Diskussion
eingegangen.

Nach einer Phase der akuten myokardialen Ischamie und Reperfusion durchlauft das Herz in
den ersten drei bis vier Tagen (Mausmodell) eine robuste Immunantwort, in der es im Myokard
zur Hochregulation zahlreicher proinflammatorischer Gene und Infiltration von Immunzellen in
den interstitiellen Raum zur Phagozytose und Beseitigung der geschadigten myokardialen
Zellen kommt [52].

Die Rekrutierung, transendotheliale Migration und Aktivierung der Immunzellen, darunter vor
allem Neutrophile Granulozyten und Monozyten, wird dabei durch sekretierte thrombozytare
Chemokine (z.B. CXCL4, CCL5), Serotonin sowie durch die direkte Interaktion mit auf der
thrombozytaren Oberflache exprimierten Membranproteinen (z.B. P-Selektin/CD62P, GPlba.)
unterstitzt [138-140]. Experimentellen Studien zu Folge ist eine signifikante Thrombozyten-
Leukozyten Konjugation im peripheren Blut sowie die Kolokalisation von Thrombozyten und
zirkulierenden Immunzellen im geschadigten Myokard ab sechs Stunden nach Beginn des
akuten Myokardinfarktes nachweisbar [129]. Thrombozyten kénnten dabei in Form von
Koaggregaten mit den migrierenden Leukozytenpopulationen in das Myokard einwandern,
gleichzeitig aber auch als Folge der intramuralen Hamorrhagie und erhdhten vaskularen
Permeabilitat im Myokard akkumulieren [141, 142]. Darliber hinaus verfliigen Thrombozyten
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neueren Erkenntnissen zu Folge uber eine eigene migratorische Kapazitat, die ihnen die
selbststandige transendotheliale Migration in den interstitiellen Raum des Myokards
ermaoglicht [143].

Thrombozyten tragen in dieser initialen Phase analog zu anderen entzundlichen
Krankheitsmodellen wie der Atherosklerose aktiv zu einer exzessiven inflammatorischen
Reaktion im Myokard bei und kénnten dadurch einen zusatzlichen myokardialen Zellschaden
und Dysfunktion, eine vergroBerte Infarktflache sowie ein nachteiliges myokardiales
Remodeling induzieren [130, 144].

In der Tat konnte in Studien eine Exazerbation des myokardialen Ischamie-/
Reperfusionsschadens durch die Formation von Komplexen aus Thrombozyten und
Neutrophilen nachgewiesen werden [145, 146]. Zusatzlich kdnnen durch Thrombin aktivierte
Thrombozyten Gber P-Selektin/CD62P die Freisetzung sog. Neutrophiler Extrazellularer Traps
(engl. NETs) auslésen und damit einen zentralen Entzindungsmechanismus des
Immunsystems initiieren, der weitere prothrombotische sowie proinflammatorische
Signalkaskaden anstét und dadurch malgeblich die Prognose der koronaren
Herzerkrankung beeinflusst [147-149].

Auf der anderen Seite ist eine kontrollierte initiale und akute Phase der Inflammation essentiell
zur Wiederherstellung der myokardialen Gewebshomdostase. So konnten einige Studien eine
verschlechterte kardiale Funktion, verstarkte Fibrosierung sowie Entwicklung einer
progressiven Herzinsuffizienz nach artifizieller Depletion von Neutrophilen Granulozyten in
Folge eines Myokardinfarktes nachweisen [75, 130].

Nach dieser akuten Phase der initialen Immunantwort ist Auflésung der priméren
Inflammationskaskade ausschlaggebend, um die reparative Phase und damit essentielle
strukturelle Umbauprozesse des Herzens im Rahmen des myokardialen Remodelings
einzuleiten. Die phanotypische Differenzierung von residenten und aus monozytaren
Vorlauferzellen entstandenen proinflammatorischen M1 Makrophagen in den reparativen M2
Makrophagenstatus spielt dabei eine ganz zentrale Rolle [52].

Thrombozyten sind in der Lage, aktiv die Polarisation von M1/ M2 Makrophagen durch
Freisetzung von sowohl proinflammatorischen Zytokinenen (z.B. TNF-o/ IL-6) als auch
antiinflammatorischen Zytokinen (z.B. IL-10) in die eine, als auch die andere Richtung zu
induzieren [150, 151].

Darlber hinaus kdnnen Thrombozyten durch die granulare Freisetzung zahlreicher parakriner
Mediatoren einschlieBlich Lipoxin A4, Maresin 1 und Annexin A1 Uber Interaktion mit
Neutrophilen Granulozyten die Aufldsung der initialen proinflammatorischen Immunantwort
unterstitzen [130, 152, 153]. Wahrend Lipoxin A4 und Annexin A1 die proinflammatorische
Immunantwort nach Ischamie und Reperfusion durch Aktivierung des Fpr2/2 Rezeptors auf
Neutrophilen Granulozyten unterdriickt [154], kann Maresin 1 eine reparative Immunantwort
durch Unterdriickung der thrombozytaren Freisetzung von proinflammatorischen Mediatoren
induzieren [155].

Die Bedeutung von Thrombozyten fur die Orchestrierung, Koordination und Modulation von
inflammatorischen Vorgangen wird umso eindricklicher durch die Erkenntnisse aus
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zahlreichen Krankheitsmodellen, in denen sich in der Abwesenheit von Blutplattchen erhohte
Konzentrationen von proinflammatorischen Zytokinen zeigten [130, 156, 157].

Eine vielversprechende therapeutische Perspektive, die wahrend des akuten Myokardinfarkts
irreversibel geschadigten Kardiomyozyten zu ersetzen, stellt die Differenzierung von kardialen
Progenitorzellen zu funktionellen Kardiomyozeten dar. Thrombozyten verfigen Uber
zahlreiche Mediatoren (z.B. SDF-1a) in ihren a-Granula, die ihnen die Mobilisierung als auch
Transdifferenzierung von Progenitorzellen ermdglicht und damit ein Schlissel fir die
Entwicklung zukinftiger kardioregenerativer Therapiestrategien darstellen kénnte [133, 158].

Nach einem akuten Myokardinfarkt haben kardiale Fibroblasten eine zentrale Funktion in der
Organisation der extrazellularen Matrix und tragen damit essentiell zur strukturellen sowie
funktionellen Integritat des geschadigten Myokards bei [159]. Insbesondere die prolongierte
Aktivierung von kardialen Fibroblasten fuhrt potentiell zur exzessiven kardialen Fibrose und
birgt die Gefahr eines nachteiligen myokardialen Remodelings, das weit Uber das Gebiet des
ursprunglichen Infarktes hinausreicht [160].

Thrombozyten verfligen Uber zahlreiche granuldre Mediatoren, einschlieRlich Serotonin, TGF-
B+ und PDGF, mit denen sie kardiale Fibroblasten aktivieren sowie deren Expansion und
Transdifferenzierung zu Myofibroblasten induzieren kénnen [161, 162]. In experimentellen
Studien konnte gezeigt werden, dass unter transverser Aortenkonstriktion und kardialer
Druckuberlastung der Plasma TGF-3,-Spiegel abhangig von der granularen Freisetzung aus
Thrombozyten ansteigt und zur kardialen Hypertrophie, Fibrose und systolischen Dysfunktion
beitragt [163]. Dartber hinaus konnte gezeigt werden, dass aus thrombozytaren a-Granula
stammenden Thrombospondin-1 (TSP-1) negativ die Myofibroblastendichte und Expansion in
nicht infarzierte Myokardareale reguliert sowie eine prolongierte postischamische
Inflammationsreaktion supprimiert [164, 165].

Es gibt zahlreiche Hinweise dafur, dass Thrombozyten auch Gber ihre Rolle in der okklusiven
Koronarthrombose und Inflammation hinweg direkt Einfluss auf Physiologie und Funktion von
Kardiomyozyten nehmen kénnen [130]. So sind fur zahlreiche Mediatoren (z.B. ADP/ ATP,
Histamin, Serotonin) aus den elektronendichten Kerngranula von Thrombozyten sowie
Thromboxan A, positiv inotrope Effekte auf Kardiomyozyten beschrieben [166], auch wenn
deren klinische Relevanz noch zweifelhaft ist [167]. Interessanterweise konnten mehrere
Studien Thrombozyten nach myokardialer Ischdmie und Reperfusion mit der Inzidenz von
Herzrhytmusstorungen wie dem Kammerflimmern ursachlich in Verbindung bringen [168,
169].Zahlreiche Studien konnten einen direkten bzw. indirekten kardioprotektiven Effekt von
aktiv sezernierten thrombozytdren Mediatoren wie der Nukleinbase Adenin, Serotonin,
Thromboxan A, SDF-1a und TGF-f1 nach myokardialer Ischdmie und Reperfusion
demonstrieren [170-173].
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Die geringe Grofle von Blutplattchen in Kombination mit den spezifischen rheologischen
Flieleigenschaften von Blut fiihren dazu, dass Thrombozyten durch gréRere Blutzellen im
laminaren Blutfluss an die GefalRwand gedrangt werden und damit im engen rdumlichen
Kontakt zum Endothel stehen. Diese besondere Eigenschaft kénnte eine wichtige
Voraussetzung dafiir sein, welche Thrombozyten die permanente Interaktion mit dem
Endothel und damit die Moglichkeit zur Modulation der Angiogenese bietet [174].

Tatsachlich sind Thrombozyten nach Stimulation mit unterschiedlichen Agonisten durch ADP
und Thromboxan A, zur differentiellen granularen Freisetzung von sowohl pro- als auch anti-
angiogenen Mediatoren (z.B. VEGF, SDF1a) in der Lage [174] und steuern Uber auf ihrer
Oberflache exprimierten Membranrezeptoren (z.B. C5a Rezeptor 1) die Neovaskularisation
[175].

1.4 MicroRNAs: Biogenese, Mechanismen und Funktion

Bei microRNAs (miRNAs) handelt es sich um eine endogene Gruppe kleiner nichtkodierender
RNAs mit einer Lange von ca. 19 — 24 Nukleotiden (nt), die ungeachtet ihrer geringen GroRRe
eine zentrale Rolle in der posttranskriptionellen Regulation der Genexpression spielen [23,
176].

MiRNAs sind in ihrer sequenzspezifischen Abfolge und ihrem Expressionsmuster hoch
variabel, evolutionar Uber einen Grolteil der Eukaryoten einschlieflich dem Menschen
ubiquitar verbreitet und in der Lage nach dem Prinzip der komplementaren Basenpaarung
MRNA (messenger RNA) spezifisch zu binden um deren endonukleolytische Spaltung bzw.
gezielte Destabilisierung und translationale Repression herbeizufiihren.

Ungeachtet ihrer erst kirzlichen Entdeckung und strukturellen Aufklarung zu Beginn des 21.
Jahrhunderts stellen miRNAs eine der grofiten bisher bekannten genregulatorischen Klassen
in multizelluldren Organismen dar, die Schatzungen zu Folge mit einem Anteil von 1-2% am
humanen Genom an der Regulation von bis zu 60% der Protein-Kodierenden Genen beteiligt
sind [17, 177-179].

Sie nehmen damit eine Schllisselrolle und grundlegende koordinative Aufgabe in einem
komplexen regulatorischen Netzwerk ein, das zentral an der Steuerung essentieller zellularer
Mechanismen wie der Zellproliferation, Differenzierung, Apoptose und Regeneration beteiligt
ist und in dem in Zukunft der Schlissel zu einem modernen Verstandnis zahlreicher
pathophysiologischer Krankheitsprozesse liegen wird [23, 180].

A) Biogenese von miRNAs
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Im Folgenden werden die Mechanismen beschrieben, die Uber eine koordinierte Abfolge von
chronologisch aufeinander abgestimmten Prozessen zur Biogenese der miRNA flhren.

miRNA Abbildung 5: Biogenese und Funktion von miRNAs
Gene )00000000( Mechanismus der posttranskriptionellen Regulation

Quelle: Nat Rev Genet. (2004) He and Hannon [23]
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Ein Grofteil der genomischen Information von miRNAs findet sich in phylogenetisch stark
konservierten intergenen oder intronischen Regionen sowie in unmittelbarer Nahe zu anderen
fur miRNAs kodierende Sequenzen [180]. Nach aktuellem Verstandnis wird dabei ein nicht
unerheblicher Anteil der Genexpression in Form von miRNA Clustern tber polycystronische
Transkriptionseinheiten reguliert und steht unter der transkriptionellen Kontrolle
eigenstandiger Promoter [17, 181, 182].

Das aktuelle Model zur Biogenese von miRNAs basiert dabei auf zwei grundlegenden
Beobachtungen (Abb.: 5) [17]: Erstens, miRNAs werden sequentiell zunachst als lange
primary miRNAs (pri-miRNAs) transkribiert, die anschlieBend Uber intermedidre precursor
miRNAs (pre-miRNAs) in die abschlieRende reife miRNA Form prozessiert werden. Zweitens,
die zugrundeliegenden enzymatischen Prozesse sind dabei streng kompartimentiert und
finden zunachst im Nukleus und anschlieRend im Zytoplasma statt, sodass fiir die Entstehung
der reifen miRNAs der aktive nukleare Export der pre-miRNA notwendig wird [183, 184].

Die Biogenese der miRNA beginnt mit der Transkription im Nukleus der Zelle durch die RNA
Polymerase Il [185]. Dabei entsteht eine mehrere Kilobasen lange doppelstrangige primary
miRNA (pri-miRNA), die Uber eine lokale Haarnadelstruktur mit sekundarer Stamm-Schleifen-
Konformation verfiigt und deren Enden durch einen Poly-A-Schwanz am 3’-Ende und in den
meisten Fallen zusatzlich durch eine 5’-Cap-Struktur am 5’-Ende flankiert werden.
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Die pri-miRNA wird anschlieBend von dem nuklearen Mikroprozessor-Komplex, bestehend
aus der RNase-lll Drosha und dem RNA bindenden Kofaktor DiGeorge Syndrome Critical
Region Gene 8 (DGCRS8) Protein, unter Erhalt der Haarnadelstruktur gespalten und als 60-70
nt lange doppelstrangige pre-miRNA freigesetzt [186, 187].

Bei Drosha handelt es sich dabei um ein grof3es Protein von ca. 160 kDa, das aus einem von
zwei tandem RNase Ill Doméanen (RIIIDs) gebildeten katalytischen Zentrum und einer Doppel-
Strang RNA-bindenden Doméne (dsRBD) besteht (Abb.: 6) [188, 189]. Die Substratspezifitat
und Effektivitdt der Substratumsetzung sind dabei maRgeblich abhangig von der
Tertiarstruktur der pri-miRNA, der terminalen Schleifengréf3e, der Stamm-Struktur sowie den
flankierenden Sequenzen im Bereich der Schnittstelle der pri-miRNA [190-192].

a Pri-miRNA processing by Drosha b Pre-miRNA processing by Dicer Abbildung 6: Struktureller Aufbau von Drosha und
Dicer
Terminal loop Quelle: Nat Rev Mol Cell Biol. (2005) Kim [17]
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AnschlieRend erfolgt der aktive nukleare Export der pre-miRNAs tiber den Kernporen-Komplex
der nuklearen Membran in das Zytoplasma der Zelle. Dieser Transportvorgang wird von dem
Enzym Exportin-5 und unter Hydrolyse des an den Kofaktor Ran gebundenen GTP katalysiert
[193].

Im Zytoplasma angekommen, wird die pre-miRNA von dem RNase-Ill-Enzym Dicer und in
Interaktion mit dem Kofaktor TRBP2 unter Abspaltung der Stamm-Schleifen-Struktur in die 19-
24 nt lange doppelstrangige miRNA Duplex (miRNA:miRNA*) Gberfuhrt. Dieses intermediare
Zwischenprodukt besteht aus der reifen miRNA und der dazu imperfekt komplementaren
miRNA* [194, 195]. Bei TRPB2 (Transactivation Response Element RNA-Binding Protein 2)
handelt es sich dabei um einen integralen Kofaktor des Dicer-Komplexes, der neben der
positiven Beeinflussung der RNA-Bindungsaffinitat und Steigerung der Prazision der
Endoribonuklease durch eine Praselektionierung der RNA insbesondere die effiziente
Funktion von Dicer auch bei hohem Substratangebot sicherstellt [196, 197].

Der Enzymkomplex Dicer stellt eine evolutionar hoch konservierte Endoribonuklease von ca.
200 kDA mit zentraler Schlusselfunktion in der miRNA Biogenese dar [17], dessen genetische
Deletion in experimentellen Studien zur Akkumulation von pre-miRNAs und Reduktion von
reifer miRNA flhrt [198]. Neben seiner zentralen Bedeutung in der Prozessierung von miRNA
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wurde Dicer ursprunglich erstmalig im Zusammenhang mit der Entdeckung des Mechanismus
der RNA-Interferenz fur seine essentielle Rolle in der Generierung von siRNA (engl. small
interfering  RNA) und damit seiner grundlegenden Bedeutung fur den naturlichen
Mechanismus des posttranskriptionellen Gen-Silencings beschrieben [194, 199].

Strukturell stellt Dicer einen multimeren katalytisch aktiven Protein-Komplex dar, der aus einer
Helikase, einer DUF283 Domane (Domain of Unknown Function), einer PAZ (Piwi-Argonaute-
Zwille) Doméane sowie zwei tandem RNase-lll Domanen und einer Doppelstrang-RNA-
bindenden Domane (dsRBD) besteht (Abb.: 6). Wahrend das katalytisch aktive Zentrum zur
Bindung und Spaltung des Substrates von den RNase-IIl Doméanen und der dsRBD Domane
gebildet wird, erfolgt die Diskrimination zwischen miRNA und siRNA Uber die Interaktion mit
der Haarnadelstruktur durch die Helikase [200]. Die PAZ Domane spielt dabei eine wichtige
Rolle in der Erkennung des bei der Prozessierung durch Drosha entstandenen 3’-Endes der
pre-miRNA, wahrend die DUF283 Doméane neueren Erkenntnissen zu Folge eine wichtige
Bedeutung in der Hybridisierung und Ausbildung komplementarer Basenpaarung zu Telil
kommt [195, 201].

Die Strangselektion und damit die spezifische Auswahl des miRNA Leitstranges, auf dessen
Grundlage die posttranskriptionelle Genregulation stattfindet, erfolgt schlieBlich unter
Assoziation des Dicer-Komplexes mit dem Ago2 Protein (Argonaute 2). Die Selektion des
Leitstranges findet dabei auf Grundlage der thermodynamischen Eigenschaften der
miRNA:miRNA*-Duplex statt und flhrt Uber eine Abfolge von mehreren Schritten zur
Formation des als miRISC (miRNA-Containing-RNA-Induced-Silencing-Complex)
bezeichneten Effektorkomplex/ Ribonukleoprotein-Komplex (RNP).

Dabei erfolgt selektiv die Inkorporation desjenigen miRNA Komplementéarstranges mit der
geringeren thermodynamischen Stabilitat der intermolekularen Wasserstoffbriickenbindungen
am 5-Ende in den miRISC Komplex, wahrend der komplementare Gegenstrang (miRNA*)
abgebaut wird [202, 203]. Die praferentielle Auswahl des miRNA Komplementarstranges auf
Grundlage seiner spezifischen thermodynamischen Eigenschaften und die asymmetrische
Inkorporation nur eines Komplementarstranges der Duplex in den RISC Komplex determiniert
somit die Spezifitat fur die spatere posttranskriptionelle Inhibition [202].

Das Ago2 Protein gehoért der Familie der Argonautenproteine (AGO) an und stellt den
integralen funktionellen Bestandteil des miRISC dar. Charakteristisches Merkmal dieser ca.
100 kDa groRen Proteinfamilie sind die zwei funktionellen Proteindomanen PAZ und PIWI.
Wahrend die PAZ-Doméane analog zu der im Dicer-Enzym ausgeubten Funktion fur die
Registrierung und Auswahl des miRNA Leitstranges verantwortlich ist, ermdglicht die PIWI-
Domane durch seine Endonukleaseaktivitat zusammen mit dem inkorporierten miRNA
Leitstrang die sequenzspezifische Erkennung und Abbau von mRNA [176]

B) Posttranskriptionelle Regulation der Genexpression
Der miRISC Effektorkomplex identifiziert die mRNA Transkripte des Zielgenes Uber die

Ausbildung von komplementaren Basenpaarungen mit dem inkorporierten miRNA Leitstrang
und reguliert deren Expression auf posttranskriptioneller Ebene.
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Der Mechanismus der posttranskriptionellen Regulation ist dabei abhangig von dem Grad der
Komplementaritat zwischen miRNA und mRNA des Zielgenes und erfolgt entweder uber
Degradation der mRNA durch ihre direkte Spaltung oder Gber die gezielte Destabilisierung der
mRNA und Inhibition ihrer Translation. Dabei spielt die gezielte Spaltung der mRNA
Zieltranskripte durch miRNA im Menschen und anderen Saugetieren gegeniber der
Destabilisierung und translationalen Repression eine deutlich untergeordnete Rolle [176, 204].

Mechanistische Voraussetzung fur die miRNA-induzierte Spaltung von mRNA Transkripten
des Zielgens ist neben der Assoziation mit einem funktionell aktiven Argonautenprotein ein
ausreichend hohes Mal® an Komplementaritat Uber den gesamten Bereich der inkorporierten
miRNA des miRISC Effektorkomplexes und der mRNA im Bereich der Bindungsregion.

Dabei formiert sich im Bereich der Bindungsregion geometrisch eine kontinuierliche A-Helix
zwischen der mRNA und miRNA des miRISC, die sich Uber die gesamte Sequenz zwischen
dem 2. bis zum 12. Nukleotid des 5’-Endes vom miRNA Leitstranges ausbilden kdnnen muss,
um schlieBlich die endonukleolytische Spaltung der mRNA zwischen dem 10. und 11.
Nukleotid einleiten zu kdnnen [205-207].

Nach der endonyukleolytischen Spaltung der mRNA bleibt die miRNA intakt, um die effiziente
Zielerkennung und Spaltung weiterer mRNAs herbeizufuhren [208].

Wahrend dieser Mechanismus vor allem in pflanzlichen Organismen vorkommt [209],
beschrankt er sich aktuellen Erkenntnissen zu Folge aufgrund der hohen Anforderungen an
die Komplementaritat zwischen miRNA und mRNA im Menschen und anderen Saugetieren
auf einen aulerst geringen Bruchteil zellularer Transkripte, zirkularer RNA und wenigen
mMRNAs viralen Ursprunges [204].

Der dominierende posttranskriptionelle Regulationsmodus der miRNA im Menschen und
anderen Saugetieren basiert nicht auf dem Prinzip der endonukleolytioschen Spaltung,
sondern in erster Linie auf der gezielten Destabilisierung und translationalen Repression der
mRNA [21, 177, 204].

Die Zielerkennung erfolgt dabei nicht durch die Komplementaritat der mRNA Uber die gesamte
Sequenz des mIiRNA Leitstranges, sondern Bedarf lediglich der Prasentation und
Komplementaritat eines kleineren ausgewahlten und hoch-konservierten heptameren
Sequenzbereiches (engl. Seed Region) von Nukleotid 2 - 8 am 5’-Ende der miRNA durch das
Argonautprotein des miRISC Effektorkomplexes [177]. Dabei findet die miRNA gesteuerte
Assoziation meist multipler kooperativ miteinanderarbeitender miRISC Effektorkomplexe bis
auf wenige Ausnahmen im Bereich der 3'-End UTR (engl. Untranslated Region) der mRNA
statt (Abb.: 7).
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Abbildung 7: Prinzip der miRNA-mRNA Interaktion
Quelle: Nat Rev Genet. (2008) Filipowicz, Bhattacharyya [21]

Die Spezifitdt und Stabilitdt dieser Assoziation wir neben den aus der spezifischen
Basenabfolge resultierenden thermodynamischen Eigenschaften in der Nahe der
Bindungsregion zuséatzlich von weiteren charakteristischen Sequenzeigenschaften beeinflusst
[210]. Wahrend eine perfekte Komplementaritat zwischen miRNA und mRNA im Bereich der
~>eed Region® eine wichtige Grundvoraussetzung fiir das Zustandekommen der Assoziation
des miRISC Komplexes darstellt, mussen hingegen im zentralen Bereich der miRNA-mRNA-
Duplex obligatorisch Fehlpaarungen vorkommen um die Ago2-mediierte endonukleolytische
Spaltung der mRNA zu verhindern [21].

Darlber hinaus ist weiterhin ein angemessenes Mafl} an imperfekter Komplementaritat im
Bereich des 3’-Halfte der miRNA auflerhalb der ,Seed Region® erforderlich, um die Interaktion
zwischen miRNA und mRNA weiter zu stabilisieren. Vereinzelte Fehlpaarungen werden in
diesem Bereich in der Regel gut toleriert. Fur den Fall einer suboptimalen Komplementaritat
im Bereich der ,Seed Region“ kommt supplementdren Bindungsregionen im Bereich der
Nukleotidposition 13 -1 6 vom 5-Ende der miRNA eine besondere Bedeutung in der
Stabilisierung der Interaktion zwischen miRNA und mRNA zu teil [210].

Neueren Erkenntnissen aus genomweiten Studien zum Einfluss von miRNA auf das zellulare
mMRNA und Proteinlevel als auch Untersuchungen auf Ebene des Ribosoms zu Folge macht
dabei nicht, wie lange Zeit vermutet, die Inhibition der Translation, sondern vor allem die
Destabilisierung der mRNA relativ betrachtet einen gréReren Anteil an der Repression der
Genexpression aus [211, 212].

Nach Bindung des miRISC Effektorkomplexes im Bereich der 3’-End UTR der mRNA rekrutiert
das Argonautenprotein AGO das Adapter Protein TNRC6 [16, 213-215]. TNRCG6 spielt dabei
eine Schlusselfunktion als Mediator der Interaktion zwischen dem Argonautenprotein des
miRISC und zentralen Proteinen der daraufhin initierten Effektorkaskade. Zum einen
interagiert TNRC6 mit dem am Poly-A-Schwanz des 3’-Endes der mRNA assozierten PABPC
(engl. Cytoplasmatic Poly(A)-Binding-Protein), zum anderen rekrutiert TNRC6 zahlreiche
Deadenylase-Komplexe einschliellich dem PAN2-PAN3 und dem CCR4-NOT Komplex [16,
204].
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Die Deadenynalse-Komplexe kirzen daraufhin gezielt die Lange des Poly-A-Schwanzes am
3’-Ende der mRNA durch ihre intrinsische Deadenylase-Aktivitat. Die deadenylierte mRNA
wird anschlieRend unter der Einwirkung weitere Kofaktoren dekapitiert um schlielich in 5’-3’-
Richtung exonukleolytisch abgebaut zu werden [216].

Translational repression Deadenylation

elF4F /_\miRISC /\

miRNA

c e mRNA
elF4E eIF4A\/

Decapping and
5’-to-3’ decay

Abbildung 8: Mechanismus- miRNA Gen Silencing im Menschen
Quelle: Nat Rev Genet. (2015) Jonas and Izaurralde [16]

Neben den beschriebenen Prozessen, die zu gezielten mRNA Degradation fuhren, ist TNRC6
daruber hinaus maRygeblich an der translationalen Repression der mRNA beteiligt. Demnach
kénnen miRNAs die Translation von mRNA in der Initiationsphase empfindlich stéren, indem
sie Uber Interaktion mit der von TNRCG6 rekrutierten Helikase DDX6 (DEAD Box Protein 6) den
Zusammenbau und die Aktivitat des fur die Translation notwendigen elF4F Komplexes (eng.
Eukaryotic Initiation Factor 4F) negativ beeinflussen [16, 217].

Zellularer Schauplatz dieser posttranskriptionellen Regulation der Genexpression sind die P-
Bodies (engl. Processing Bodies) und Stress-Granula (engl. Stress Granules) [218]. Dabei
handelt es sich um ausgewiesene zytoplasmatische Orte, in denen die targetierte mRNA nach
aktiver Translokation raumlich getrennt von dem aktiven Translationsgeschehen der Zelle
gespalten und abgebaut oder alternativ nach einer reversiblen Phase der Inhibition in Reaktion
auf ein spezifisches zellulares Signal der zellularen Translation wieder zurtuckgefuhrt werden
kann [219].

Auch wenn viele Details des komplexen regulatorischen Netzwerkes, in dem miRNAs ihre
Funktion ausuben, noch nicht vollumfénglich aufgeklart sind, ergibt sich bereits jetzt ein sehr
umfangreiches Bild an unterschiedlichen regulatorischen Mechanismen, Uber die miRNAs
Einfluss auf die Expression ihrer Zielgene nehmen kénnen.
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Die Dimension und Dynamik des regulatorischen Einflusses von miRNAs wird umso
deutlicher, wenn man sich vergegenwartigt, dass jede einzelner der uber 1000 bisher
bekannten humanen miRNAs durchschnittlich 200 — 300 mRNAs regulieren [177].

Durch bereits geringfligige Abweichungen in der Biogenese von miRNAs kénnen relevante
Isoformen entstehen, die ein vollig neues Repertoire an mRNAs regulieren. So kénnen unter
bestimmten Umstanden beide Komplementarstrange der miRNA-Duplex jeweils als Vorlage
des miRISC Effektorkomplexes dienen. Zusatzlich kbnnen durch die unprazise Spaltung durch
Drosha und Dicer abweichende und heterogene miRNA Sequenzen mit veranderter ,Seed
Region“ entstehen. Beides mit grundlegendem Einfluss auf die Zielerkennung [204].

Wahrend miRNAs insbesondere fur ihren negativen Einfluss auf die Genexpression bekannt
sind, gibt es wenige Beispiele in denen miRNAs unter bestimmten Bedingungen auch die
Translation von mRNAs verstarken kdnnen [220].

Neben dem bisher beschriebenen kanonischen Weg der miRNA Biogenese gibt es daruber
hinaus zahlreiche alternative nicht-kanonische Prozessierungswege, die teilweise die
Notwendigkeit einer Drosha- oder Dicer-abhanigen enzymatischen Spaltung umgehen und
dadurch die Variabilitat dieses regulatorischen Netzwerkes um eine zusatzliche Ebene
erweitern [221, 222].

Der Handlungsspielraum von miRNAs ist dabei nicht, wie lange Zeit vermutet, auf das
Zytoplasma beschrankt. So kdnnen einige miRNAs Uber aktive Transportmechanismen zuriick
in den Nucleus importiert werden um dort auf epigenetischer Ebene Einfluss auf die
Aktivierung oder Inhibierung der Transkription ausgewahlter Gene zu nehmen [223]

Vor allem in den letzten Jahren ist darUber hinaus die Beobachtung, dass miRNAs auch uber
den zellularen Horizont ihres Entstehungsortes hinaus durch Exozytose und vesikularen
Transport gezielt zelluldre Funktionen in ihrer unmittelbaren Umgebung beeinflussen kdnnten,
zunehmend in den Fokus des wissenschaftlichen Interesses geraten [224]. MiRNAs kénnten
dadurch zu einem wesentlichen Bestandteil der interzellularen Kommunikation werden.

1.4.1 Die Rolle von miRNAs in der Physiologie von Thrombozyten

Neben ihrer zentralen Bedeutung von Thrombozyten flr die Prozesse der primaren
Hamostase im Bereich vaskularer Lasionen und der Entstehung arterieller thrombotischer
Verschlisse, welche die pathophysiologischen Grundlagen des akuten Myokardinfarktes und
des ischamischen Schlaganfalles darstellen, ist insbesondere durch zunehmende
Erkenntnisse aus den letzten Jahren die herausragende Rolle von Thrombozyten bei der
Regulation von Inflammation, zellularen Reparation und Regeneration in den Fokus des
wissenschaftlichen Interesses geraten [125].

Trotz ihres fehlenden Zellkerns als Trager der genomischen Erbinformation und der daraus
resultierenden fehlenden genetischen Voraussetzung zur Transkription nuklearer Gene,
weisen Thrombozyten eine ausgesprochene metabolische Aktivitdt auf und verfigen neben
Mitochondrien, Golgi-Apparat und sekretorischen Granula tber zahlreiche weitere funktionelle
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Organellen [225-227], wie einem rauen endoplasmatisches Retikulum als auch Ribosomen,
welche sie zur aktiven Translation von mRNA und de novo Proteinbiosynthese befahigen [228-
231].

In der Tat erhalten Thrombozyten im Rahmen ihrer Biogenese Uuber zahlreiche
Vorlauferstadien von ihren hamatologischen Ursprungszellen, den Megakaryozyten, ein
ausgewahltes Repertoire an poly(A)+ RNA, welches die Grundlage ihrer Fahigkeit zur aktiven
Proteinbiosynthese darstellt [232].

Mittlerweile konnten zahlreiche Studien nachweisen, dass Thrombozyten Uber ein
ausgesprochen umfangreiches und diverses Transkriptom verfiigen, das sie in die Lage
versetzt, dynamisch innerhalb kurzester Zeit Proteinbiosynthese in Reaktion auf externe
Umweltfaktoren zu betreiben, um ihren vielseitigen biologischen Funktionen nachzukommen
[233-236]. So konnte gezeigt werden, dass die Adhasion von Thrombozyten an Fibrinogen
Uber allb/B3 das intrazellulare Startsignal fir die Translation und damit der Biosynthese
zahlreicher Proteine darstellt [233]. Interessanterweise findet auch eine gesteigerte
Proteinbiosynthese von Cyclooxigenase-1 (COX-1) in Blutplattchen als Reaktion auf eine
Stimulation mit Thrombin und Fibrinogen statt [234].

Darlber hinaus verfligen Thrombozyten zusatzlich Gber ein einzigartiges Spliceosom, ein
Mechanismus der normalerweise nuklearen Zellen vorbehalten ist. Nach Aktivierung
spezifischer Oberflachenrezeptoren durch ihre Umwelt sind sie in der Lage, durch gezielte
Exzision von intronischen Sequenzabschnitten ausgewahlte pre-mRNA in reife mRNA zu
Uberflihren, um deren anschlielende Translation in funktionelle Proteine zu erméglichen [237]

Aktuellen Studien zu Folge enthalten Thrombozyten bis zu 32% des humanen Genoms in
Form von mRNA [238-240]. Neben Transkripten die fiir Proteine mit relevanter Bedeutung fur
grundlegende thrombozytare Bestandteile wie dem Glykoprotein GPllla, Plattchenfaktor 4, 3-
Thromboglobulin, Aktin und a-Tubulin kodieren, zahlen auch zahlreiche Zytokine mit zentraler
Bedeutung fiir die Regulation inflammatorische Prozesse zu dem am starksten exprimierten
Transkripten [240]

Thrombozyten stehen damit vor der einzigartigen Herausforderung: Auf der einen Seite
interagieren sie in einer sich dynamisch verandernden Umwelt, die sie mit der permanenten
Notwendigkeit konfrontiert kontinuierlich und flexibel zellulare Anpassungsvorgange
vorzunehmen und Proteinbiosynthese zu betreiben. Auf der anderen Seite werden sie von
ihren megakaryozytéaren Vorlauferzellen mit einem zwar umfangreichen aber zugleich
limitierten Repertoire an mRNAs ausgestattet, mit dem sie effizient haushalten missen um
ihren vielseitige zellularen Funktionen nachkommen zu kdnnen.

Die Bewaltigung dieser gewaltigen Aufgabe setzt notwendigerweise das Vorhandensein
effizienter posttranskriptioneller Regulationsmechanismen voraus. Neben der bereits
beschriebenen Fahigkeit zum Splicing kénnte dabei insbesondere miRNAs eine bedeutende
Rolle bei der Steuerung dieser regulativen Vorgange zu Teil kommen.

Hinweise darauf lassen sich bereits bei Betrachtung der 3' UTR (engl. Untranslated Regions)
der thrombozytdren mRNA finden. Dabei handelt es sich um untranslatierte Regionen mit
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zentraler Bedeutung fir die posttranskriptionelle Genregulation, die neben den dort
lokalisierten Bindungsstellen fir miRNAs zusétzliche Bindungsstellen fur zahlreiche Proteine
aufweist, welche die Stabilitat, translationale Kontrolle und Transport der mMRNA mafgeblich
beeinflussen. Interessanterweise ist die 3’ UTR thrombozytarer mRNA (1.047 nt) signifikant
langer als die 3' UTR nuklarer Zellen (492 nt), wahrend sich die Lange der 5 UTRs nicht
wesentlich unterscheidet [241]. Weitere Untersuchungen konnten daruber hinaus zeigen, dass
mit dem Strukturmotiv Brd box (engl. Bearded Box) ein weiteres regulatives Element in
thrombozytarer mRNA signifikant haufiger vorkommt, deren Regulation dazu komplementaren
Sequenzen am 5’-Ende ausgewahlter miRNAs unterstehen kénnte [241, 242]

Die Vermutung liegt daher sehr nahe, dass thrombozytdare mRNAs durch langere 3’ UTRs Uber
signifikant mehr regulative Strukturmotive verfigen als den mit ihnen vergleichbaren nukleéren
Vertretern, inklusive mehr Bindungsstellen fiir spezifische miRNAs.

Thrombozyten kénnten dem zu Folge mit einer erhéhten Kapazitat fur posttranskriptionelle
Regulationsmechanismen ihre im Laufe der Thrombopoese natirlicherweise abhanden
gekommene Fahigkeit der transkriptionellen Kontrolle kompensieren [243].

Die erstmaligen Hinweise auf die Existenz thrombozytarer miRNAs ergaben sich bei
Untersuchungen an peripheren Blutzellen in humanen Patienten mit Polycythemia vera und
Studien zum differentiellen Expressionsprofil hdmatopoetischer Zelllinien [244, 245].

Die Hinweise verdichteten sich kurze Zeit spater im Rahmen weiterfihrender Bestrebungen
das differentielle Expressionsprofil in  far  Transfusionsanldsse  gelagerten
Thrombozytenkonzentraten zu charakterisieren [246]. Zur groflen Einschrankung in der
Aussagekraft all dieser Studien konnte ein substantieller Beitrag durch kontaminierende
Leukozyten an der Interpretation der gemessenen Expressionsprofile jedoch nicht
ausgeschlossen werden.

Der Uberproportional gréRere RNA Gehalt von kontaminierenden Leukozyten (Faktor: 12.500)
im Vergleich zu dem von Thrombozyten setzt besondere MaRRstéabe an die Reinheit und damit
die verwendeten Plattchen-Isolationsprotokolle zur Generierung der Proben [243].

Unter Anwendung einer negativen magnetischen Depletion von kontaminierenden Leukozyten
war es schliellich mdglich, den Beitrag am thrombozytdren Expressionprofil durch
Fremdkontamination auf 0,4% einzugrenzen und so die Existenz eines umfangreichen und
diversen Repertoires an miRNAs in Thrombozyten nachzuweisen [10].

Den Autoren war es damals mdglich, durch eine Kombination aus Locked-Nucleic-Acid (LNA)-
basiertes Microarray Profiling und Northern Blotting die Existenz von mehr als 170
unterschiedlichen miRNAs mit einem Umfang von ca. 2,5 log Einheiten im Expressionslevel in
humanen Thrombozyten nachzuweisen, und so die Anzahl der bisher nachgewiesen miRNAs
in Thrombozyten auf insgesamt 219 miRNAs zu bestimmen [10].

Wenig spater gelang es, unter Anwendung von modernen High-Throughput Sequencing
Techniken mehr als 492 unterschiedliche miRNAs in humanen Thrombozyten zu detektieren
[247]. Damit kdnnten Thrombozyten auf der Grundlage der Variabilitdt und Umfang ihres
miRNAs Repertoires und unter Bericksichtigung ihrer geringen GroéRRe eine der ergiebigsten
bisher bekannten Quellen fur humane miRNAs darstellen [243]. Interessanterweise verfligen
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Thrombozyten nicht nur Uber ein umfangreiches Repertoire an miRNAs, sondern auch Uber
die dafur notwendigen zytoplasmatischen Bestandteile die zur Konversion von pre-miRNA in
reife miRNA erforderlich sind sowie die entsprechenden enzymatischen Bestandteile die zur
Auslibung ihrer posttranskriptionellen Regulationsfunktion benétigt werden.

So konnten sowohl die funktionellen Bestandteile des pre-miRNA Prozessierungs-Komplex
Dicer und TRBP2 als auch das Ago2 Protein als zentraler Bestandteil des miRNA
Effektorkomplexes nachgewiesen und deren Funktionalitat bestatigt werden [10]. Im Kontrast
dazu und im Einklang mit dem fehlenden Zellkern in Thrombozyten, war der Nachweis des
nukledren Mikroprozessor-Komplexes bestehend aus Drosha und DGCR8 hingegen nicht
maoglich. Es ist daher sehr wahrscheinlich, dass die Transkription von pri-miRNAs und deren
Konversion in pre-miRNAs bereits auf Ebene der megakaryozytaren Vorlauferstadien noch vor

der Plattchenformierung erfolgt [243].
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Quelle: Nat Struct Mol Biol. (2009), Landry, Plante [10]

Die weiteren Uberlegungen zum Ort der Prozessierung von pre-miRNA zur reifen miRNA Form
lassen zwei mogliche Hypothesen zu:

Erstens: Die abschlieRende Reifung von pre-miRNA in miRNA erfolgt durch die aktive
Prozessierung der pre-miRNA auf Ebene der Thrombozyten. Diese Hypothese wird
insbesondere durch die gleichzeitige Anwesenheit von pre-miRNA und miRNA in
Thrombozyten als auch den Nachweis eines funktionell kompetenten Dicer-TRBP2-
Prozesssieurngskomplexes gestiitzt. Auch die Beobachtung, dass sich nach Stimulation durch
Thrombin das Expressionslevel von sechs miRNAs (miR-15a, miR-339-3p, miR-365, miR-495,
miR-98 und miR-361-3p) bei insgesamt 281 detektierten miRNAs auf Ebene der
Thrombozyten signifikant andert, stitzt zumindest die funktionelle Moglichkeit dieses
Mechanismus und spricht fir eine partielle Relevanz dieser Hypothese [20].
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Zweitens: Die abschlieRende Reifung von pre-miRNA in miRNA erfolgt groRtenteils bereits auf
Ebene der megakaryozytaren Vorlauferstadien, die reife miRNA wird anschlieRend an die
Thrombozyten im Rahmen der Thrombopoese weitergegeben. Diese Hypothese wird
insbesondere durch den quantitativ héheren Anteil von reifer miRNA im Verhaltnis zur pre-
miRNA suggeriert.

Wahrend die funktionelle Signifikanz und der relative Beitrag beider Hypothesen bisher noch
nicht abschlieRend geklart werden konnte, erscheint insbesondere das Zusammenspiel und
die partielle Beteiligung beider Hypothesen zum endgultigen miRNA Repertoire in
Thrombozyten sehr plausibel.

Unabhangig vom Ort der endgultigen Prozessierung der miRNA in Thrombozyten gibt es
hinreichende Belege fiir die Beteiligung von sowohl Drosha als auch Dicer in der Generierung
thrombozytarer miRNA. Dafir spricht insbesondere der Uberproportional grof3e Anteil von
Uracil-Resten (Anteil: 48%) am 5’-Ende der thrombozytaren miRNA-Sequenzen als Korrelat
fur die praferentielle Spaltung der RNAse Ill Enzyme am 5’-Ende im Bereich von Uracil-
Nukleinbasen [10].

Der Nachweis eines umfangreichen und vielseitigen Repertoires an miRNAs in Thrombozyten
sowie deren differentiellen Expression in Reaktion auf unterschiedliche externe
Umweltfaktoren ruft insbesondere die Frage nach ihrer Funktionalitdt und biologischen
Relevanz in den Vordergrund.

Auch wenn ein nicht unerheblicher Anteil der thrombozytaren miRNAs die verbliebenden
Zeugnisse der hamatopoetischen Zelldifferenzierung von Megakaryozyten in das reife
Thrombozyten  Stadium  darstellen  kénnten, besteht die  Mdglichkeit einer
darUberhinausgehenden Funktionalitat.

Insbesondere vor dem Hintergrund der bereits beschriebenen regulativen Bedeutung von
miRNAs bei der Megakaryopoese [248, 249], gibt es keinen Grund zur Annahme miRNAs
kénnten keine regulative Funktion in den spateren Phasen der thrombozytdren Stadien
spielen.

Methodische Voraussetzung fur die Ausubung ihrer genregulatorischen Funktion stellt die
Inkorporation der miRNA in den mit einem Mitglied der Argonauten Proteinfamilie
ausgestatteten miRISC Effektorkomplex dar [250]. Die starksten experimentellen Beweise flr
diese Fahigkeit ergaben Northern Blot Analysen von thrombozytaren Ago2 Immunprazipitaten,
welche die Assoziation zwischen Ago2 und der reifen endogenen Form von miR-223
nachweisen konnten.

Neben der Validierung der RISC Aktivitat in diesen Ago2 Immunprazipitaten konnte die
funktionelle Rolle von miR-223 in der Steuerung dieses Komplexes durch Interferenz mit einer
Antisense RNA und Modifikation der Bindungsregion bestatigt werden. Darlber hinaus war es
moglich, eine potentielle Bindungsstelle in der 3' UTR einer mRNA, die fur den prurinergen G-
Protein-Gekoppelten ADP-Rezeptor P2Y 4, kodiert, mit Hilfe eines Reportergen Aktivitats-
Assays zu identifizieren und die posttranskriptionelle Regulation dieser mMRNA durch miR-223
nachzuweisen [10].Bioinformatische Analysen im Rahmen dieser Studie konnten zudem die
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Regulation der 3* UTR von P2Y, durch mindestens vier weitere thrombozytare miRNAS (let-
7i, miR-21, miR-221 und let-7g) vorhersagen und damit ein Modell nahelegen, in dem multiple
mMiRNAs in koordinativer und synergistischer Zusammenarbeit die Expression einer mRNA
regulieren.

Die Beobachtung, dass Thrombozyten nach ihrer Aktivierung unterschiedliche Formen
extrazellularer Vesikel in ihre unmittelbare Umgebung und daruber hinaus die Blutstrombahn
freisetzen [251], erweitert den Rahmen der Mdglichkeiten, Uber die Thrombozyten mit ihrem
Umfeld interagieren und gezielt Einfluss auf grundlegende zelluldre Funktionen in ihrer Umwelt
nehmen konnten.

In der Tat konnte gezeigt werden, dass Thrombozyten nach Aktivierung neben Exosomen
(GroRe: 40-100 nm) groRere als Mikropartikel (engl. Platelet-Derived-Microparticles)
bezeichnete Vesikel (GroRe: 100 nm — 1um) freisetzen, die neben ihrer zentralen Funktion in
der Initiierung der Koagulationskaskade [252] und Forderung der Zelladhasion im Bereich
vaskularer Lasionen [253, 254] eine wichtige interzellulare Transportfunktion fir
thrombozytare mMRNA auch miRNA Ubernehmen [224].

Inzwischen weisen zahlreiche Studien darauf hin, dass Thrombozyten diesen vesikularen
Transportmechanismus gezielt zur interzellularen Kommunikation und eine Form des
horizontalen Gentransfers nutzen kénnten, um nach Internalisierung der thrombozytaren
miRNA in die Zielzelle durch posttranskriptionelle Reprogrammierung die Funktionalitat von
Makrophagen, Endothelzellen und glatte Muskelzellen zu beeinflussen (Abb.: 10) [255-260].

Neben zahlreichen weiteren Zellen setzen sowohl Megakaryozyten als auch Thrombozyten
Mikropartikel frei [243]. Schatzungen zu Folge sind dabei mit 45-90% ein Grofteil der
extrazellularen Vesikel im Blutplasma gesunder Individuen thrombozytaren Ursprungs [4, 261,
262].

Die Bildung von Mikropartikeln geht dabei mit einer grundlegenden konstitutionellen
Veranderung der thrombozytaren Phospholipid-Doppelmembran einher: Im unaktivierten
Status zeichnet sich die Plasmamembran von Thrombozyten durch eine asymmetrische
Verteilung von Phospholipiden aus, bei der die dulere Membranhalfte von Uberwiegend
ungeladenen Phospholipiden gebildet wird, wahrend die innere Membranhéalfte die
Aminophospholipide Phosphatidylserin und Phosphatidylethanolamin enthalt [263]. Die
asymmetrische Verteilung wird dabei von Phospholipid-Transportern in der Membran
aufrechterhalten [264].
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Abbildung 10: Schematische Darstellung des interzelluldren Transfers thrombozytarer miRNAs
Quelle: Nat Rev Cardiol. (2015), McManus et al. [18]

Die Aktivierung des Thrombozyten und der damit einhergehende Anstieg der zytosolischen
Kalziumkonzentration verandert schliellich die Aktivitdt dieser Phospholipid-Transporter,
indem die Aminophospholipid Translokase-Aktivitat inhibiert und die Phospholipid-Scramblase
Aktivitat gesteigert wird was schlieBlich zur Oberflachenprasentation der Aminophospholipide
Phosphatidylserin und Phosphatidylethanolamin und schlussendlich der Freisetzung der
Mikropartikel der fuhrt [265].Grundvoraussetzung fiir einen effektiven horizontalen miRNA
Transfer stellt dabei ein adaquater interzellularer Kontakt zwischen Donor- und Rezeptorzelle
dar. Die von Thrombozyten freigesetzten Mikropartikel sind pradestiniert fir diese Aufgabe, da
sie im Laufe ihrer Entstehung durch Abschnirungen von der Plasmamembran aktivierten
Thrombozyten dieselben Oberflachenmolekiile aufweisen wie ihre Ursprungszellen und somit
neben grundlegenden Glykoprotein-Rezeptoren wie dem Von-Willebrand-Faktor-Rezeptor
GPIb (CD42b) und dem Fibrinogen-Rezeptor GPlIb-llla (Integrin allbBlll) weitere zellulare
Adasionsmolekiile wie P-Selektin (CD62P), LAMP-1/CD10a und CD63 aufweisen [266, 267].
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1.5 Fragestellung

Nach einem akuten Myokardinfarkt stellt die frihe interventionelle und pharmakologische
Reperfusion des ischdmischen Myokards die effektivste Strategie zur Reduktion der
InfarktgréBe und Verbesserung des Langzeituberlebens dar [31, 32]. Trotz signifikanter
Fortschritte in der Therapie des akuten Myokardinfarktes sieht sich nach wie vor ein grolier
Anteil der Uberlebenden Patienten trotz adaquater und leitliniengerechter Primarversorgung
langfristig negativen strukturellen Umbauprozessen im Herzen ausgesetzt, die zur Ausbildung
einer progredienten Herzinsuffizienz fihren und mit einer erheblichen Morbiditat und Mortalitat
fir die Gesamtbevodlkerung einhergehen [268].

Die strukturellen und funktionellen Heilungsprozesse im Herzen nach akutem Myokardinfarkt
zeichnen sich durch eine heterozellulare Natur und fein aufeinander abgestimmte zellulare
Interaktionsprozesse aus, deren vielschichtigen regulative Ebenen bisher nur sehr
unvollstandig verstanden sind [52].

Thrombozyten kdnnten bei diesen Prozessen, als eine der ersten in das geschadigte Myokard
infiltrierenden Zellpopulationen, eine zentrale Rolle in der Weichenstellung der im Anschluss
ablaufenden myokardialen Inflammation und langfristigen ventrikularen Remodelingprozesse
zu teil kommen.

Die Vorarbeiten unterschiedlicher Arbeitsgruppen aus den letzten Jahre haben gezeigt, dass
Thrombozyten eine moglicherweise biphasische Rolle bei der Initierung und Modulation der
Entziindungsvorgange im Herzen nach Ischamie und Reperfusion spielen und dartber hinaus
uber eine funktionelle miRNA Biogenese verfugen, mit dem sie potentiell Einfluss auf die
zellularen Prozesse ihrer Umgebung nehmen kénnen [10, 130, 256].

Zentrales Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, die Bedeutung thrombozytarer miRNAs
und die biologische Relevanz einer funktionellen miRNA Biogenese in Thrombozyten fir die
unterschiedlichen Phasen der myokardialen Inflammation nach Ischdmie und Reperfusion zu
charakterisieren sowie deren Stellenwert fur den langfristigen Heilungsverlauf im Herzen im
Rahmen des myokardialen Remodelings zu erforschen.

Um diese Fragestellung systematisch zu ergrunden, war es daruber hinaus das Ziel, in
eigenen Vorarbeiten unter Anwendung von Next-Generation-Sequencing Methoden in bisher
nicht beschriebener Tiefe das miRNA Repertoire in murinen Thrombozyten zu erfassen und
die Auswirkung der MK/thrombozyten-spezifischen Deletion der Endoribonuklease Dicer auf
den Plattchenphanotypen sowie die zellulare Interaktion mit Immunzellen zu charakterisieren.

Zu guter Letzt sollten erste moglicherweise auch translational relevante und in diesen
Krankheitsprozessen regulierte thrombozytare miRNAs identifiziert werden, um eine Auswahl
und Grundlage fur tiefergehende funktionelle Charakterisierungen in anschlieBenden Studien
aufzubauen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate

Beatmungsgerat

CFX96 Real-Time System
Digitalkamera (DSC-W40)
Durchflusszytometer (Attune-NxT)

Durchflusszytometer (FACS Calibur)

Flusskammer (Breite 5 mm, Tiefe 50 um)
Herz-Schneidematrix

Inveon microPET Scanner

Isofluran Narkosemittelverdampfer
Kleintierwage

Konfokalmikroskop

Kryotom

KX-21N Analysesystem
Lab-on-a-Chip-System BioAnalyzer2100
Lichtscheibenfluoreszenzmikroskop
Mikrotom

MRT: 7T Small Animal MR Tomograph
Nanodrop ND-1000

Nikon Eclipse Ti2, Inverses Mikroskop
NovaSeq6000

PET: PETtrace Cyclotron

Qubit Fluorometer

Stereomikroskop: ZEISS Stemi 2000-C
Temperaturmonitoring

TRACERIab MXFDG synthesizer
Ultraschall-Untersuchungsplatform

Ultraschallgerat

Ultraschallsonde

Physiosuite for Mice & Rats, Kent Scientific
Corporation, Torrington, USA

Biorad, Hercules, Kalifornien, USA

Sony Europe BV, Deutschland

Attune-NxT, Thermo Scientific, Darmstadt,
Deutschland

BD FACS Calibur, Becton Dickinson, Franklin
Lakes, New Jersey, USA

Maastrich Instruments, Maastrich, Niederlande
Zivic Instruments, Pittsburgh, Pennsylvania,
USA

Siemens Healthineers, Knoxville, Tennessee,
USA

Volker GmbH, Kaltenkirchen; Deutschland
Kern CM 150-IN Pocket Balance, KERN &
Sohn GmbH, Balingen; Deutschland

Zeiss LSM 510, Carl Zeiss AG, Oberkochen,
Deutschland

Microm HM 505 EV Cryostat, Thermo
Scientific, Darmstadt, Deutschland

Sysmex, Kobe, Japan

Agilent, Santa Clara, USA
Sonderanfertigung, Rudolf Virchow Center for
Translation and Integrative Bioimaging,
Universitat Wurzburg, Deutschland

Jung Multicut 2045, Leica Instruments,
Nussloch, Deutschland

BioSpec 70/30, Bruker Biospin, Ettlingen,
Deutschland

Peglab, Erlangen, Deutschland

Nikon, Chiyoda, Tokio, Japan

lllumina, San Diego, CA, USA

General Electric Healthcare, Uppsala,
Schweden

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland
Physiosuite for Mice & Rats, Kent Scientific
Corporation, Torrington, USA

GE Healthcare, Liége, Belgien

Vevo Imaging Station, Fujifilm Visual Sonics,
Toronto; Kanada

Vevo2100 Version 1.6.0, Fujifilm Visual
Sonics, Toronto; Kanada

High-Frequency Linear Array Transducer
MS400 18-38 MHz, Fujifilm Visual Sonics,
Toronto; Kanada
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Zentrifuge

21.2 Verbrauchsmaterialien

Boyden-Kammer (48-Well Micro
Chemotaxis Chamber)
Braundule: Intubation (22G 0,90 x 25 mm)

Deckglaschen
Einbettmedium: Tissue-Tek® O.C.T.
Compound

FACS-Rundbodenrohrchen
Fettstift

Injektionskanulen (30G 0,3 x 12 mm)

Injektionsspritzen
Insulinspritze (30G 0,3 x 8 mm)

Kryotomklingen
LD Columns

Ligaturfaden: Perma Hand (7-0)
MACS Separator

Membran Boyden-Kammer (PorengréfRe: 3
um, Polycarbonate membranes, 25x80mm)
Monocyte Isolation Kit, BM, Mouse

Nahtmaterial: Prolene (6-0)
Nahtmaterial: Vicryl (6-0)
Objekttrager (Gefrierschnitte)

Polyethylenschlauch (0.28mm ID 0.61mm
AD)

Ultraschallgel
Wattestabchen

Zellfilter (PartikelgroRe: 30 pm)

2.1.3  Chirurgische Instrumente

Arretierende Nadelhalter
Elektrokauter

Gebogene Stumpfe Pinzetten
Mikro Federscheren

Modell Rotina 420R, Andreas Hettich GmbH &
Co. KG, Tuttlingen, Deutschland

Neuro Probe, Maryland, USA

Vasofix® Braunlile®, FEP, B. Braun,
Melsungen, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Sakura Finetek USA, Inc., Torrance,
California, USA

Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
Super PAP Pen Liquid Blocker, Invitrogen
AG, Carlsbad, Kalifornien, USA

B. Braun Sterican, B. Braun, Melsungen;
Deutschland

Firma B. Braun, Melsungen; Deutschland
Becton Dickinson and Company, Franklin
Lakes, New Jersey; USA

Mikrotomklinge S35, PFM medical AG,
Nonnweiler, Deutschland

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Deutschland

Ethicon, Norderstedt, Deutschland
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Deutschland

Neuro Probe, Maryland, USA

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Deutschland

Ethicon, Norderstedt, Deutschland
Ethicon, Norderstedt, Deutschland
SuperFrost Plus, R. Langenbrinck GmbH,
Emmendingen, Deutschland

Fine Bore Polythene Tubing, PortexTM,
Smiths Medical International Ltd., Kent, UK

Sonogel® Vertriebs GmbH, Bad Camberg;
Deutschland

Bel premium, CMC Consumer Medical Care
GmbH, Sontheim/Brenz; Deutschland
Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach,
Deustchland

B. Braun SE, Melsungen, Deutschland
Bovie® Aaron Medical, Florida; USA

B. Braun SE, Melsungen, Deutschland
B. Braun SE, Melsungen, Deutschland
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21.4

Atipamezolhydrochlorid (5 mg/ml)
Bepanthen® Augen- und Nasensalbe
Buprenorphinhydrochlorid (0,3mg/ml)
Enthaarungscreme

Fentanylcitrat (50 ug/ml)

Flumazenil (0,1 mg/ml)

Glucose 5% Injektionslésung
Isofluran CP® , 1ml/ml

Isotonische Kochsalzlésung: NaCl 0,9%
Medetomidinhydrochlorid (1 mg/ml)
Midazolam (1 mg/ml)

Ringerlactat: Ringer-Injektionsldsung

Ticagrelor (Cat. No.: S4079)

21.5

['*O]H.0
Apyrase

Benzylalkohol
Benzylbenzoat
CD45 MicroBeads
Dragb

Ethanol 95%

Evans Blue (Dye content = 75%)
Formaldehydlésung (4% Neutral Gepuffert)

High Sensitivity DNA Assay
Kollagen

Lichtgrin-Losung

Mannose Triflat
May-Grinwald/ Giemsa

N’-2-Ethansulfonsaure(HEPES)
Phosphorwolframsaure-Orange-G-Lésung

Pharmakologische Substanzen, Infusionslosungen

Antisedan®, Vetoquinol Ismaning,
Deutschland

Bayer Vital GmbH, Leverkusen,;
Deutschland

Buprenovet®, Bayer, York, Vereinigtes
Konigreich

Veet Enthaarungscreme Sensitive, Reckitt
Benckiser, Slough; Vereinigtes Kénigreich
Fentadon®, Eurovet Animal Health, Bladel,
Niederlande

Flumazenil HEXAL®, HEXAL AG,
Holzkirchen, Deutschland

B.Braun, Melsungen, Deutschland
CP-pharma®, Burgdorf; Deutschland
Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Bad
Homburg, Deutschland

Sedator®, Eurovet Animal Health, Bladel,
Niederlande

Hameln Pharma Plus GmbH, Hameln,
Deutschland

B.Braun, Melsungen, Deutschland

Selleck Chemicals, Houston, Texas, USA

Losungen, Medien, Reagenzien

Rotem, Leipzig, Deutschland

Sigma Aldrich, Co., St. Louis, Missouri,
USA

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Deutschland

Thermo Scientific, Darmstadt, Deutschland
Merck KG, Darmstadt, Deutschland

Sigma Aldrich Co., St. Louis, Missouri, USA
Otto Fischar GmbH & Co KG, Saarbriicken,
Deutschland

Agilent, Santa Clara, USA

HORM® Suspension (KRH), Takeda
Austria GmbH, Linz, Osterreich

Sigma Aldrich, Co., St. Louis, Missouri,
USA

ABX, Radeberg, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Sigma Aldrich, Co., St. Louis, Missouri,
USA
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Ponceau-Fuchsin-Losung
ProLong Gold Antifade
Prostaglandin I,

QlAseg miRNA Library Kit
QIASymphony RNA Kit

RNA 6000 Pico Assay

RNA Broad-Range Assay
Roti-Histol

Saccharose/ D(+) Sucrose 99,7%
Triphenyltetrazoliumchlorid (2,3,5- TTC
298%)

Triton X-100

Tween® 20

Typ Il Kollagenase

Weigert’'s-Eisenhamtoxylin-Lésung

Zombie Aqua™ Fixable Viability Kit

2.1.6 Puffer, Zellmedien

ACD Puffer

Bovines Serum Albumin

Fetales Kalberserum (FCS)

HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution) ohne
Ca?, Mg**

Lysepuffer

Normales Esel-Serum

Normales Ziegen-Serum

PBS (Dulbecos Phosphate Buffered Saline
mit MgCl, and CaCly)

Raw264.7 Zellen

TriFast

Tyrodes Puffer (10x)

Sigma Aldrich, Co., St. Louis, Missouri,
USA

Invitrogen AG, Carlsbad, Kalifornien, USA
Calbiochem, Darmstadt, Deutschland
Qiagen, Hilden, Deutschland

Qiagen, Hilden, Deutschland

Agilent, Santa Clara, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe,
Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

Sigma Aldrich, Co., St. Louis, Missouri,
USA

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Zur Synthese, 50 g/l, Merck, Darmstadt,
Deutschland

Worthington Biochemical Corporation,
Lakewood, NJ, USA

Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe,
Deutschland

BioLegend, San Diego, CA, USA

12,5 g Natriumcitra

6,82 g Zitronensaure

10 g Glukose

Aqua dest. ad 500 ml und mit NaOH auf
pH 4,6 einstellen

Abcam, Cambridge, Vereinigtes Kdnigreich

Sigma-Aldrich, Co., St. Louis, Missouri,
USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

BD Pharma Lyse™, Becton Dickinson,
Franklin Lakes, New Jersey, USA

Sigma Aldrich, Co., St. Louis, Missouri,
USA

Sigma Aldrich, Co., St. Louis, Missouri,
USA

Sigma Aldrich, Co., St. Louis, Missouri,
USA adjusted to pH 7.4

CLS Cell Lines Service GmbH, Eppelheim,
Deutschland

VWR Peqlab, Radnor, Pennsylvania, USA

80 g Natriumchlorid
10,15 g Natriumhydrogencarbonat
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Tyrodes-Gebrauchslésung

2.1.7  Antikorper

Primarantikdrper:

CD62P-FITC Anti-Mouse
CD42b-Dylight 649 Anti-Mouse
CD42b-FITC Anti-Mouse
CD45-APC Anti-Mouse
CD45-Brilliant Violet 421™ Anti-Mouse
CD11b-APC/Fire™750 Anti-Mouse
Ly6G-AlexaFluor™700 Anti-Mouse
Ly6C-APC Anti-Mouse
CD64-PE/Cy7 Anti-Mouse
MHC-II(I-A/I/E)-AF™488 Anti-Mouse
CCR2-PE Anti-Mouse

CD31/PECAM-1 Anti-Mouse

a-SMA (Smooth Muscle Actin) Anti-Mouse

CD68-A647 Anti-Mouse

CD16/CD32 Anti-Mouse

AF 488 Phalloidin

Sekundarantikorper:

1,95 g Kaliumchlorid
Aqua dest. ad 1000 ml
20 ml Tyrodes-Puffer (10x)

0,2 g BSA

0,2 g Glukose

Aqua dest. ad 200 ml

mit HEPES auf pH 7,4 einstellen, 50 ml
abnehmen, den Rest mit HCI auf pH 6,5

Klon:

Wufg.E3
Xia.G5
Xia.G7
30-F11
30F11
M1/70
1A8
HK1.4
X54-5/7.1
M5/114.15.2
475301
Polyklonal
EPR5368
FA-11

93

Klon:
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Emfret Analytics, Eibelstadt,
Deutschland

Emfret Analytics, Eibelstadt,
Deutschland

Emfret Analytics, Eibelstadt,
Deutschland

BioLegend, San Diego, CA,
USA

BioLegend, San Diego, CA,
USA

BioLegend, San Diego, CA,
USA

BioLegend, San Diego, CA,
USA

BioLegend, San Diego, CA,
USA

BioLegend, San Diego, CA,
USA

BioLegend, San Diego, CA,
USA

R&D Systems, Minneapolis,
MN, USA

R&D Systems, Minneapolis,
MN, USA

Abcam, Cambridge,
Vereinigtes Konigreich
BioLegend, San Diego, CA,
USA

BioLegend, San Diego, CA,
USA

Thermo  Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts,
USA
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IgG Secondary Antibody A555 Polyklonal Abcam, Cambridge,
Vereinigtes Konigreich
IgG Secondary Antibody A488 Polyklonal Abcam, Cambridge,

Vereinigtes Konigreich

2.1.8 Bioinformatik: Software

BioRender.com (2021) https://app.biorender.com/biorender-
templates.

Circlize Package (Version 0.4.15) Autor: Zuguang Gu [269]

edgeR (Version 3.11) Bioconductor

Flowjo Flowjo LLC Ashland, OR, USA

GraphPad Prism 9 GraphPad Software, LLC

ImageJ Open Source, National Institutes of Health

Imaris (Version 9.7) Bitplane, Oxford Instruments, Vereinigtes
Konigreich

miRWalk 2.0 Autor: Harsh Dweep [270]

Nf-core smrnaseq tool (Version 1.0.0) https://github.com/nf-core/smrnaseq

NIS-Elements AR Analysis (Version Nikon Corporation, Chiyoda, Tokio, Japan

5.21.00)

PMOD PMOD Technologies Ltd, Zlrich, Schweiz

Vevo 2100 (VevoLAB und VevoStrain) FUJIFILM VisualSonics Version 3.1.

2.2 Methoden

2.2.1 Transgenes Mausmodell

Dicer®** Mause wurden wie zuvor von Bradley S. Cobb beschrieben generiert [271]. Zur MK/
thrombozyten-spezifischen Deletion von Dicer wurden Dicer®* Mause mit Pf4-Cre
transgenen Mausen (Jackson Laboratory) gekreuzt, um Dicer®”** Pf4-Cre* (Dicer”™* P**) und
Dicer®™ Pf4-Cre™ (Dicer®”®) Mause zu erhalten. Fiir die experimentellen Versuche wurden
mannliche Mause im Alter von 10-12 Wochen verwendet. Alle Tierversuche wurden
entsprechend der ARRIVE Guidelines und dem Deutschen Tierschutzgesetz durchgefihrt und
von dem Regierungsprasidium Tubingen autorisiert (Nummer M 13/18 G nach § 8 Abs. 1 des
Tierschutzgesetzes).

2.2.2  Herzchirurgische Operation: Mausmodell- Myokardiale I/R

Das Mausmodell der myokardialen Ischamie/ Reperfusion (I/R) erméglicht die Erforschung der
auf den akuten Myokardinfarkt folgenden pathophysiologischen Vorgéange im Herzen an einem
lebenden und transgen veradnderten Organismus. Dabei kdnnen die chronologisch
aufeinander folgenden Phasen der akuten und chronischen postischamischen Inflammation
einschlielllich dem myokardialen Remodeling in einem longitudinalen Studiendesign
untersucht werden.

Die Induktion des akuten Myokardinfarktes erfolgt in vivo im Rahmen einer standardisierten
offenen chirurgischen Intervention an den KoronargeféaRen des schlagenden Herzens. Ziel
dieses Eingriffes ist die Induktion einer reproduzierbar groflen und reversiblen Ischadmiezone
in einem myokardialen Perfusionsgebiet distal des von der Intervention betroffenen
Koronargefalles (engl. Area at Risk, AaR).
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Der operative Eingriff [&sst sich chronologisch in folgende Abschnitte gliedern.
1. Praoperative Vorbereitung:

Nach Beurteilung des Allgemeinzustandes des Versuchstieres und Erhebung des
Kérpergewichts fur die Berechnung der gewichtsadaptieren Narkose erfolgt die Einleitung der
Inhalationsnarkose durch kurzes Anfluten mit 5% Isofluran und darauffolgender
kontinuierlicher Zufuhrung von 1,5% - 2,5% Isofluran mit 0,8 — 1,0 I/min Sauerstofffluss. Das
Versuchstier wird im ausreichend narkotisierten Zustand nach Uberpriifung der Stellreflexe mit
Leukofix® Fixierpflaster auf einer beheizbaren Untersuchungsplattform platziert, von der zum
einen die Ableitung eines 4-Kanal-EKGs als auch die kontinuierliche Erfassung der
Atemexkursionen und Kontrolle der Kérpertemperatur (Zieltemperatur: 37 + 0,5°C) Uber eine
rektal eingebrachte Temperatursonde moglich ist. Anschlie@end werden die Augen des
Versuchstieres zum Schutz vor Austrocknung mit Bepanthen® Augensalbe bedeckt und das
spatere Operationsgebiet auf der linkslateralen Thoraxseite mit Enthaarungscreme enthaart.
Nach grundlicher Entfernung der Enthaarungscreme erfolgt nun die Feststellung funktioneller
und metabolischer Baseline-Parameter des Herzens unter Anwendung nicht-invasiver
kardialer Bildgebungsverfahren (Echo, Kardiales PET-MRT) sowie eine mdgliche retroorbitale
Blutentnahme.

2. Anasthesie & Endotracheale Intubation:

Die Allgemeinanasthesie wird im weiteren Verlauf auf ein balanciertes Narkoseverfahren mit
kombinierter reduzierter Inhalationsnarkose (Isofluran  1,5%) und zusatzlicher
gewichtsadaptierter Triple-Injektionsnarkose (Fentanyl 0,05 mg/kgKG, Medetomidin 0,5
mg/kgKG, Midazolam 5 mg/kgKG) umgestellt. Die Injektionsnarkose wurde zuvor zur
zusatzlichen Hydrierung des Versuchstiers mit 0,9% Natriumchlorid-Lésung verdinnt. Die
Applikation der Injektionsnarkose erfolgt dabei intraperitoneal mit einer 30G Injektionskantile
unter Einhaltung der fir die intraperitonealen Volumengabe ublichen Grenzwerte von 10
ml/kgkG. Nach Evaluierung einer ausreichenden Narkosetiefe durch Uberprifung der
chirurgischen Toleranz (Verlust: Zwischenzehenreflex) wird nun die maschinelle Beatmung
durch Herstellung eines endotrachealen Atemweges vorbereitet. Die endotracheale Intubation
erfolgt dabei atraumatisch unter Sichtkontrolle in Rickenlage des Tieres auf einer ca. 45°
geneigten Intubationsplatform unter Fixierung der oberen Nagezahne. Die Visualisierung der
Rima glottidis ist dabei durch Reklination des Kopfes und Retraktion der Zungenmuskulatur

¥ ¢ _< 3 | [ o =

Abbildung 11: Versuchsaufbau Modell Myokardiale I/R
A) OP Arbeitsplatz, B) Chirurgische Instrumente, C) Intubationsplattform
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bei gleichzeitiger externer Durchleuchtung des Pharynxbereichs mit einer Kaltlichtquelle
moglich. Als Tubus wird eine 22G Braunile (Vasofix® Braunule®, B. Braun) verwendet, die
nach Sicherung des Atemweges mit dem Beatmungsgerat (Physiosuite for Mice & Rats, Kent
Scientific Corporation) konnektiert wird. Die Beatmung erfolgt gewichtsadaptiert und
volumenkontrolliert mit einem positiven endexpiratorischen Druck und wird perioperativ durch
die regelmaRige Beurteilung suffizienter Thoraxexkursionen sichergestellt.

3. Operativer Eingriff:

Im weiteren Verlauf wird das Versuchstier auf einer beheizbaren Unterlage fir die Operation
gelagert und ein regelmaRiges Temperaturmonitoring (Zieltemperatur: 37 + 0,5°C) durch das
Einbringen einer rektalen Temperatursonde sichergestellt. Das Versuchstier wird dabei in
rechtsthorakale Seitenlagerung verbracht und die linke vordere Extremitdt im maximal
elevierten Zustand fixiert, sodass ein optimaler Zugriff auf das Operationsgebiet mdglich ist.
Das enthaarte Operationsgebiet wird nun mehrmals mit dem Hautantisepktikum Braunol®
desinfiziert und steril mit einem Lochtuch abgedeckt.

Der mikrochirurgische Eingriff erfolgtim Weiteren unter einem Stereomikroskop. Als operativer
Zugangsweg wird eine modifizierte anterlolaterale Thorakotomie gewahlt. Der ca. 10 mm lange
Hautschnitt erfolgt dafur linksthorakal entlang des vierten Interkostalraumes zwischen der
Medioklavikularlinie und der mittleren Axillarlinie mit Hilfe einer kleinen Praparierschere. Bei
der stumpfen Praparation des subkutanen Fettgewebes wird auf die Schonung der
umliegenden Weichteilstrukturen geachtet. Bei Bedarf wird eine lokale Blutstillung durch
Elektrokauterisation mit einem Bipolar durchgefuhrt. Im weiteren Verlauf wird der M. pectoralis
profundus mobilisiert und mit einem 6-0 Vicryl (Ethicon®) Faden angeschlungen, der M.
serratus ventralis thoracis wird scharf durchtrennt und ermdglicht so den Zugang zum
Interkostalraum.

Die Inzision des vierte Interkostalraums erfolgt anschlieBend scharf unter vorsichtiger
Schonung der A. thoracica interna, des Herzens und der Lungengrenzen mit einer
mikrochirurgischen Schere.Nach Visualisierung des Ramus interventricularis anterior (RIVA,
engl. LAD: Left anterior descending artery) als einer von zwei Hauptasten der A. coronaria
sinistra wird nun das Perikard vorsichtig mit einer stumpfen mikrochirurgischen Pinzette
erdffnet.
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Abbildung 12: Modell Myokardiale I/R- Operativer Eingriff Ubersichtsaufnahmen
A) Interkostalraum, B) Thorakotomie, C) LAD Ligatur, D) Reperfusion, E) Interkostalnaht, F) Hautnaht

Die Induktion der myokardialen Ischamie erfolgt nun durch temporare Okklusion der LAD unter
Anwendung einer Fadenligaturtechnik. Dafur wird ca. 1 mm distal des linken Herzohres
(Auricula cordis sinistra) die LAD mit einem nicht-resorbierbarern, polyfilen Seidenfaden
(Perma Hand 7-0; Ethicon®) unterstochen. Unter Ausbildung einer unfertigen Schleife und
Unterlegung eines Polyethylen Schlauchs (Portex®, Smiths
Querschnitt: Medical, 0.28 mm ID, 0.61 mm OD, Lange: 2 mm) zur
gleichmaBigen  atraumatischen  Druckverteilung  wird
anschliel’end eine reversible Okklusion des Koronargefalles
und daraus resultierende transiente Ischamie des distal der
Ligaturstelle lokalisierten Myokardbereichs herbeigefiihrt. Die
erfolgreiche Induktion der Ischamie wird dabei visuell durch
Entfarbung des Myokards von rosa nach blass validiert und fir
einen Zeitraum von 30 min. unter regelmafRiger Kontrolle
aufrechterhalten, das Operationsgebiet steril abgedeckt.

Nach  Ablauf des Ischdmiezeitraumes wird die
Reperfusionsphase durch Wiedereréffnung der Fadenligatur
Abbildung 13: Modell Myokardiale 1r- UNd Entfernung des Polyethylen Schlauchs eingeleitet. Die
Ligaturtechnik erfolgreiche Reperfusion kann erneut visuell durch Inspektion
der Myokardverfarbung von blass nach rosa validiert werden. Zur spateren flaichenmafigen
Bestimmung der AaR verbleibt der Ligaturfaden im geéffneten Zustand im Myokard. Die
beiden Fadenenden werden nach Ausfiihrung aus dem Thoraxraum extrathorakal in einer
Muskeltasche unterhalb des M. pectoralis profundus sicher verwahrt. Anschlief3end erfolgt der
luftdichte Verschluss des Thorax durch Umstechung der Rippen des erdéffneten
Interkostalraumes mit drei 6-0 Vicryl (Ethicon®) Einzelknopfndhten. Zur Vermeidung eines
Pneumothorax wird die verbleibende intrathorakale Luft simultan beim Verschluss der letzten
Einzelknopfnaht durch kurzfristigen Aufbau eines zusatzlichen positiven endeexpiratorischen
Atemwegdrucks verdrangt. Eine zusatzliche Thoraxevakuierung kann bei begrindetem
Verdacht durch Einbringung einer sterilen 30G Insulinspritze erfolgen. AbschlieRend erfolgt

Polyethylen
Tube

Myokard
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die Readaptation der Muskulatur mit einer fortlaufenden Kirschnernaht und einem polyfilen
resorbierbaren 6-0 Vicryl Ethicon® Faden sowie anschlieRend die Hautnaht mit drei U-Heften
und einem monofilen nicht resorbierbaren 5-0 Prolene Ethicon® Faden.

4. Postoperative Phase:

Nach erneuter Wunddesinfektion wird die Aufwachphase durch Antagonisierung der
muskelrelaxierenden und sedativen Wirkung von Medetomidin und Midazolam durch die
intraperitoneale Injektion von Atipamezol (2,5 mg/kg KG) und Flumazenil (0,5 mg/kg KG)
eingeleitet. Die hochpotente analgetische Wirkung des Fentanyls wird nicht antagonisiert und
stattdessen additiv durch eine zusatzliche subkutane Gabe von Buprenorphin (0,1 mg/kg KG)
erganzt. Als weitere unterstitzende MalRhahme erhalte die operierten Versuchstiere eine
Volumensubsitution aus Glucose 5% und Ringerlactat (10 ml/kgKG) um die Zeit bis zur
spontan wiedereinkehrenden FlUssigkeits- und Nahrungsaufnahme zu Uberbricken. Mit dem
Eintreten einer suffizienten Spontanatmung erfolgt die Extubation. Die Versuchstiere werden
nach Beurteilung des Allgemeinzustandes und Wiedereintritt der physiologischen Stellreflexe
in einen vorgewarmten Tierkafig verbracht und neben der Ulber drei Tage lang alle acht
Stunden fortgeflihrten Buprenorphingabe regelmafig postoperativ mittels eines Score-Sheets
Uberwacht.

Ausschlusskriterien:

Zu den Kriterien, die zum vorzeitigen Abbruch des Versuches und der Euthanasie des
Versuchstieres fihren, zdhlen eine Verschlechterung des Allgemeinzustands inklusive
Gewichtsabnahme von 20% des Gesamtkdrpergewichts bezogen auf das Ausgangsgewicht
korrigiert um die Gewichtszunahme gleichaltriger unbelasteter Tiere der gleichen Linie. Das
weiteren intraoperativ.: Kammerflimmern, Lungenkollaps/ Atelektasen und unkontrollierbare
Blutungen.

2.2.3 Evans Blue/ TTC Vitalfarbung

Zur quantitativen Auswertung der myokardialen Infarktflache
Evans Blue/ TTC Farbung: erfolgt die Opferung der Versuchstiere an Tag 1, Tag 7 und
Tag 28. Zu diesem Anlass wird, nach erneuter Einleitung einer
balancierten Anasthesie und Wiederherstellung der LAD-
Ligatur mit dem an der ursprunglichen Ligaturstelle
verbliebenden Faden, das Herz durch die intrakardiale
Myokard Injektion mit einer 30G Kandle mit 500 pl Evans Blue Farbstoff
3% perfundiert. Nach gleichmaliger Distribution des
Farbstoffes tber den Verlauf von ca. 10 Herzzyklen in dem
nicht von der Ligatur betroffenen Myokardbereich (engl. Area
Not at Risk) wird der Endpunkt durch die intrakardiale
Abbildung 14: Evans Blue/ TTC Injektion von 200 yl KCI 1mol/l kardiopleger Lésung verdinnt
Féarbung in PBS herbeigefuhrt. Das Herz wird nach der Entnahme in
:;F’{“e(‘:‘)ffree’a'ﬁo\t/gfﬁisskMVOKafd! A+B: Tissue-Tek® Einbettmedium tberfiihrt und fiir 20 min. bei -
’ 20°C eingefroren, anschlieBend unter Zuhilfenahme einer
Herz-Schneidematrix in 5 bis 7 jeweils 1mm dicke

transversale Schnitte unterteilt. Darauf folgt die Inkubation der Schnitte in PBS (pH 7,4) mit
1% TTC (2,3,5-Triphenyltetrazoliumchlorid) fir einen Zeitraum von 30 min. in einem

Querschnitt:
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Wasserbad bei 37°C, bis das sich der nekrotische Myokardbereich wei} demarkiert wahrend
das vitale Myokard rot erscheint. Fur die planimetrische Erfassung der nekrotischen
Infarktregion, des vitalen Myokardbereichs sowie der AaR werden die Herzschnitte fur 24h in
4% Formaldehydldsung unter Lichtabschluss inkubiert und anschliefend auf einem
Objekttrager von beiden Seiten unter einem Stereomikroskop mit einer Digitalkamera
fotografiert. Die Berechnung der Infarktflache erfolgt mit Imaged als prozentualer Anteil des
nekrotischen Myokardbereichs in Relation zur gesamten von der koronaren Ligatur
betroffenen AaR.

2.2.4  Ticagrelor Behandlung

Um den Einfluss antithrombozytarer Therapie nach myokardialer Ischamie und koronarer
Reperfusion mit Blick auf die regulative Rolle von Thrombozyten bei den Prozessen der
myokardialen Inflammation zu untersuchen, wurden die Versuchstiere in einer gesonderten
Versuchsreihe mit dem reversiblen P2Y,, Rezeptor-Antagonisten Ticagrelor (Selleck
Chemicals, Cat. No.: S4079) behandelt.

Ticagrelor stellt dabei einen gut tolerierbaren potenten Inhibitor der Plattchenaggregation dar,
der in der Klinischen Praxis taglich Anwendung findet und nach Gabe einen schnellen
Wirkungseintritt ohne ernsthafte dosisabhangige unerwiinschte Nebenwirkungen in den bisher
beobachteten Laborwerten aufzuweisen [272].

Dazu wurden Dicer®"** und Dicer”™ P** Mause zufallig einer Behandlungsgruppe (Ticagrelor)
bzw. einer Kontrollgruppe (Lésungsmittel) zugeteilt und dem experimentellen Eingriff zur
Induktion einer myokardialen I/R mit anschlieRender Echokardiographie nach beschriebenen
Protokoll unterzogen.

Die Behandlungsgruppe erhielt 50 mg/kg Ticagrelor aufgelést entsprechend der
Herstellerangaben durch eine intraperitoneale Injektion zwei Stunden vor experimenteller
LCA-Ligatur sowie alle 24 Stunden uber drei aufeinanderfolgende Tage nach Induktion des
Myokardinfarktes, um eine zuverldssige, sichere und effektive Applikation der
antithrombozytaren Therapie im postoperativen Verlauf zu gewahrleisten. Drei Tage nach
Induktion des Myokardinfarktes wurde die Ticagrelor Behandlung auf eine orale Gabe Uber
das Trinkwasser umgestellt bis die Versuchstiere nach insgesamt sieben Tage fur die Evans
Bue/ TTC Farbung geopfert wurden. Die Kontrollgruppe erhielt die gleichen intraperitonealen
Injektionen sowie Trinkwasser als Losungsmittelkontrolle ohne Ticagrelor-Zusatz. Die
Effektive P2Y,, Blockade durch Ticagrelor wurde durch aggregometrische Messungen
bestatigt.

2.2.5 Echokardiographische Bildgebung
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Bei der transthorakalen Echokardiographie handelt es sich um eine nichtinvasives
Bildgebungsverfahren von zentraler Bedeutung in der kardiologischen Diagnostik, welches
mittels Ultraschall Uber die Charakterisierung grundlegender struktureller und funktioneller
kardiovaskularer Parameter Aussagen Uuber die Funktion des Herz-Kreislauf-Systems
ermoglicht.

A) Ultraschall Bildgebungsstation, B) Untersuchungsplattform

2.2.5.1 Konventionelle murine Echokardiographie

Die Erhebung der kardiovaskuldaren Parameter im Mausmodell der myokardialen I/R erfolgt
mit einem fur die Kleintierbildgebung geeigneten 30MHz hochfrequenz Linearschallkopf auf
einer praklinischen Ultraschall-Untersuchungsplattform Vevo2100. Die Bildgebung wird zum
einem an Tag 0 zur Charakterisierung der praoperativen Baseline-Parameter als auch
postoperativ im longitudinalen Studiendesign nach Tag 1, Tag 7 und Tag 28 Reperfusion
durchgefihrt.

Die Untersuchung erfolgt dabei unter Inhalationsnarkose mit 1,5% Isofluran unter
kontinuierlicher 0,8 — 1,0 I/min Sauerstoffzufuhr und Ableitung eines 4-Kanal EKGs,
regelmafiger Erfassung der Atemexkursionen und Kontrolle der Kdérpertemperatur (37 +
0,5°C). Nach Feststellung einer suffizienten Narkosetiefe wird das Versuchstier in Rickenlage
mit allen vier Extremitaten auf der beheizbaren Untersuchungsplattform positioniert, die Augen
werden zum Schutz vor Austrocknung mit Bepanthen® Augensalbe bedeckt und die
linksthorakale Korperhalfte nach griindlicher Enthaarung mit vorgewarmten Ultraschallgel (37
1 0,5°C) bedeckt.

Die Ultraschallaufnahmen werden standardisiert sowohl in der parasternalen langen Achse
(PLAX) als auch der parasternalen kurzen Achse (PSAX) im B- und M-Modus auf mittlerer
Papillarmuskel-Ebene erfasst. Die Auswertung der Ultraschallsequenzen erfolgt dabei mit der
Software Vevo 2100 (VevoLAB und VevoStrain; Vevo2100, FUJIFILM VisualSonics Version
3.1.). Erfasst werden die linksventrikulare Ejektionsfraktion (LVEF), die fraktionelle
Verkurzungsfraktion (FS), die kardiale Auswurfleistung (CO), das Schlagvolumen (SV) sowie
das linksventrikulare Volumen als auch der linksventrikulare Durchmesser in Diastole und
Systole.

Die linksventrikulare Ejektionsfraktion stellt dabei den im Rahmen der Herzkontraktion
(Systole) ausgestoRenen prozentualen Anteil des Schlagvolumens am gesamten im linken
Ventrikel und am Ende der Diastole befindlichen Volumen (LVEDV) dar.
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x100

LVEFT%] = [vEDpy

Die fraktionelle Verkirzungsfraktion des linken Ventrikels wird im M-Modus der PLAX
zwischen dem basalen anteriorem Septum und der basaler posterolateralen Ventrikelwand
gemessen und beschreibt die prozentuale Anderung des linksventrikuldren basalen
Durchmessers Uber den Verlauf der Systole. Unter der Voraussetzung einer regelmafligen
linksventrikularen ~ Geometrie und  einer  gleichmaRigen elektrophysiologischen
Kammererregung korreliert die FS gut mit der EF.

LVEDD — LVESD
FS[%] = VEDD X100

2252 Speckle-Tracking Echokardiographie: Strain-Analyse

Bei der myokardialen Strain-Analyse handelt es sich um eine Technologie der
sonographischen Bildverarbeitung, welche die hoch sensitive Detektion und objektive
Quantifizierung bereits diskreter Veranderungen in der myokardialen Deformation, regionalen
Wandbewegung und Synchronitat als Frihmanifestation der kardialen Dysfunktion erméglicht.

® ® ©®

;

Abbildung 16: Strain-Analyse Richtungsvektoren
A) Longitudinaler Strain, B) Radialer Strain, C) Zirkumferentieller Strain

Die Speckle-Tracking Echokardiographie erlaubt dabei auf Grundlage eines Hoch-Frequenz
Ultraschall B-Bildes die detaillierte rdumliche und zeitliche Auflésung der globalen und
regionalen linksventrikularen Funktion und ist gleichzeitig im Vergleich zum konventionellen
Tissue-Doppler Imaging weniger von Untersucher abhangigen Einflussfaktoren wie dem
Einschallwinkel des verwendeten Schallkopfes beeinflussbar [273]

Das Prinzip des Speckle-Tracking Algorithmus basiert dabei auf der Detektion von
reproduzierbaren Reflektionsmustern im Myokard, die natirlicherweise als physikalisches
Phanomen im Ultraschallbild auftreten [274]. Diese sogenannten Speckles enstehen durch
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konstruktive und destruktive Interferenz der Ultraschallwellen und erzeugen zu jedem
Bildpunkt des Ultraschallbildes eine individuelle akustische Signatur, die Uber den gesamten
Herzzyklus zurlickverfolgt werden kann [274]. Uber die raumliche und zeitliche Information der
Positionsanderung dieser Speckles im Myokard kénnen schliel3lich zahlreiche myokardiale
Deformitatsparameter zur Charakterisierung der kardialen Funktion abgeleitet werden.

Der Strain (¢) ist dabei eine dimensionslose Grofle und beschreibt die Deformation eines
Objektes relativ zur seiner Ausgangsform [275]. Bei eindimsensionaler Betrachtung im Kontext
der kardialen Bildgebung entspricht dies der relativen Ladngenveranderung eines myokardialen
Segmentes bezogen auf die Ausgangslange, die momentane Deformationsdnderung
innerhalb des Verformungsprozesses zum Zeitpunkt ¢t wird dabei unter den Begriff des
Lagrangian Strain zusammengefasst [275]

L(t) — L(to) L(t): Aktuelle Lérlge
e(t) = Tt L(t,): Ausgangslange

Die Strain-Rate stellt die Geschwindigkeit der myokardialen Deformation dar und ergibt sich
aus der zeitlichen Ableitung des Strains [275, 276]

In der echokardiographischen Strain-Analyse wird in Analogie zu der myokardialen Mechanik
der physiologischen Herzkontraktion und entsprechend der anatomischen Richtungsvektoren
der bei der Kammerkontraktion wirkenden Kréfte zwischen longitudinalen, radialen und
zirkumferentiellen Strain differenziert.

Zur Beurteilung der myokardialen Deformation und
Darstellung der dynamischen strukturellen
é“ Umbauprozesse im Herzen als Folge des
myokardailen Remodelings erfolgt die Auswertung
l der echokardiographischen Aufnahmen im
myokardialen I/R Modell nach 28 d Reperfusion.

‘ Zu diesem Anlass wird in der parasternalen langen
Q Achse die endokardiale Begrenzung durch eine
a semiautomatische Konturanalyse erfasst und in sechs

Segmente unterteilt: Basal-Anterior-Septum, Mid-
Abbildung 17: Strain-Analyse Myokardiale Anterior-Septum, ApicaI-Anterior-Septum, Basal-

Segmente (PLAX) Posterior-Wall, Mid-Posterior-Wall, Apical-Posterior-
Wall.

Qualitative Einschlusskriterien, auf die bei der Aufnahme der Ultraschallsequenzen geachtet
wird, sind eine gut differenzierbare endokardiale Begrenzung tGber den gesamten Herzzyklus
und eine Bildrate Gber 180/s. In jedem myokardialen Segment wird der Strain, Strain-Rate,
Displacement (Auslenkung) sowie Velocity (Geschwindigkeit) erfasst und der arithmetische
Mittelwert von Time-to-Peak, Peak und Maximum-Opposing-Wall Delay ermittelt.

2.2.6 Kardiale PET-MRT Bildgebung
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Bei der kardialen Positronen-Emissions-Tomographie (PET)/ Magnetresonanztomographie
(MRT) handelt es sich um ein hybrides multimodales Bildgebungsverfahren, welches die
Vorteile von zwei separaten nicht-invasiven Bildgebungsentitdten zusammenfihrt und so die
simultane und mehrdimensionale Betrachtung von funktionellen und morphologischen
Bildgebungsinformationen ermaéglicht [277-279]

Wahrend die PET Uber die sensitive Detektion eines radioaktiv markierten und durch den
Organismus metabolisierten Radiopharmakons die Darstellung molekularer
Stoffwechselprozesse erlaubt, ermdglicht die MRT die prazise anatomische Lokalisierung
dieser funktionellen Information mit einer exzellenten rdumlichen Auflésung und erganzt diese
um weitere Informationen zur Morphologie, Perfusion und Gewebefunktion [279]

P N

Abbildung 18: Versuchsaufbau Kardiales PET/MRT
A) BioSpec 70/30, 7T Small Animal MR Tomograph B) Inveon microPET Scanner

Durch dieses funktionelle Bildgebungsverfahren ist es moglich, in vivo und im longitudinalen
Studiendesign nach myokardialer /R Uber die Darstellung stoffwechselaktiver
Myokardbereiche prazise die Grolke des Myokardinfarktes und dem damit einhergehenden
Fibrosegrad zu quantifizieren, gleichzeitig aber auch durch die temporare Suppression des
myokardialen Glukosemetabolismus das Ausmald der postischamischen inflammatorischen
Zellaktivitat im Myokard darzustellen.

Das zu diesem Anlass verwendete Radiopharmakon 2-Deoxy-2-[18F]-FIuor-D-GIucose
("®F]FDG) wurde im Department fiir Priklinische Bildgebung und Radiopharmazie der
Universitat Tlibingen synthetisiert. Dazu wurde [*®*F]Fluorid an einem PETrace Cyclotron durch
die nukledre Reaktion von "®O(p,n) "®F mit ['*0]H,O hergestellt. Die Synthese von [**FIFDG
erfolgte automatisiert an einem TRACERIab MX FDG Synthesizer Uber Mannose Triflat als
Vorlaufer nach bereits etablierten Protokoll [280] gemal den Vorgaben der Europaischen
Pharmacopoeia.

Nach Einleitung eines ausgewahlten Anasthesieprotokolls (s.u.) werden 11-13 MBq [**FIFDG
durch Injektion Uber die laterale Schwanzvene des Versuchstieres appliziert. Anschlielend
folgt Uber einen Zeitraum von 60 min. unter Anasthesie die Distributionsphase des
Radiopharmakons, gefolgt von einer 10 min. statischen PET Scanphase an einem Inveon
microPET Scanner und einer 13 min. Schwachungskorrekturmessung (*’Co Source). Die
dreidimensionale Rekonstruktion der PET Aufnahmen erfolgt iterativ nach dem Ordered
Subset Expectation Maximisation (OSEM) Algorithmus.
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AnschlieRend werden die MRT Sequenzen an einem 7T Kleintier MR Tomographen (BioSpec
70/30) aufgenommen. Zur anatomischen Referenz wurde ein 3D T1-Gewichtetes FLASH
Protokol (Echo Zeit (TE) 2.644 ms, Repetitionszeit (TR) 8.785 ms, Anregungswinkel 10°, FOV
75x35%x21.12 mm?3, Auflésung 0.276x0.257x0.22 mm?3, Gesamt Aufnahmedauer 1 min 54 s 701
ms) sowie ein 3D T2-Gewichtetes RARE Protokoll (TE 31.40 ms, TR 800 ms, FOV
75x35x21.12 mm?3, Auflésung 0.293x0.273x0.23 mm?3, Gesamt Aufnahmedauer 9 min 48 s 800
ms) akquiriert.

Die digitale Datenauswertung zur Analyse der regionalen ['°F]FDG Aufnahme im Moykard
sowie die Generierung eines 17-Segment Polartomogramms erfolgt nach Akquirierung der
Sequenzen uber das PMOD Softwarepaket.

2.2.6.1 Kardiales PET-MRT: Myokardiale Fibrose

Zur bildgebenden Diagnostik der kardialen Stoffwechselaktivitdt und Auspragung der
myokardialen Fibrosierung im zeitlichen Verlauf der Reperfusionstherapie erfolgt die hybride
PET/MRT Bildgebung unter ausschlieRlicher Isofluran-Inhalationsnarkose an Tag 7 und Tag
28 nach myokardialer I/R.

Zu diesem Anlass wird das Versuchstier mit 1,5% Isofluran unter kontinuierlicher reiner
Sauerstoffzufuhr (0,8 — 1,0 I/min) in einer Narkosebox anasthesiert und nach Feststellung einer
suffizienten Narkosetiefe in ventraler Bauchlage auf der Untersuchungsplattform positioniert.
Uber den gesamten Untersuchungszeitraum wird die Korpertemperatur (37 + 0,5°C)
kontrolliert und die Augen zum Schutz vor Austrocknung mit Bepanthen® Augensalbe
abgedeckt.

2.26.2 Kardiales PET-MRT: Myokardiale Inflammation

Die Verwendung von ['®F]FDG als radioaktives Glukose-Analogon zur selektiven Darstellung
der inflammatorischen Zellaktivitdt im Myokard macht die temporare Suppression des
myokardialen Glukosemetabolismus notwendig [279].

Sowohl die in das Myokard im Rahmen der Ischdmie und Reperfusion rekrutierten
inflammatorischen Zellen als auch die verliebenden vitalen Kardiomyozyten stellen
metabolisch hoch aktive Zellpopulationen im Herzen mit einem aktiven Glukosemetabolismus
dar [281]. Im Gegensatz zu inflammatorischen Zellen, deren Stoffwechselbedarf grundlegend
von der Zufuhr von Glukose abhangt, kdnnen Kardiomyozyten im Normalzustand abhangig
von ihrem metabolischen Zustand sowohl Glukose als auch freie Fettsduren zur Deckung ihres
Energiebedarfes verwenden [281-283].

Ziel dieser Bildgebungsstrategie ist es daher, den kardialen Metabolismus des Versuchstieres
vor der Injektion des Radiopharmakons durch Prakonditionierung in Form einer funfstiindigen
Fastenperiode schwerpunktmafige auf die Metabolisierung von freien Fettsduren
umzustellen, sodass das ['®FIFDG Signal im Herzen iiber diesen Zeitraum selektiv auf die
inflammatorische Zellaktivitat zurtickgefuhrt werden kann.

Da die Einleitung einer konventionellen Isofluran-Inhalationsnarkose im Versuchstier zu einer
klinisch messbaren Stérung der Blutzucker-Hadmostase fuhrt und eine Reduktion des
Blutglukosespiegels invers die myokardiale Glukoseaufnahme signifikant steigern wirde [284,
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285], wird das Anasthesieprotokoll alternativ auf eine intraperitoneale Ketamin/Xylazin-
Injektionsnarkose (Ketamin: 100mg/kgKG, Xylazin: 10 mg/kgKG) umgestellt, fur die diese
metabolischen Effekte nicht beobachtet wurden.

Nach Einleitung der Injektionsnarkose und Feststellung einer suffizienten Narkosetiefe wird
das Versuchstier in ventraler Bauchlage auf der Untersuchungsplattform positioniert und
analog die Képertemperatur (37 £ 0,5°C) Giber den gesamten Untersuchungszeitraum konstant
gehalten. Die die Augen werden zum Schutz vor Austrocknung mit Bepanthen® Augensalbe
abgedeckt.

2.2.7  Durchflusszytometrie

Bei der Durchflusszytometrie handelt es sich um ein Verfahren, das die schnelle, objektive und
multiparametrische Charakterisierung von einzelnen Zellen unterschiedlichen Typs in einer
Suspension ermoglicht.

Die untersuchten Zellen passieren dabei einzeln nach hydrodynamischer Fokussierung Uber
einen definierten laminaren Fluss eine Messkammer, werden dort von einem Laserstrahl
angeregt und emittieren schlief3lich ein firr ihre zellularen Eigenschaften charakteristisches
Streu- und Fluoreszenzlicht. Dieses wird anschlieBend detektiert und in ein elektrisches Signal
umgewandelt.

Art und Umfang des gestreuten Lichts korreliert dabei mit der GréRe und Struktur der
detektierten Zelle. Wahrend das Vorwartsstreulicht (Forward Scatter, FSC) eine Aussage Uber
die relative ZellgréRe erlaubt, gibt das Seitwartsstreulicht (Side Scatter, SSC) weitergehende
Informationen Uber die Granularitat und den vesikularen Aufbau der Zelle.

Der Einsatz der in diesem Fall angewandten Fluoreszenz-Durchflusszytometrie ermdglicht
daruberhinausgehend Uber die Anfarbung mit fluoreszierenden Antikérpern die prazise
Detektion und Quantifizierung von ausgewahlten Antigenen und damit die weitergehende
Charakterisierung der zellularen Bestandteile.

2271 Analyse der Thrombozytenaktivierung

Zur Analyse des Status der Thrombozytenaktivierung und Quantifizierung der gebildeten
Thrombozyten-Leukozyten-Koaggregate im peripheren Blut des Versuchstieres erfolgt eine
retroorbitale Blutentnahme von insgesamt 110 pl in ACD Antikoagulans (1:4).

Die durchflusszytometrische Messung wird dabei im Vollblut durchgefihrt. Zur Bestimmung
der Thrombozytenaktivierung wird eine 1:20 Verdunnung des Blutes hergestellt, indem 10 pl
Blut zu 190 ul PBS + Ca?* gegeben werden.

AnschlieRend werden 25 pl verdiinntes Blut nach der Zugabe von 15 pyl PBS + Ca®*, 5
CD62P-FITC Antikorper und 5 pl CD42b-Dylight 649 Antikdrper in einem fur die Messung
vorgesehenen FACS-Rd6hrchen unter Lichtabschluss bei Raumtemperatur fir einen Zeitraum
von 30 min. inkubiert. Die Inkubation wird nach Ablauf der Inkubationsdauer durch die Zugabe
von weiteren 300 ul PBS + Ca® abgeschlossen und die Proben unmittelbar an dem
Durchflusszytometer FACSCalibur gemessen. Es werden Duplikate angefertigt und der
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arithmetische Mittelwert ermittelt. Die Auswertung erfolgt verblindet mit dem Flowjo Software-
Paket.

2272 Analyse der Thrombozyten-Leukozyten-Koaggregate

Die durchflusszytometrische Quantifizierung der Thrombozyten-Leukozyten-Koaggregate
erfolgt analog in unverdinnten Vollblut Proben. Dazu werden 50 pl Vollblut nach der Zugabe
von 10 pyl CD45-APC Antikorper und 5 pyl CD42b-FITC Antikérper fur einen Zeitraum von 30
min. unter Lichtabschluss und bei Raumtemperatur inkubiert.

AnschlieRend werden die Erythrozyten in der Zellsuspension durch die Zugabe von 500 pl BD
Lysepuffer (1:10 in Aqua dest.) lysiert und mit Hilfe eines Vortexmischers homogenisiert. Das
Reaktionsgemisch wird unmittelbar durch die Zugabe von 3 ml PBS + Ca? abgeblockt, sobald
eine transparente Farbung der Suspension eingetreten ist.

Im Anschluss daran erfolgt die Zentrifugation der Probe bei Raumtemperatur und 3000/ min.
fir 5 min. Nach Entfernung des FlUssigkeitsiberstandes durch vorsichtiges einmaliges
Schwenken der Probe wird die Probe in 300 pyl PBS + Ca? resuspendiert und an dem
Durchflusszytometer FACSCalibur gemessen. Es werden ebenfalls Duplikate angefertigt und
der arithmetische Mittelwert ermittelt. Bestimmt wird der prozentuale Anteil CD42b positiver
Zellen zur Ermittlung der in der peripheren Zirkulation gebildeten Thrombozyten-Leukozyten-
Koaggregate. Die Auswertung erfolgt verblindet mit dem Flowjo Software-Paket.

2273 Immunphanotypisierung myokardialer Leukozyten

Die Immunphanotypisierung der kardialen Leukozytenpopulation nach myokardialer Ischamie
und 7d Reperfusion am Durchflusszytometer erfolgt nach bereits etablierten Protokoll [286,
287].

Zu diesem Anlass wird der Endpunkt des Versuchstieres durch Isofluran-Uberdosierung
herbeigefuhrt und das Herz entnommen. Zur besseren anatomischen Orientierung wird das
Herz anschlieBend unter Zuhilfenahme der Herz-Schneidematrix in transversale Schnitte
unterteilt und das Myokard des gesamten linken Ventrikels zur Weiterverarbeitung zlgig
prozessiert.

Das myokardiale Gewebe wird darauf folgend mechanisch mit einem Skalpell zerkleinert und
anschlieRend enzymatisch durch Typ Il Kollagenase (1.000 IU/ml) fir einen Zeitraum von 30
min. bei 37°C verdaut. Die entstandene Zellsuspension wird danach Uber einen Zellfilter
(Partikelgrofie: 30 um) von festen Gewebebestandteilen befreit und anschlielfend in Hank’s
Balanced Salt Solution (HBSS) in 1% bovinen Serumalbumin berfiihrt.

Zur Charakterisierung der Zellviabilitdt und Ausschluss von apoptotischen Zellen wird die
Zellsuspension zunachst entsprechend der Herstellerangaben mit dem Zombie Aqua™
Fixable Viability Kit gefarbt. Anschlieend folgt die Immunphéanotypisierung der Zellen durch
die Oberflachenfarbung mit folgenden primar konjugierten fluoreszierenden Antikérpern: anti-
CD45-Brilliant Violet 421™ (Klon: 30F11), anti-CD11b-APC/Fire™750 (Klon: M1/70), anti-
Ly6G-AlexaFluor™700 (Klon: 1A8), anti-CD64-PE/Cy7 (Klon: X54-5/7.1), anti-Ly6C-APC
(Klon: HK1.4), anti-MHC-II(I-A/I/E)-AlexaFluor™488 (Klon: M5/114.15.2) and anti-CCR2-PE
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(Klon: 475301) in der Anwesenheit eines anti-CD16/CD32 (Klon: 93) FC-Rezeptor Blockers
zur Minimierung von unspezifischen Bindungen.

Die Messung der Proben erfolgt verblindet an dem Durchflusszytometer Attune-NxT gefolgt
von der Auswertung mit Flowjo. Die Kompensation fiir die spektrale Uberlappung wurde zuvor
auf der Grundlage von Einzelfarbungen als Kontrolle durchgefuihrt, die Gates wurden auf der
Grundlage von ,Fluoresence minus one (FMO)“ Kontrollen definiert.

2.2.8 Histologie

Zur Quantifizierung der myokardialen Fibrose wurden Paraffinschnitte angefertigt und mit
Masson-Trichrom-Farbung eingefarbt. Dazu wurden die myokardialen Proben zunachst mit
4% Paraformaldehyd (Otto Fischar GmbH & Co KG, Saarbriicken, Deutschland) fir zwei
Stunden fixiert, anschlieRend in einer Reihe von Ethanol-Lésungen in aufsteigender
Konzentration (70% - 95%, Merck KG, Darmstadt, Deutschland) dehydriert um daraufhin in
Roti-Histol (Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, Deutschland) fur weitere zwei Stunden vor
der Paraffineinbettung inkubiert zu werden. Die Herzproben wurden nach der Einbettung in
Parrafin an einem Mikrotom (Jung Multicut 2045, Leica Instruments, Nussloch, Deutschland)
in 4 pm dicke Schnitte geschnitten und anschlieRend auf Objekttragern (SuperFrost Plus,
R.Langenbrinck GmbH, Emmendingen, Deutschland) fir zur weiteren Lagerung aufgetragen.
Zur Vorbereitung fur die Farbung wurden die Proben zunachst entwachst und rehydriert durch
Inkubation der Schnitte in Roti-Histol (Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, Deutschland) fur
20 min. gefolgt von einer Reihe von Ethanol-Lésungen in absteigender Konzentration (95% -
70%, Merck KG, Darmstadt, Deutschland) und anschlieRender Inkubation in destilliertem
Wasser fur 15 min. Fur die Masson-Trichrom-Farbung wurden die Schnitte zunachst mit
Weigert’'s Eisenhamatoxylin-Lésung (Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, Deutschland) fir
zwei Minuten gefarbt und anschlieRend fir 15 min. unter laufendem kalten Leitungswasser
geblaut. Danach wurden die Proben kurz in destilliertem Wasser gewaschen und daraufhin fur
5 min. mit Panceauséaure-Fuchsin-Ldsung (Sigma Aldrich, Co., St. Louis, Missouri, USA)
gefarbt, erneut gewaschen und anschliefend mit Phosphorwolframsaure-Orange-G-Ldsung
(Sigma Aldrich, Co., St. Louis, Missouri, USA) fur weitere 10 min. sowie Lichtgrin-Lésung
(Sigma Aldrich, Co., St. Louis, Missouri, USA) fur weitere 5 min. gefarbt. Alle Schnitte wurden
anschlielend erneut zur Dehydrierung in einer Reihe von Ethanol-Lésungen in aufsteigender
Konzentration (70% - 95%, Merck KG, Darmstadt, Deutschland) und Roti-Histol (Carl Roth
GmbH & Co KG, Karlsruhe, Deutschland) inkubiert, daraufhin entsprechend der
Herstellerangaben mit Eindeckmedium benetzt (Eukitt, O. Kindler & ORSAtec GmbH,
Bobingen, Deutschland) und danach mit einem Deckglaschen bedeckt. Die mikroskopische
Analyse erfolgte an einem Lichtmikroskop (Eclipse Ni-U; Nikon Europe BV, Netherlands) und
die Auswertung mit NIS-Elements AR Analysis 5.21.00. Die fibrotischen Flachen wurden zu
diesem Anlass mit der Hand eingezeichnet und in Relation zur GréRe des linken Ventrikels
quantifiziert.

2.2.9 Konfokale Immunfluoreszenzmikroskopie

Bei der Immunfluoreszenzmikroskopie handelt es sich um ein mikroskopisches Verfahren,
welches die Lokalisierung und strukturelle Aufklarung von Antigenen auf subzellularer Ebene
im histologischen Gewebeschnitt durch die spezifische Bindung von mit einem Fluorophor
konjugierten Antikdrpern ermaoglicht.
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Die Bildgebung mit einem Konfokalen Laser-Rastermikroskop (engl. Confocal Laser Scanning
Microscope, CLSM) hat dabei im Gegensatz zur konventionellen Lichtmikroskopie den Vorteil,
dass das Praparat nicht vollstandig von dem Lichtweg durchleuchtet, sondern sukzessiv in
unterschiedlichen Ebenen von einem Laser abgetastet wird. Durch die dosierte punktuelle
Anregung der Fluorophore in aufeinanderfolgenden Bereichen kann das Streulicht minimiert
und dadurch das histologische Gewebe zu einer besonders scharfen Darstellung kommen.

Die mikroskopische Darstellung von myokardialen Gewebeschnitten durch eine
Immunfluoreszenzfarbung erfordert eine besondere Vorbereitung. Zunachst wird das Herz
nach der Entnahme tber Nacht bei 4°C in 0,4% Formaldehyd-Ldsung fixiert und anschlielRend
zur Kryoprotektion fur eine weitere Nacht in aufsteigender Konzentration in zunachst 15% und
schlief3lich 30 % Saccharose in PBS Uberfuhrt. Das Herz wird im Anschluss daran in Tissue-
Tek® Einbettmedium eingebettet und bei einer Temperatur von -80°C eingefroren. Im weiteren
Verlauf werden an einem Kryotom 5 um dicke Gewebeschnitte angefertigt und auf SuperFrost
Plus Objekttrager Uberflhrt.

Far die Immunfluoreszenzfarbung werden die Gefrierschnitte zunachst fir 20 min. in PBS mit
4% Formaldehyd fixiert. Nach einem anschlieenden 30 min. Waschschritt in PBS erfolgt
schlieRlich die Permeabilisierung des Gewebes mit 0,1% Triton X-100 in Natriumcitrat. Nach
einem erneuten kurzen Waschchritt mit PBS und Umrandung des Gewebes mit einem Fettstift
kénnen die Gefrierschnitte nun mit den entsprechenden Antikérpern inkubiert werden.

Die mikroskopische Bildgebung erfolgt am Ende an einem Zeiss LSM 510 Konfokalmikroskop.
Sowohl die Infarktregionen als auch die umgebende Grenzzone wird mit dem NIS-Elements
AR Analysis Softwarepaket in Bezug auf die Objektanzahl, ObjektgroRe und den
flachenmafigen Anteil am Gesamtbild ausgewertet.

2.2.9.1 Immunfluoreszenzfarbung: Angiogenese

Zur Darstellung der Angiogenese und Quantifizierung der myokardialen Kapillardichte erfolgt
der Nachweis des transmembranaren CD31 (PECAM-1) Adasionsmolekuls im Myokard. Dazu
werden die Gefrierschnitte zunachst mit 10% Normalen Esel-Serum in PBS fiir einen Zeitraum
von 60 min. bei befeuchteter Raumtemperatur inkubiert.

AnschlieBend erfolgt die Inkubation des Anti-CD31/PECAM-1 (Ziege anti-Maus)
Primarantikdrpers 1:100 in PBS lber Nacht bei befeuchteter Luftatmosphare im Kihlschrank
bei 4°C. Parallel erfolgt als Kontrolle die Inkubation einer Ziege IgG Isotypkontrolle in
entsprechender Konzentration.

Nach einem kurzen Waschschritt in 0,05% Tween-PBS 0,05% wird schlief3lich Gber einen
Zeitraum von 45 min. im Dunkeln bei 37°C befeuchteter Luftatmosphare der Alexa Fluor 555
Sekundarantikorper (Esel anti-Ziege) 1:500 in PBS inkubiert. Fir die histologische Darstellung
der Zellkerne werden die Gefrierschnitte fir einen Zeitraum von 30 min. mit Drag5 1:1000 in
PBS gefarbt und anschlieRend nach Zugabe von ProLong Gold Antifade Eindeckreagenz mit
einem Hoch-Préazisions-Deckgléaschen zur langfristigen Lagerung bei 4°C bedeckt.

2292 Immunfluoreszenzfarbung: Myofibroblasten
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Die Differenzierung von kardialen Myofibroblasten hat eine grundlegende Bedeutung bei den
strukturellen Umbauprozessen des Herzens im Rahmen des myokardialen Remodelings. Zu
ihrer mikroskopischen Darstellung eignet sich der Nachweis des filamentaren Zytoskelett-
Proteins a-SMA (engl. Alpha Smooth Muscle Actin).

Zu diesem Anlass werden die Gefrierschnitte zunachst fir einen Zeitraum von 60 min. mit 10%
Normalen Ziegen-Serum in PBS bei befeuchteter Raumtemperatur blockiert. Im Anschluss
daran wird der Anti-a-SMA (Kaninchen anti-Maus) Primarantikdrper 1:500 in PBS Uber Nacht
im Kihlschrank bei 4°C in befeuchteter Luftatmosphare einwirken gelassen. Als Kontrolle wird
parallel eine Kaninchen IgG Isotypkontrolle in entsprechender Konzentration verwendet.

Nach einem kurzen Waschschritt mit 0,05% Tween-PBS erfolgt die Inkubation des Alexa Fluor
A488 Sekundarantikdrpers (Ziege anti-Kaninchen) 1:500 in PBS Uber einen Zeitraum von 45
min. unter Lichtabschluss bei 37°C befeuchteter Luftatmosphare. Fir die histologische
Darstellung der Zellkerne werden die Gefrierschnitte fir 30 min. mit Drag5 1:1000 in PBS
gefarbt und anschlielend nach Zugabe von ProLong Gold Antifade Eindeckreagenz mit einem
Hoch-Prazisions-Deckglaschen zur langfristigen Lagerung bei 4°C bedeckt.

2.2.1 Lichtscheibenfluoreszenzmikroskopie (LSFM)

Bei der Lichtscheibenfluoreszenzmikroskopie (engl. Light Sheet Fluorescence Microscopy
LSFM) handelt es sich um ein fluoreszenzmikroskopisches Verfahren, welches durch ein
besonders hohes zeitliches Auflésungsvermégen die effiziente vollstdndige volumetrische
Analyse und dreidimensionale Rekonstruktion optisch geklarter Proben ermdglicht.

Das Bildgebungsverfahren zeichnet sich dadurch aus, dass die Fluoreszenzanregung und die
Detektionsachse in zwei senkrecht zueinanderstehenden separaten Lichtwegen aufgeteilt
sind. Dadurch entsteht ein optischer Schnitt, der die Probe in aufeinanderfolgenden
Fokusebenen anregt und gleichzeitig durch eine parallele Bilderfassung mit einem
kamerabasierten Detektor zeiteffizient das Fluoreszenzsignal aufnehmen kann.

2.2.1.1 Ubersicht- Technischer Versuchsaufbau

Die verwendete mikroskopische Apparatur ist eine Sonderanfertigung, deren methodischer
Aufbau im Detail folgender Publikation zu entnehmen ist [288].Die zur lllumination
eingesetzten Laserstrahlen unterschiedlicher Wellenlange 488, 532, 640 nm (Coherent OBIS)
und 730 nm (Omicron LUXX) werden Uber eine speziell angefertigte Teleskop-Vorrichtung
(BEO3M-A, Thorlabs, Newton, NJ, USA) ausgerichtet und feinjustiert.

AnschlieRend werden die durch ein Olympus Objektiv (UPlanFL N 10x/0.30 for VIS; PlanN
10x/0,25 for 730 nm) kollimierten zwei Laserstrahl-Lichtwege von einem dichromatischen
Spiegel DCLP 660 (AHF Analysentechnik, Tiibingen, Deutschland) zusammengefihrt. Uber
ein Zwei-Achsen Galvanometer Skanner (6210H; Cambridge Technologies, Bedford, MA,
USA) und eine Theta-Linse (VISIR; Leica, Mannheim, Germany) entsteht schliel3lich eine
virtuelle optische Lichtscheibe, welche Uber eine Tubuslinse (Zeiss, Gottingen, Deutschland)
und ein llluminations-Objektiv (EC Epiplan-Neofluar 2.5/0.06 M27; Zeiss) die in einer
Messkammer befindliche Probe senkrecht zur Beobachtungsrichtung von zwei Seiten anregt.
Das bei der Illumination entstehende Fluoreszenzlicht wird dabei senkrecht zur Achse der
Fluoreszenzanregung von einem 5x Objektiv (HC PL Fluotar 5x/0.15; Leica, Mannheim,
Deutschland) und einer Tubuslinse (Model Valentine RTC; Leica, Mannheim, Deutschland)
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eingefangen und anschlief3end von einer scientific complementary metal oxide semiconductor
(sCMOS) Kamera (Neo 5.5; Andor, Belfast, Vereinigtes Konigreich) mit 2047x2047 Pixel (6.5
um), 2x2 Binning und 250 ms Belichtungszeit detektiert. Fir die sequentielle Aufnahme
unterschiedlicher Farb-Channel wird das Fluoreszenzlicht spektral Uber entsprechende
Emissionsfilter (BrightLine HC 525/50 (Autofluorescence), BrightLine HC 582/64 (Alexa Fluor
555), HQ697/58 (Alexa Fluor 647), BrightLine HC 785/62 (Alexa Fluor 750); AHF
Analysentechnik, Tubingen, Deutschland) gefiltert. Das dazu verwendete motorisierte Filter-
Rad (HA110A Filter Wheel with ES10 controller; Prior Scientific GmbH, Deutschland) wird
dafir in den kollimierten Lichtweg zwischen Detektions-Objektiv und Tubuslinse positioniert.
Die mikroskopische Bildaufnahme erfolgt alle 5 ym. Die fir die Bildaufnahme verwendeten
Hardware-Komponenten werden von der 1Q2.9 Software (Andor, Belfast, Vereinigtes
Kdnigreich) gesteuert und die Bildsequenzen anschlielend im .tiff Format gespeichert.

2212 Probenvorbereitung- Murine Herzen

Die Bildgebung im Rahmen der LSFM erfordert eine besondere Vorbereitung und optische
Klarung der Proben. Untersucht werden murine Herzen nach myokardialer Ischamie und 7d
Reperfusion.
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Abbildung 19: Aufbau Lichtscheibenfluoreszenzmikroskop (LSFM)
Darstellung des technischen Versuchsaufbaus und optischen Lichtwegs
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Zur Darstellung der postischamischen Thrombozytenaggregation im myokardialen
Infarktgebiet erfolgt die retroorbitale Injektion eines anti-mGPIX-A750 Plattchen-Antikérpers
(2mg/ml) 0,6 pg/g Koérpergewicht in NaCl 0,9% zur Perfusion des Herzens fir 30 min. Der
primar konjugierte Antikorper wurde zu diesem Anlass nach bereits etablierten Protokoll
generiert [289]

Nach Herbeiflihrung des Endpunktes des Versuchstieres und Er6ffnung des Brustkorbes wird
das Herz mit PBS (Temp.: 4°C) bei einer Flussrate von 6 ml/min. Gber eine in den basalen
Anteil des Herzens eingefuhrte 26G Nadel perfundiert. Die darauffolgende visuelle Entfarbung
der Organe gilt als Indikator fir eine suffiziente Spulung von Blutbestandteilen. Anschlielend
wird das Herz fur weitere 8 min. Uber diesen Zugang mit eiskalter 4% Formaldehyd-Lésung
fixiert und nach der Organentnahme von umgebenden Gewebebestandteilen befreit. Zur
Schonung des bereits injizierten Antikdrpers wird bei der Darstellung der Thrombozyten auf
ein sonst Ubliches Bleichen der Proben mit Wasserstoffperoxid verzichtet. Als Nachstes
werden die Herzen Uber einen Zeitraum von zwei Tagen bei 4°C auf einem Rollenmischer mit
2% fetalen Kalberserum und 0,5% TritonX100 in PBS blockiert.

Im Anschluss daran erfolgt fur die Farbung von
kardialen Monozyten/Makrophagen Populationen
die Inkubation der Herzproben mit einem primar
konjugierten anti-CD68-A647 Antikérper. Dazu
wird ein  Antikbrper-Mastermix  hergestellt
bestehend aus anti-CD68-A647 (1:100), anti-
B CD16/32 (1:100) als unkonjugierter FC-Rezeptor-
@ Blocker in PBS mit 0,5% TritonX100, in dem die
Herzen Uber einen Zeitraum von 7 Tagen bei 4°C
unter Lichtabschluss und regelmafiger
Schwenkbewegung belassen werden.

\.... — Nach einem weiteren Waschschritt in 0,5%
= b TritonX100 und PBS duber zwei Tage und

anschlieRender Dehydratation durch Uberfiihrung
Abbildung 20: Transparente Herzprobe (Murin) der Proben in eine Reihe aufsteigender Ethanol-
Zustand nach Abschluss der optischen Klérung zur . .
Bildgebung durch LSFM Konzentration (30%, 50%, 70%, 80%, 90%) fir

jeweils 2h bei Raumtemperatur und 100% Ethanol
Uber Nacht sind die Herzen bereit fur die optische Klarung. Die folgenden Schritte werden
unter einem Abzug durchgefuhrt.

Dazu werden die Proben fiir 2h in 5 ml n-Hexan bei Raumtemperatur inkubiert, wobei das n-
Hexan schrittweise durch BABB Ldsung (Benzylalkohol: Benzylbenzoat (1:2)) ersetzt wird,
indem unter kontinuierlichem Luftabschluss alle 1,5h 2,5 ml n-Hexan durch BABB
ausgetauscht werden. Die Herzen werden anschliefend fiir mindestens weitere 24h in BABB
LAsung inkubiert und erscheinen am Ende des Protokolls transparent.

Die akquirierten Bildsequenzen werden in der spateren Bildverarbeitung mit dem BigStitcher
Plugin [290] von Fiji [291] zusammengefugt und anschlieRend in das Imaris-Dateiformat
konvertiert, ausgerichtet sowie mit dem Surface Tool von Imaris 9.7 segmentiert. Die
Intensitatsschwellen des Thrombozyten-Channels (anti-GPIX-Alexa750) und des
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Makrophagen/ Monozyten-Channels (anti-CD68-Alexa647) werden im Bereich von 200-400
so angepasst, dass das Autofluoreszenz-Hintergrundsignal ausgeschlossen wurde.
AusschlieRlich Plattchen-Aggregate und Monozyten/ Makrophagen tber 100 Voxel (~ 1800
pum?3) werden fir die weitere Analyse berlcksichtigt. Die Auswertung der rekonstruierten
dreidimensionalen Aufnahmen sowie insbesondere die Analyse der regionalen Verteilung von
Thrombozyten und Monozyten/ Makrophagen im Herzen erfolgt nach etablierten Protokoll
[292] und Vorlage des linksventrikularen 17-Segment-Model der American Heart Association
(AHA). Zur statistischen Analyse wurde neben der segmentalen Verteilung die absolute
Anzahl, das gesamte Volumen (um®) und das durchschnittliche Volumen (um?®) der Plattchen-
Aggregate und Monozyten/ Makrophagen ausgewertet.

2.2.2 Next Generation Sequencing: Thrombozytare microRNA

2221 Thrombozytenisolation, Leukozytendepletion, Qualitatskontrolle

Die Thrombozyten wurden fiir die Versuche aus 10-12 Wochen alten Dicer®" und
Dicer™ P2 Mausen isoliert. Die Mause wurden dafiir zunachst mit Isofluran anésthesiert und
Blut aus dem retroorbitalen Plexus in einem Eppendorf Gefall mit ACD Puffer gewonnen.
AnschlieRend erfolgte ein erster Zentrifugationsschritt bei 264g fur 5 min. gefolgt von einer
weiteren Zentrifugation bei 52g flr 6 min. zur Herstellung von plattchenreichen Plasma (PRP).
Nach Zugabe von Apyrase (0.02 U/mL, Sigma-Aldrich) und Prostaglandin I, (0.5 pM,
Calbiochem) wurde die Probe erneut bei 640g fir weitere 5 min. zentrifugiert. Im Anschluss
daran erfolgte die Resuspension des entstandenne Plattchenpellets in modifizierten Tyrode-
HEPES Puffer (pH 7,4) und Leukozytendepletion unter Zugabe von CD45 MicroBeads
(Miltenyi Biotec, #130-052-301) und Verwendung von LD S&ulen (Miltenyi Biotec, #130-042-
901) entsprechend der Herstellerangaben. Nach der Depletion wurden die Thrombozyten
zunédchst gewaschen und mit RLT Plus Lysis Buffer (Qiagen, #166014596) unter extensivem
Vortexen und Homogenisierung lysiert. Im Anschluss daran sind die Proben in Flissigstickstoff
schockgefroren und fur die weiteren Analysen bei -80°C gelagert worden. Die
hamatologischen Blutparameter wurden unter Zuhilfenahme eines KX-21N Analysesystems
(Sysmex) evaluiert. Darlber hinaus wurde die Leukozytenkontamination in einer Nageotte
Zahlkammer bestimmt und eine Kontamination von unter 1% pro Blutplattchen berechnet.

2222 miRNA Sequenzierung

Die Isolation der totalen RNA einschlieBlich miRNA aus murinen Thrombozyten erfolgte mit
dem QIASymphony RNA Kit unter Verwendung des QIASymphony miRNA_CT_400_V8
Protokolls (Qiagen, Hilden, Deutschland). Die Qualitat der RNA wurde durch Messung der
260/280 und 230/260 Absorptionsratio an einem Nanodrop ND-1000 (Peglab, Erlangen,
Deutschland) bestimmt, wahrend die RNA Konzentration unter Anwendung eines Qubit
Fluorometric Quantitation und RNA Broad-Range Assays (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA) ermittelt wurde. Die RNA-Integritdtsnummer RIN wurde unter Verwendunge eines
Lab-on-a-Chip-Systems BioAnalyzer2100 und dem RNA 6000 Pico Assay (Agilent, Santa
Clara, USA) bestimmt. Die Sequencing Library wurde unter Zugabe von 10-20 ng
Probenmaterial und Verwendung des QIAseg miRNA Library Kits (Qiagen, Hilden,
Deutschland) erstellt. Dazu wurden Adapter charakteristisch und spezifisch fir reife miRNAs
an die 3’-Hydroxylgruppe und 5-Phosphatgruppe ligiert. AnschlieBend erfolgte die
sequentielle Synthese von cDNA unter Hinzufilgung von UMIs (unique molecular indexes).
Nach einer auf magnetischen Beads basierten Reinigung der cDNA wurden die Libraries unter
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Verwendung von Barcode Primern amplifiziert. Dabei enthielt der Forward Primer einen fir
alle Proben allgemeingultigen Bardcode, wahrend der Reverse Primer mit einem individuellen
Barcode versehen wurde. Die Molaritat der Libraries wurde unter Verwendung des
Bioanalyzer2100 mit einem High Sensitivity DNA assay (both Agilent, Santa Clara, USA)
quantifiziert um durchschnittliche FragmentgroRe zu bestimmen, die Konzentration der
Libraries wurde unter Anwendung eines Qubit fluorometric quantitation und dsDNA High
Sensitivity Assays (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) ermittelt. Die Libraries
wurden anschliefend aquimolar gepooled, entsprechend der Herstellerangaben denaturiert
und auf 270 pM verdinnt. Anschlieend erfolgte die Paired-End-Sequenzierung an einem
NovaSeq6000 (lllumina, San Diego, CA, USA) mit einer Sequenzierungstiefe von of >12 Mio.
cluster (z.B. read-pairs) pro Probe. Die Analyse der miRNA erfolgte mit Hilfe des nf-core
smunaseg tools (version 1.0.0; https://github.com/nf-core/smrnaseq). Die Qualitatskontrolle
der Raw Reads erfolgte dazu mit FastQC (version 0.11.8) und die Adapter wurden mit Trim
Galore! (version 0.6.3) getrimmt. Fir das Alignment der mature und hairpin miRNA wurde
Bowtie (version1.3.0) und Ensembl annotations miRBase mature und miRbase von GRCm38
verwendet. Die Post-Alignment Prozessierung der miRBase hairpin wurde mit SAMtools
(version 1.10.2) durchgefiihrt. Die Analyse der miRBase Counts wurde mit edgeR (version
3.11) und TMM normalization durchgefihrt. Die miRNA Qualitatskontrolle wurde mit mirtrace
(version 1.0.0) validiert. Die Rohdaten der Expressionswerte wurden fir >1900 miRNAs in 8
Proben erhoben. Voraussetzung fiir die Registrierung der Raw Expression war ein minimaler
Expressionswert von 1 CPM (engl. Count per Million) in mindestens zwei separaten Proben.
Der gefilterte Datensatz enthielt > 400 miRNAs. Der gefilterte Datensatz wurde mit Blick auf
seine Pairwise-Similarity analysiert. Dazu wurde der Spearman’s Rank Korrelationskoeffizient
fir jedes Paar berechnet und ein hierarchisches Clustering auf Grundlage der erhaltenen
Korrelationswerte  erstellt. Darliber hinaus wurde eine differentielle  miRNA
Expressionsanalyse auf Grundlage der gefilterten miRNA Expressiondaten durchgefihrt.
Dazu wurde ein statistisches Model zur Gruppenzugehdrigkeit der Proben auf Grundlage der
negativen binominalen Verteilung und des GLM (engl. Generalized linear model) Approaches
erstellt. Fir jede miRNA wurde der Fold Change (log, FC) berechnet. Ein log,FC = 0,5 wurde
als Aufregulation definiert. Ein log,FC < -0,5 als Herunterregulation. Die statistische Signifikanz
wurde auf Grundlage der Benjamin-Hochberg Prozedur berechnet und als FDR (engl. False
Discovery Rate) angegeben. Ein FDR <0,05 wurde als statistische signifikant betrachtet.

2223 Funktionelle Pradiktionsanalyse

Die thrombozytaren miRNAs, die fur die weitere Literaturanalyse und funktionellen
Pradiktionsanalyse betrachtet worden sind, wurden auf Grundlage eines Mengendiagramms
ausgewahlt, welches die differentielle miRNA Regulation in Dicer™*™* und Dicer®"* unter
Baseline Bedingungen und 7d post myokardialer I/R gegenuberstellt (s. Ergebnisse). Die
Pradiktion von potentiellen Zielgenen erfolgte mit miRWalk2.0 und wurde als valide betrachtet,
sofern alle vier Datenbanken miRWalk, RNA22, miRanda und Targetscan eine positive
Korrelation aufzeigten. Die Gene Ontology Enrichment Analyse erfolgte mit GO-BP um
potentiell funktionell relevante Cluster zu identifizieren. Hypergeometrisches Testing (Fisher’s
exact test) wurde verwendet um die statistische Signifikanz der Genregulation zu bestimmen,
gefolgt von einer Benjamin-Hochberg Korrektur fur multiples Testen mit einem P-Wert Cut-Off
von 0,5 zur Evaluation potentiell durch Zufall entstandener Korrelationen. Zur Visualisierung
der Ergebnisse wurden Chord-Diagramme mit R und dem Circlize Package fir ausgewahlite
signifikante funktionelle Cluster angefertigt.
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2.2.3 Flusskammer

Mit der Flusskammer lassen sich stromungsbedingte Scherkrafte in vitro simulieren und auf
diese Weise zellulare Interaktionsprozesse einschlieBlich die ex vivo Thrombusformation in
einem realitatsnahen Modell untersuchen.

Die Flusskammer (Breite 5 mm, Tiefe 50 ym, Hersteller: Maastrich Instruments) wurde zu
diesem Anlass vor jeder Messung gereinigt und mit einem neuen Kollagen-beschichtetem
Deckglas (24 x 60 mm) zusammengebaut. Die Deckglaser wurden dafur Gber Nacht bei 4°C
mit 200 pg/ml HORM Collagen (HORM Suspension, Collagen Reagens HORM® Suspension
(KRH), Takeda Austria GmbH) beschichtet und vor dem Versuch mindestens eine Stunde bei
Raumtemperatur mit 1% BSA blockiert. Zur Entliftung des Systems wurde die Flusskammer
vor der Messung ausreichend mit Tyrodespuffer pH 7.4, 2 mM Ca** gespiilt.

AnschlieBend erfolgte die Probenmessung durch Perfusion der Flusskammer mit
heparinisierten und im Verhaltnis 3:1 mit Tyrodespuffer pH 7.4 und 2 mM Ca*" verdiinnten
murinem Vollblut bei einer Scherrate von 1700/s tber einen Zeitraum von 3 min. Nach der
Perfusion wurde die Flusskammer mit Tyrodespuffer gespult und mikroskopische Bilder aus
mindestens funf verschiedenen Bereichen (20x/40x, Nikon Eclipse Ti2) aufgenommen.
Differentialinterferenzkontrast und Immunfluoreszenzaufnahmen wurden mit NIS Elements
Imaging Software von Nikon verarbeitet. Die anschlieRende Analyse erfolgte mit der NIS
Elements Analyze Software von Nikon durch Berechnung des arithmetischen Mittelwerts der
Thrombus bedeckten Oberflache (engl. Surface Coverage).

2.24  Thrombozyten Spreading

Thrombozyten durchlaufen im Rahmen der primdren Hadmostase und Thrombusformation eine
Reihe von dynamischen Veranderungen in ihrer Geometrie und rdumlichen dreidimensionalen
Ebene. Das sogenannte ,Spreading“ stellt dabei einen zentralen Vorgang dar, in dem
adharente Thrombozyten durch Deformation in ihrer horizontalen Ebene im Bereich von
vaskuldren Lasionen ihre Kontaktflache zur Plasmamembran und damit ihre reaktive
Oberflache vergréRern [293].

Zur Untersuchung des ,Spreadings” von Thrombozyten wird zunachst ein Objekttrager tber
Nacht bei 4°C mit einer Fibrinogen Suspension (100 ug/ml) beschichtet und anschlieRend mit
1% (w/v) BSA blockiert. Anschlielend werden die Objekttrager mit einer Plattchensuspension
(1x10® Thrombozyten/ml) in der Anwesenheit bzw. Abwesenheit von Thrombin (10 mU/ml)
beschichtet und fir 15 min. bzw. 45 min. bei Raumtemperatur inkubiert. Die
Plattchenaktivierung und Adh&sion wird nach Ablauf dieser Zeit durch Fixierung der
Thrombozyten mit 4% (w/v) Formaldehyd gestoppt. Zur Immunfluoreszenz-mikroskopischen
Darstellung werden die Zellen zunachst fir 10 min. mit 0,1% Triton-X100 in PBS (v/v) inkubiert,
fir 3 min. mit PBS gewaschen und im Anschluss daran mit 1% BSA in PBS (w/v) zur Reduktion
von unspezifischen Bindungen blockiert. Danach erfolgt die Farbung der Zellen durch
Inkubation von Alexa Fluor 488 Phalloidin Primarantikérper (1:200) in PBS fir 15 min. Die
Proben werden nach Ablauf der Inkubationszeit erneut dreimal mit PBS gewaschen und
anschlieRend mit einem Nikon Eclipse Ti2 mit einem 100x Olobjektiv aufgenommen.
Differentialinterferenzkontrast und Immunfluoreszenzaufnahmen wurden mit NIS Elements
Imaging Software von Nikon verarbeitet. Die anschlieRende Analyse erfolgte mit der NIS
Elements Analyze Software von Nikon.
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Filopodien stellen stachelartige Protrusionen der Plasmamembran dar, die mit dichten
parallelen Bindeln von filamentdsen Aktin ausgefullt werden. Lamellipodien stellen dagegen
flachenhafte Protrusionen der Plasmamembran dar, die mit einem verastelten Netzwerk aus
Aktin ausgefullt werden [294].

2.2.5 Reverse Transkriptase PCR

Zur Quantifizierung von Dicer mRNA in Dicer®™"* und Dicer™* F** Mausen wurde aus
unterschiedlichen Zelltypen zunachst mRNA entsprechend der Herstellerangaben unter
Verwendung des TriFast (VWR Peglab) Isolationsprotokolls extrahiert. Nach Verdauung mit
DNAse erfolgte die reverse Transkriptase der gesamten RNA unter Verwendung
unspezifischer Hexamere und Reverser Transkriptase (Roche Diagnostics). Die
Amplifizierung der entsprechenden Gene durch die Reverse-Transkriptase-Polymerase-
Kettenreaktion (RT-PCR) erfolgte in einem Volumen von 25 pl unter Verwendung von 40ng
von cDNA, 400 nM Forward und Reverse Primer und 2x MyTag HS Red Mix (Biolone)
entsprechend des Herstellerprotokolls. Die Polymerase Kettenreaktion erfolgte nach
folgendem Protokoll: Zunachst Denaturierung bei 95°C fiir 3 min., anschliefend 30-40 Zyklen
(Myokard: 30 Zyklen, Thrombozyten: 35 Zyklen, Leukozyten: 40 Zyklen) bei 95°C fur 30 sek.,
55°C fur 30 sek., 72°C fur 60 sek. und 72°C fur 300 sek. Zur Amplifizierung wurden folgende
Primer in 5—3’ Orientierung verwendet: Dicer1, fwd TCT CAA GCT GTA ACT CCT CG, rev
CCT TCA TGA GCA TCA GGG; Gapdh fwd ATC AAC GGG AAG CCC ATC ACC, rev AAG
CAG TTG GTG GTG CAG GAT G. Die RT-PCR Amplifizierung wurde in einem CFX96 Real-
Time System (Biorad) durchgefihrt. Das Housekeeping Gen Gapdh wurde zur
Standardisierung des mRNA Probengehalts amplifiziert. Die Banden wurden mit ImageJ
quantifiziert und in Relation zu Gapdh normalisiert.

2.2.6  Monozytenisolation

Zur Untersuchung der Dicer-Expression in Monozyten erfolgte die Isolation aus murinem
Knochenmark durch Depletion unspezifischer Zellen (z.B. T-Zellen, B-Zellen, NK-Zellen,
dendritische Zellen, Erythrozyten und Granulozyten) unter Verwendung eines kommerziell
erwerblichen Depletionskits (Monocyte Isolation Kit, BM, Mouse, Miltenyi Biotec). Dabei
werden die unspezifischen Zellen zunachst primar mit einem Cocktail an Biotin-konjugierten
monoklonalen Antikorpern markiert, an die sekundar ein mit magnetischen MicroBeads
konjugierter monoklonaler Anti-Biotin Antikdrper bindet. Die magnetisch markierten
unspezifischen Zellen werden anschlieBend durch Retention in der MACS Saule unter
Einwirkung eines magnetischen Feldes des MACS Seperators depletiert, wahrend nicht-
markierte Monozyten die MACS Saule ungehindert passieren kénnen. Die Knochenmark-
Zellen wurden zuvor aus murinen Femur- und Tibiaknochen durch Zentrifugation bei 2600xg
nach Eréffnung des Knochenmarkkanals extrahiert. Anschlielend wurde das gewonnene
Knochenmark-Material mit einem Nylon Netz (PorengrdofRe: 30 um) gefiltert, entsprechend der
Herstellerangaben mit der Miltenyi Kit Pufferldsung gewaschen und daraufhin bei 300xg fur 10
min. zentrifugiert. Das entstandene Zellpellet wurde im Folgenden mit Miltenyi Kit Puffer
resuspendiert und die Zellzahl unter Hinzufigen von FcR Blocking Reagenz und Monozyten
Biotin-Antikorper Cocktail adjustiert. Nach 5 min. auf Eis und einem erneuten Waschschritt
wurde das Zellpellet unter Zugabe von 400 pl Miltenyi Kit Pufferlésung und Anti-Biotin
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MicroBeads resuspendiert, gefolgt von einer magnetischen Depletion entsprechend der
Herstellerangaben.

2.2.7 Boyden-Kammer Makrophagen-Migrations-Assay

Die Boyden-Kammer stellt eine geeignete Versuchsapparatur dar, welche die Untersuchung
des Migrationsverhaltens unterschiedlicher Zellpopulationen in Richtung chemotaktischer
Agenzien uber eine semipermeable Membran erlaubt.

Um den Einfluss von aktiviertem Platicheniiberstand auf die Migration von Makrophagen zu
untersuchen, wurden 100x10° Thrombozyten von Dicer®** und Dicer”™* P4 Mausen fiir 15
min. mit 0,1 U/ml Thrombin aktiviert. Anschlielend wurde die Zellsuspension fiir 5 min. bei
640g und darauf der gewonnen Uberstand fiir weitere 10 min. bei 5000g zentrifugiert, um den
finalen aktivierten Plattchenuberstand zu gewinnen.

Die Migration von murinen Makrophagen (Raw264.7) in Richtung aktiviertem
Plattchentberstand wurde in einer modifizierten Boyden-Kammer (48-Well Micro Chemotaxis
Chamber, Neuro Probe) untersucht. Zu diesem Anlass wurden die oberen Kammern mit
20x10°Raw264.7 Zellen verdiinnt in 10% FBS, 1% Penicillin/Streptomycin und 0,1% Normocin
befullt. In die unteren Kammern wurde 0,1 U/ml Thrombin (Kontrolle), 100 ng/ml CCL-5
(Positivkontrolle) bzw. aktivierter Plattchentberstand in Triplikaten hinzugefiigt. Nach
Inkubation fir 4h bei 37°C und 5% CO, wurde die Membran [PorengréRe: 3 pm]
(Polycarbonate membranes, 25x80mm, Neuro Probe) mit 100% Ethanol fixiert und die in der
Membran befindlichen Zellen anschlieRend mit May-Griinwald/ Giemsa (Carl Roth GmbH &
Co KG) gefarbt. Die Membran wurde danach auf einem Objekttrager aufgetragen um
Mikroskopische Aufnahmen mit einem Nikon Eclipse Ni-U (x10 Objektiv) anzufertigen. Die
Anzahl der migrierten Zellen wurde anschlieRend in jeder Kammer auf einer reprasentativen
Flache von 1470 um? mit ImageJ bestimmt (ImageJ, National Institutes of Health, USA). Fir
die reprasentativen Aufnahmen wurde ein Bereich von 735 ym? ausgewahlt.

2.2.8  Statistische Analyse

Die Daten wurden als arithmetische Mittelwerte + SEM dargestellt und n angeben, um die
Anzahl der durchgeflhrten Experimente aufzuzeigen. Die statistische Analyse wurde mit
GraphPad Prism 9 (GraphPad Software, LLC) durchgefihrt und die Versuchstier-
GruppengroRe mit G*Power (0<0.05 und Power>0.80) berechnet. Die Daten wurden unter
Verwendung des Student’s T-Test und 2-way ANOVA mit dem Sidak's Multiple Comparisons
Test, wie in den entsprechenden Abbildungsbeschreibung angegeben, analysiert. Flr die
statistische Analyse der miRNA Sequenzierungsdaten wurden abweichende statistische Test
angewandt (s. Methoden). P< 0,05 wurde als statistisch signifikant betrachtet. Alle
Experimente wurden verblindet durchgeflhrt und ausgewertet.
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3 Ergebnisse

3.1 Next Generation Deep Sequencing enthullt ein umfangreiches
Repertoire an funktionellen miRNAs in murinen Thrombozyten

Die Erforschung des miRNA Repertoires von Thrombozyten stellt besondere Anforderungen
an die Thrombozytenisolation und die Reinheit der generierten Proben. Leukozyten weisen im
Vergleich zu Thrombozyten unter Berucksichtigung ihrer signifikant groferen Zellgréfie einen
um den Faktor 12.500 héheren RNA Gehalt auf [243].

Aus diesem Grund st eine sorgfaltige Leukozytendepletion der gewonnenen
Thrombozytenisolate unbedingt erforderlich, um die Kontamination der Proben durch fremde
RNA auf ein Minimum zu reduzieren. Wir konnten durch die Etablierung eines angepassten
Thrombozyten-Isolationsprotokolls (s. Methoden) die Kontamination durch leukozytdare RNA
auf unter 1% begrenzen.
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Abbildung 21: Das miRNA Repertoire in murinen Thrombozyten

Quelle: Circ Res. (2023), Schitte et al. [13]

Ergebnisse des Next Generation Deep Sequencing aus leukozytendepletierten Thrombozytenisolaten. Dargestellt ist das
Expressionslevel der insgesamt 427 detektierten miRNAs (A) sowie die quantitative Verteilung der zehn haufigsten miRNA Familien
(B) in murinen Thrombozyten, CPM: Count Per Million

Unter diesen Voraussetzungen war es erstmals moglich unter Verwendung von Next
Generation Deep Sequencing Technologien ein umfangreiches und in der Art in murinen
Thrombozyten bis zu diesem Zeitpunkt bisher nicht aufgeldstes Repertoire von funktionellen
miRNAs darzustellen.

Unseren Erkenntnissen zu Folge verfigen murine Thrombozyten Uber ein mit humanen
Thrombozyten [247] im Umfang vergleichbar vielseitiges Repertoire von insgesamt 427
miRNAs, welche eine grof3e Bandbreite unterschiedlicher Expressionlevel abdecken [13].
Diese miRNAs lassen sich insgesamt 231 miRNA Familien zuordnen, deren zehn haufigsten
Vertreter in Abbildung 21 B dargestellt sind.

3.2 Charakterisierung der spezifischen Deletion der Ribonuklease Dicer
in der Cre/loxP Maus zur Ablation der thrombozytaren miRNA
Biogenese

Ziel dieser Studie war die Untersuchung des Einflusses thrombozytarer miRNAs und
Charakterisierung der funktionellen Relevanz eines intakten miRNA Stoffwechselwegs in
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Thrombozyten fur die myokardiale Inflammation und reparativen Vorgange im Herzen nach
experimenteller Ischamie und Reperfusion.

Die Aufhebung der miRNA Biogenese durch die unspezifische genetische Ablation von Dicer
im gesamten Mausmodell ist aufgrund der kritischen regulativen Funktion von miRNAs
wahrend der embryonalen Entwicklung bereits in friihen Stadien letal [295, 296]. Gleichzeitig
wilrde auch eine zu frihe zellspezifische Disruption der miRNA Biogenese in den initialen
Stadien der Megakaryopoese zu einer signifikanten Reduktion bis zum vollstandigen Verlust
von Thrombozyten fiihren [297-299].

Aus diesem Grund haben wir fur unsere Untersuchungen ein transgenes Mausmodell
verwendet, in dem erst in den fortgeschrittenen Stadien der Megakaryopoese die Depletion
von Dicer und damit die Ablation der thrombozytenspezifischen miRNA Biogenese stattfindet.
Daflr wurden Mause mit einem durch loxP flankierten Dicer Allel mit Mausen, die unter
Kontrolle des megakaryozyten- und thrombozytenspezifischen Pf4 Promotor (engl. Platelet
factor 4) Cre-Rekombinase exprimieren, gekreuzt, um die spezifische Deletion der
Ribonuklease Dicer zu induzieren.
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Abbildung 22: Thrombozytenspezifische Deletion von Dicer mRNA in der Dicer”™¥ P*AMaus

Quelle: Circ Res. (2023), Schiitte et al.[13]

Dargestellt ist das Transkriptionslevel unterschiedlicher Zelltypen von Dicer®”* (Dunkelblau) und Dicer™™ P4 (Hellblau) Mausen
in der RT-PCR. Arithmetische Mittelwerte £+ SEM (n=4, ungepaarter T-Test, p=0,0038 [Thrombozyten], p=0,9412 [Leukozyten],
p=0,1573 [Monozyten], p=0,2234 [Myokard])

Um die Auswirkung der Deletion des Dicer Allels auf die Expression der Dicer Ribonuklease
zu quantifizieren und gleichzeitig die Spezifitdt der Deletion fir die megakaryozytare und
thrombozytare Zelllinie nachzuweisen, wurde das Transkriptionslevel von Dicer mRNA in
Thrombozyten sowie in bei der myokardialen Inflammation beteiligten Zelltypen mit Hilfe einer
RT-PCR bestimmt.

Die Ergebnisse aus diesen Untersuchungen zeigten eine signifikante und zuverlassige
Reduktion von Dicer mRNA in Thrombozyten, wahrend die Expression des Dicer Allels in
Leukozyten, insbesondere Monozyten, sowie dem Myokard unbeeinflusst blieb (Abb.: 22) [13].
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3.3 Megakaryozyten-/ Thrombozyten-spezifische Deletion von Dicer
reguliert das miRNA Repertoire in murinen Thrombozyten

Im nachsten Schritt war es nun das Ziel, den Einfluss der Pf4-Promotor gesteuerten Deletion
von Dicer auf das miRNA Expressionprofil in murinen Thrombozyten zu untersuchen und die

Groflenordnung der induzierten Veranderungen im Transkriptom auf miRNA Ebene prazise
zu beschreiben.

Wir konnten zeigen, dass von den insgesamt 427 thrombozytaren miRNAs 81 miRNAs und
damit ca. 19% des gesamten miRNA Repertoires in Thrombozyten signifikant (FDR< 0,05)
durch die Pf4-Promotor gesteuerte Deletion von Dicer reguliert waren [13]. Weitere 21 miRNAs
wiesen eine zwar signifikante aber von der GroRenordnung der induzierten Veranderung nur
moderate (-0,5<log,FC<0,5) Regulation auf [13]. Dadurch erhéhte sich der Anteil der
signifikant regulierte miRNAs in Thrombozyten auf ca. 24%.

Transaenes Mausmodell Thrombozyten miRNA Expressionprofil
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Abbildung 23: Einfluss der MK/thrombozyten-spezifischen Deletion von Dicer auf das miRNA Repertoire
Quelle: Circ Res. (2023), Schiitte et al.[13] (Modifiziert)

Dargestellt ist eine schematische Abbildung des transgenen Mausmodells (Links) sowie der Einfluss der MK/thrombozyten-
spezifischen Deletion von Dicer auf das miRNA Expressionprofil in Thrombozyten im ,Vulcano Plot* (Rechts) zur
Visualisierung der Signifikanz und GroRenordnung der differentiellen Regulation. Signifikanzniveau FDR< 0,05;

Herunterregulation (Griin) log,FC< -0,5; Aufregulation (Rot) log.FC> 0,5; Moderate Regulation (Gelb) -0,5<log,FC<0,5; FC:
Fold Change, FDR: False Discovery Rate

Der GrofRteil der signifikant regulierten miRNAs wurde durch die MK/thrombozyten-spezifische

Deletion von Dicer herunterreguliert, wahrend ein kleinerer Anteil zwar geringgradig aber
dennoch signifikant aufreguliert war.
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Abbildung 24: Differentiell regulierte thrombozytiare miRNAs durch die MK/thrombozyten-spezifische Deletion von Dicer
Quelle: Circ Res. (2023), Schiitte et al.[13]

Dargestellt sind die signifikant (FDR< 0,05) regulierten miRNAs nach Deletion von Dicer in der transgenen Pf4-Cre Maus. Die
Visualisierung erfolgte in einer ,Heatmap*, die miRNAs sind in absteigender Reihenfolge nach ihrem Signifikanzniveau geordnet
mit der hdchsten Signifikanz in der obersten Zeile. Die einzelnen Spalten reprasentieren das Expressionsprofil des entsprechenden
Versuchstieres (n:4), Herunterregulation log,FC< -0,5; Aufregulation log,FC> 0,5

3.4 Dicer-abhangig differentiell regulierte thrombozytiare miRNAs haben
einen signifikanten Einfluss auf essentielle Plattchenfunktionen

Ziel der im Folgenden dargestellten Versuche war es nun, die phanotypische Relavanz der
durch die Dicer-Deletion induzierten Veranderungen auf Ebene des miRNA Transkriptoms fur
die Funktion der Thrombozyten in der primaren Hamostase und Thrombusformation zu
charakterisieren.

Unseren Erkenntnissen zu Folge hat die MK/thrombozyten-spezifische Deletion von Dicer
zwar keinen signifikanten Einfluss auf die Sekretion und Aggregation der Thrombozyten nach
Stimulation mit unterschiedlichen Agonisten (Thrombin, CRP, ADP/U46619) [13].

In weiteren Untersuchungen zur Thrombusformation unter arteriellen Scherraten und
raumlichen Geometrie der Thrombozyten nach in vitro Stimulation konnte dagegen gezeigt
werden, dass die durch die Dicer-Deletion induzierten Veranderungen des miRNA
Expressionsprofils zu einem hyperresponsiven Plattchenphanotypen flihren, der sich in einer
signifikant erhéhten Integrin a,B; Aktivierung, Fibrinogen-Bindung und verbesserten
»Spreading“ mit Vergroflerung der thrombozytaren Oberflache nach Stimulation mit Thrombin
zeigt als auch mit einer signifikant verstarkten Thrombusformationin in der Flusskammer
einhergeht (Abb: 25) [13].
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Abbildung 25: MK/thrombozyten-spezifische Deletion von Dicer induziert einen hyperresponsiven Pliattchenphdnotypen mit
verstarkter Integrin ay,,B; Aktivierung, Fibrinogenbindung, vermehrtem Spreading und Adhéasion nach Thrombinstimulation
Quelle: Circ Res. (2023), Schitte et al.[13]

A. Durchflusszytometrische Untersuchung der P-Selektin/lCD62P Oberflachenexpression als Korrelat fur die Freisetzung aus a-Granula
nach Stimulation mit unterschiedlichen Agonisten (Thrombin, CRP, ADP/ Thromboxan Analogon U46619), B. Durchflusszytometrische
Untersuchung der Integrin a5 Aktivierung nach Stimulation mit unterschiedlichen Agonisten (Thrombin, CRP, ADP/ Thromboxan Analogon
U46619), C. Reprasentative Bilder und Balkendiagramm zur lllustration der Lamellipodien Formation und Spreading von Thrombin-
stimulierten Thrombozyten auf Fibrinogen-beschichteten Oberflachen nach 15 min. und 45 min., Von Hell- zu Dunkelblau: (1) Rund, keine
Filopodien, keine Lamellipodien, (2) Nur Filopodien, (3) Partielles Spreading, (4) Vollstdndiges Spreading, Reprasentative
Immunfluoreszenzaufnahmen fir beide Zeitpunkte, MaRstabsbalken entspricht 10 pm, D. lllustration der ATP Freisetzung aus
elektronendichten Kerngranula und Aggregation nach Stimulation mit MeSADP (50 nM), CRP (1 pg/ml) oder Thrombin (20 mU/ml) , E.
Darstellung der flachenhaften Thrombusformation auf Kollagen-beschichteter Oberflache in der Flusskammer unter Scherraten von 1700/s,
Repréasentative Phasen-Kontrast-Aufnahmen, Maf3stabsbalken entspricht 20 pm; Abgebildet sind die arithmetischen Mittelwerte + SEM

In Voruntersuchungen durch andere Arbeitsgruppen konnte dariuber hinaus gezeigt werden,
dass die MK/ thrombozyten-spezifische Deletion von Dicer mit einer signifikant verkurzten
Blutungszeit und reduzierten Blutverlust einhergeht [300].

3.5 MK/thrombozyten-spezifische Deletion von Dicer fuhrt zu einer
signifikant vergroBerten Infarktflache und beeintrachtigten kardialen
Funktion

Nach der funktionellen Charakterisierung zum Einfluss der MK/thrombozyten-spezifischen
Deletion von Dicer auf den Plattchenphanotyp in vitro war es nun das Ziel, den Einfluss des
veranderten thrombozytdren miRNA Expressionsprofils auf die myokardiale Inflammation
nach experimenteller Ischamie und Reperfusion in vivo zu untersuchen. Zu diesem Anlass
wurden Dicer”™ "™ und Dicer’®"°*Kontrolltiere einem chirurgischen Eingriff zur Induktion einer
30 min. Ischdmie und anschlieender Reperfusion durch experimentelle transienter Ligatur
der linken Koronararterie unterzogen und anschlielend unter Anwendung multimodaler
kardialer Bildgebungsverfahren im prospektiven Studiendesign Uber insgesamt 28 Tage
untersucht (Abb.: 26).
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Abbildung 27: Studiendesign zur Induktion der experimentellen myokardialen Ischamie/ Reperfusion im Mausmodell
Quelle: Circ Res. (2023), Schiitte et al.[13]

Links: Schematische Darstellung des Krankheitsmodells zur Induktion der myokardialen Ischamie/ Reperfusion in vivo durch
experimentelle Ligatur der linken Koronararterie (LCA), Rechts: Zeitliches prospektives Studiendesign mit unterschiedlichen
Untersuchungszeitpunkten sowie —methoden in Dicer'®”* und Dicer”™ P4 Mausen

Wir konnten zeigen, dass sich in der akuten Phase der Inflammation nach myokardialer I/R
und einem Tag Reperfusion kein signifikanter Unterschied zwischen Dicer™*™* und
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Abbildung 26: Einfluss der MK/ thrombozyten-spezifischen Deletion von Dicer auf die Infarktfliche und kardiale Funktion
nach myokardialer I/R und einem Tag Reperfusion in der akuten Phase der Inflammation

Quelle: Circ Res. (2023), Schiitte et al.[13]

A. Reprasentative Evans Blue/TTC Farbungen von transversalen Myokardschnitten in Dicer’™" und Dicer™™* Mausen nach
experimenteller LCA-Ligatur und einem Tag Reperfusion zur Darstellung der InfarktgroRe (Weil: Infarktgebiet, Rot + Weilk: Area
at Risk (AaR), Blau: Area not at Risk), MaRstabsbalken entspricht 1 mm, Arithmetischer Mittelwert + SEM der InfarktgréRe/ AaR
(n=7, ungepaarter T-Test, p=0,0956), B. Reprasentative M-Mode Aufnahmen aus der parasternal langen Achse zur Darstellung
der linksventrikuldaren Wandbewegung in Dicer” und Dicer™ " Mausen einem Tag post myokardialer I/R, C. Quantifizierung
der Area at Risk und kardialen Funktionsparametern in der Echokardiographie einem Tag post myokardialer I/R, Ejektionsfraktion,
[p=0,9621]; Fraktionelle Verkiirzung, [p=0,9225], (n=8, Two-Way ANOVA mit Sidak’s Multiple Mittelwertvergleiche)
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Dice/™* weder in Bezug auf die Infarktfliche noch in Bezug auf die kardialen
Funktionsparameter in der Echokardiographie einstellte (Abb.: 27).

Dies anderte sich im weiteren zeitlichen Verlauf im Rahmen der reparativen und proliferativen
Heilungsprozesse des Herzens in der spaten inflammatorischen Phase. Nach myokardialer
Ischamie und sieben Tagen Reperfusion zeigte sich eine signifikant vergrofierte Infarktflache
sowie kompromittierte kardiale Funktion mit signifikant reduzierter Ejektionsfraktion,
Fraktionelle Verkiirzung, Schlagvolumen und kardialem Auswurf in dem Mausmodell mit
MK/thrombozyten-spezifischer Deletion von Dicer (Abb.: 28) [13].
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Abbildung 28: MK/thrombozyten-spezifische Deletion von Dicer fiihrt zu einer signifikant groBeren Infarktfliche und
reduzierten kardialen Funktion nach myokardialer I/R und sieben Tage Reperfusion in der spaten Phase der Inflammation
Quelle: Circ Res. (2023), Schitte et al.[13]

A. Reprasentative Evans Blue/TTC Farbungen von transversalen Myokardschnitten in Dicer’™ und Dicer”™™* Mausen nach
experimenteller LCA-Ligatur und sieben Tagen Reperfusion zur Darstellung der Infarktgré3e (Weild: Infarktgebiet, Rot + Weil3: Area
at Risk (AaR), Blau: Area not at Risk), MaRstabsbalken entspricht 1 mm, Arithmetischer Mittelwert + SEM der InfarktgroRe/ AaR
(n=7, ungepaarter T-Test, p=0,0017), B. Reprasentative M-Mode Aufnahmen aus der parasternal langen Achse zur Darstellung der
linksventrikularen Wandbewegung in Dicer™ und Dicer™™" Mazusen sieben Tagen post myokardialer I/R, C. Kardialen
Funktionsparameter in der Echokardiographie sieben Tage post myokardialer I/R, Ejektionsfraktion, [p=0,0230]; Fraktionelle
Verkirzung, [p=0,0230]; Schlagvolumen, [p=0,0001]; Kardialer Auswurf, [p=0,0006]; (n=8, Two-Way ANOVA mit Sidak’s Multiple
Mittelwertvergleiche)

3.6 Thrombozytare Dicer-abhangige miRNAs modulieren die
myokardiale Immunzell-Infiltration nach experimenteller Ischamie
und Reperfusion

Neben der signifikant vergrofRerten Infarktflache und reduzierten kardialen Funktion sieben
Tage post myokardialer I/R in Mausen mit MK/ thrombozyten-spezifischer Deletion von Dicer
konnten wir in dieser Phase eine signifikant verstarkte Akkumulation und Aktivitat
inflammatorischer Zellen in Dicer”™*™* Mausen nachweisen (Abb.: 29) [13].
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Zu diesem Anlass wurde unter Ketamin/ Xylazin Narkose und vorbereitendem Fastenprotokoll
zur Suppression des myokardialen Metabolismus (s. Methoden) ein 2-[18F]-Fluor-2-Deoxy-D-
Glukose (kurz: ['®F]FDG) iber die Schwanzvene injiziert und in der Positronen-Emissions-
Tomographie registriert. Die Akkumulation des ["|FIFDG erfolgt unter diesen Bedingungen
primar in infiltrierte inflammatorische Zellen und korreliert mit deren Metabolismus. Zur
anatomischen Orientierung erfolgte zusatzlich die Bildgebung in der
Magnetresonanztomographie.
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Abbildung 29: Signifikant erhohte Immunzell-Infiltration im Myokard von Mausen mit MK/thrombozyten-spezifischer
Deletion von Dicer nach myokardialer I/R und sieben Tagen Reperfusion

Quelle: Circ Res. (2023), Schitte et al.[13]

A. Detektion der ["*FIFDG Aufnahme durch inflammatorische Zellen im Myokard in der kombinierten PET-MRT nach Injektion
eines 2-[18F]-Fluor-2-Deoxy-D-Glukose Tracers in Dicer®™ und Dicer”*"* Mause unter Ketamin/Xylazin Narkose und
Fastenprotokoll nach myokardialer I/R und sieben Tagen Reperfusion. Die reprasentative Polar Map zeigt die regionalen
Verteilung der ['°F]FDG Aufnahme im Herzen normalisiert zur injizierten Tracerdosis pro Kubikzentimeter (ID/cc). In den
Piktogrammen wird das Herz in transversaler, koronarer und sagittaler Ebene dargestellt. Der MaRstabsbalken entspricht 5 mm,
B. Arithmetische Mittelwerte + SEM (n=4, Mann-Whitney Test) der ['*F]FDG Traceraufnahme im gesamten Herzen (p=0,0571)
[Oben], AaR (p=0,0286) [Mitte], Area Not at Risk (p=0,0571) [Unten]. Die AaR umfasst folgende Regionen entsprechend des 17-
Segemente-Modells der AHA: apex, apical septal, apical anterior, mid anteroseptal and mid anterior

Daruber hinaus konnten wir einen potentiellen Mechanismus der verstarkten myokardialen
Immunzellrekrutierung in Dicer-defizienten Mausen aufzeigen. So konnten wir nachweisen,
dass Mause mit MK/thrombozyten-spezifische Deletion von Dicer zu einer signifikant erhdhten
thrombozytaren Oberflachenexpression von CD62 P-Selektin nach myokardialer I/R und
sieben Tagen Reperfusion neigen, was gleichzeitig mit einer verstarkten Koaggregation mit
CD45"-Leukozyten einherging (Abb.: 30) [13].
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Abbildung 30: Dicer™"* Thrombozyten weisen eine erh6hte CD62 P-Selektin Expression und eine verstirke Koaggregation
mit CD45"-Leukozyten nach myokardialer I/R und 7d Reperfusion auf
Quelle: Circ Res. (2023), Schitte et al.[13]

Dicer™™" Plattchen weisen einen hyperresponsiven Phanotypen mit erhdhter CD62 P-Selektin Oberflachenexpression und
verstarkter Koaggregat-Bildung mit CD45 positiven Leukozyten (PLCA) nach myokardialer I/R und sieben Tagen Reperfusion auf.
(n=12 fir P-Selektin, n=6 fur PLCA, 2-way ANOVA mit Sidak's multiple comparisons test, 7d Reperfusion: p=0,0052 [P-Selectin] and
p=0,0018 [PLCA])

3.7 Thrombozytare miRNAs regulieren die Akkumulation von
Blutplattchen und proinflammatorischen Monozyten/ Makrophagen
in das Myokard

Ziel der folgenden Versuche war es, die Ursache fur die signifikant erhéhte Immunzell-
Inflitration in M&usen mit Dicer-deficienten Thrombozyten zu charakterisieren und gleichzeitig
die Art der rekrutierten Immunzellen zu phanotypisieren.

Zunachst konnte unter Anwendung moderner Light-Sheet-Fluoreszenz-Mikroskopie
Methoden (kurz: LSFM) gezeigt werden, dass die MK/ thrombozyten-spezifische Deletion von
Dicer zu einer signifikant erhéhten Akkumulation von Thrombozyten im Bereich des
reperfundierten Myokards nach myokardialer I/R und sieben Tagen Reperfusion fihrt (Abb.:
31) [13].

In weiteren Versuchen war es mdglich, den Einfluss dieser signifikant erhdhten
Thrombusformation im Bereich des Myokards auf die inflammatorischen Vorgange nach
Ischamie und Reperfusion zu entschlisseln.

So war es mdglich, in einer myokardialen Durchflusszytometrie eine Immunphanotypisierung
der in das Myokard infiltrierten Immunzellen durchzufihren und darliber einen prazisen
Eindruck von den dynamischen inflammatorischen Vorgdngen nach Myokardinfarkt und
Reperfusion zu erhalten. Unsere Ergebnisse legen nahe, dass thrombozytare miRNAs eine
zentrale Rolle in der Modulation der spaten inflammatorischen Phase nach myokardialer
Ischamie und Reperfusion spielen kénnten.
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So konnte gezeigt werden, dass sieben Tage nach myokardialer Ischamie und Reperfusion
Mause mit MK/thrombozyten-spezifischer Deletion von Dicer eine signifikant erhohte
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Abbildung 31: MK/thrombozyten-spezifische Deletion von Dicer fiihrt zur signifikant verstarkten Akkumulation von
Thrombozyten im Bereich des Myokards nach myokardialer I/R und sieben Tagen Reperfusion

Quelle: Circ Res. (2023), Schiitte et al.[13]

A. Repréasentative dreidimensionale Rekonstruktion (LSFM) der Akkumulation von CD42b*-Thrombozyten in Dicer™ und
Dicer™"** Mausen post myokardialer I/R und sieben Tagen Reperfusion, MaRstabsbalken entspricht 1000 um, B. Transversale
Segmentierung des Herzens (Segmente: Apex, Apikal, Mid und Basal) und Einteilung nach dem 17-Herz-Segment-Modell der
AHA mit Darstellung der CD42b*-Thrombozyten Akkumulation, Arithmetischer Mittelwert + SEM der Thrombozytenakkumulation
im Segment 11 (n=4, Ungepaarter T-Test, p=0,037), C. Arithmetischer Mittelwert + SEM der Akkumulation von Thrombozyten im
17-Herz-Segment-Modell der AHA

Akkumulation von proinflammatorischen Ly6C™" Monozyten/ Makrophagen im geschadigten
Myokard aufweisen, wahrend in Mausen mit unbeeintrachtigter thrombozytdrer miRNA
Biogenese in dieser Phase signifikant mehr antiinflammatorische Ly6C"® Monozyten/
Makrophagen Populationen aufzufinden waren (Abb.: 32) [13].

Die MK/thrombozyten-spezifische Deletion von Dicer kdnnte demnach entweder primar zu
einer verstarkten Rekrutierung dieser pro-inflammatorischen Zellpopulationen gefiihrt haben,
oder sekundar zu einer verspateten phanotypischen Differenzierung der rekrutierten Ly6C"""
Monozyten/ Makrophagen in den anti-inflammatorischen Ly6C"*" Zelltyp im Myokard gefiihrt
haben.Die erste Welle der primar durch Neutrophile Granulozyten dominierten Immunzell-
Rekrutierung schien dabei von dem veranderten thrombozytaren miRNA Profil unbeeinflusst
geblieben zu sein, da sich weder nach einem Tag Reperfusion (Daten nicht gezeigt) noch nach
sieben Tagen Reperfusion ein signifikanter Unterschied einstellte. Dartiber hinaus konnten wir
in in vitro Makrophagen-Migrations-Assays ein weiteres wichtiges Indiz fur den ursachlichen
Zusammenhang der Thrombozyten-Aktivitat und der Rekrutierung von Immunzellen erbringen.
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So konnte gezeigt werden, dass der Uberstand von Thrombin-stimulierten Thrombozyten mit
MK/thrombozyten-spezifischer Deletion von Dicer zu einer signifikant erhéhten Migration von
murinen Raw246.7 Makrophagen in der Boyden-Kammer fuhrte (Abb.: 33) [13].
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Abbildung 32: Thrombozytidre miRNAs regulieren die Monozyten-/ Makrophagen-spezifische Inflammation nach
experimenteller myokardialer Ischdmie und sieben Tagen Reperfusion

Quelle: Circ Res. (2023), Schiitte et al.[13]

A. Schematische Darstellung des methodischen Vorgehens zur Untersuchung der myokardialen Inflammation in der
Durchflusszytometrie, B. Durchflusszytometrische Immunphanotypisierung der myokardialen Zellen in Dicer'™" und Dicer”™*"™*
Mausen sieben Tagen nach myokardialer I/R in Folge transienter LCA-Ligatur (n=6, ungepaarter T-Test; p=0,2719 [Lymphozyten];
p=0,9924 [Leukozyten]; p=0,3755 [Neutrophile Granulozyten]; p=0,0464 [Ly6C""; p=0,0464 [Ly6C"**]), Arithmetische
Mittelwerte + SEM, C. Reprasentatives Gate der Ly6C Monozyten/Makrophagen Oberflachenexpression in Dicer™* und
Dicer™™* Mausen
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Abbildung 33: Der Uberstand von Thrombin-stimulierten Dicer-defizienten Thrombozyten weist eine signifikant erhéhte
migratorische Kapazitat auf murine Raw 264.7 Makrophagen in vitro auf

Quelle: Circ Res. (2023), Schiitte et al.[13]

Dargestellt sind die Ergebnisse aus Versuchen zum in vitro Migrationsverhalten der murinen Raw 264.7 Makrophagen Zelllinie in
der Boyden-Kammer in Richtung Lésungskontrolle (Einschlieflich Thrombin), Chemokin CCL5 (100 ng/ml) Positiv-Kontrolle und
dem Uberstand von Thrombin-stimulierten (0,1 U/ml) Dicer®”** und Dicer™*"™** Thrombozyten, Links: Arithmetische Mittelwerte
+ SEM (n=8, Ungepaarter T-Test) der migrierten Makrophagen-Anzahl, Rechts: Reprasentative May-Grinwald/ Giemsa
Farbungen von migrierten Raw 264.7 Makrophagen in Richtung chemotaktischem Agens, MaRstabsbalken entspricht 250 pm
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Der chemotaktische Stimulus des durch das veranderte miRNA Profil beeinflussten
Plattchenuberstandes war dabei sogar vergleichbar mit dem Einfluss der CCL-5
Positivkontrolle auf die Makrophagenmigration.

Die Ergebnisse legen eindricklich einen mdglichen wichtigen Einfluss von thrombozytaren
miRNAs auf die Prozesse der Thromboinflammation und Modulation der myokardialen
Inflammation nach Ischamie und Reperfusion in vivo nahe.

3.8 Aufhebung der Dicer-abhangiger miRNA Prozessierung in
Thrombozyten reduziert die Angiogenese und erhoht die
Ausbildung von profibrotischen Myofibroblasten im Myokard nach
IIR und sieben Tagen Reperfusion
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Abbildung 34: MK/thrombozyten-spezifische Deletion von Dicer beeintriachtigt die Angiogenese und erhoht die Ausbildung
profibrotischer Myofibroblasten nach myokardialer I/R und sieben Tagen Reperfusion

Quelle: Circ Res. (2023), Schitte et al.[13]

A. Reprasentative Immunfluoreszenzfarbungen von a-SMA positiven Myofibroblasten in der Infarktzone und Grenzzone des
Herzens post myokardialer I/R und sieben Tagen Reperfusion in Dicer®* und Dicer™"** Mausen, Griin: a-SMA, Blau: Drag5, B.
Reprasentative Immunfluoreszenzfarbungen von CD31 positiven Endothelzellen (Rot) zur Darstellung der Angiogenese in der
Infarktzone und Grenzzone des Herzens post myokardialer I/R und sieben Tagen Reperfusion in Dicer™* und Dicer™"** Mause,
C. Arithmetische Mittelwerte + SEM (n=6, Ungepaarter T-Test) des prozentualen Flachenanteils von Myofibroblasten (p=0,0227)
und Endothelzellen (p=0,0115) im Bereich der Infarkt- bzw. Grenzzone; MaRstabsbalken entspricht 500 um [Ubersichtsaufnahme]
bzw. 50 ym [Infarkt/ Grenzzone]

Die Angiogenese und Differenzierung von Fibroblasten zu o-SMA exprimierenden
Myofibroblasten stellen zentrale Prozesse in der Proliferations- und Reparationsphase nach
myokardialer Ischamie und Reperfusion dar.
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Im Rahmen der folgenden Untersuchungen sollte der Einfluss des durch die MK/
thrombozyten-spezifische  Deletion von Dicer induzierten pro-inflammatorischen
Plattchenphanotyps auf die Regulation dieser essentiellen Vorgange dargestellt werden.

Zu diesem Anlass wurden histologische Proben von Dicer®”** und Dicer™**™** Mausen unter
dem Konfokalmirkoskop untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass Mause mit MK/
thrombozyten-spezifischer Deletion von Dicer eine signifikant erhéhte Akkumulation von a-
SMA exprimierenden pro-fibrotischen Myofibroblasten im Infarktbereich und eine signifikant
verstarkte Kapillarisierung im Bereich der myokardialen Grenzzone zum Infarktbereich nach
I/R und sieben Tagen Reperfusion aufwiesen (Abb.: 34) [13].

Die Akkumulation von a-SMA exprimierenden Myofibroblasten im Bereich der Grenzzone
sowie die Kapillarisierung im Bereich der Infarktzone war hingegen im Vergleich zur Dicer®"™
Kontrollgruppe nicht signifikant unterschiedlich.

3.9 Therapie mit dem reversiblen P2Y,, Rezeptor-Antagonisten
Ticagrelor schutzt vor einer vergroBerten Infarktflache in
Dicer"™*"* Mausen

Um den Einfluss von Thrombozyten und deren modifizierten miRNA Expressionsprofil auf die
Modulation der Inflammation nach myokardialer I/R besser zu verstehen, wurden die Versuche
zusatzlich unter antithrombozytarer Therapie mit dem reversiblen P2Y,, Rezeptor-
Antagonisten Ticagrelor wiederholt.

Dazu wurden die Versuchstiere vor der experimentellen Induktion des Myokardinfarktes und
nach dem Myokardinfarkt Gber einen Zeitraum von sieben Tagen wiederholt mit Ticagerlor (50
mg/kg) bzw. Lésungsmittelkontrolle behandelt (s. Methoden).

Dabei konnte gezeigt werden, dass die Therapie mit Ticagrelor (50 mg/kg) vor der
vergroRerten Infarktfliche und dem beobachteten negativen myokardialen Remodeling in
Mausen mit MK/ thrombozyten-spezifischer Deletion von Dicer schiitzt (Abb.: 35) [13].

Dies zeigte sich nicht nur in den revidierten Unterschieden in der InfarktgréRe zwischen
Dicer®™* und Dicer”™™* Mausen nach myokardialer I/R und sieben Tagen Reperfusion,
sondern darUber hinaus eindrucklich in einer signifikant verbesserten Ejektionsfraktion,
Fraktionierten Verkirzung, Schlagvolumen und kardialem Auswurf in Mausen mit MK/
thrombozyten-spezifischer Deletion von Dicer und Ticagrelor Behandlung [13].
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Abbildung 35: Behandlung mit dem reversiblen P2Y, Rezeptor-Antagonisten Ticagrelor schiitzt vor einer vergroferten
Infarktflache und negativen Remodeling in Mausen mit MK/ thrombozyten-spezifischer Deletion von Dicer

Quelle: Circ Res. (2023), Schiitte et al.[13]

A. Reprasentative Evans Blue/TTC Farbungen von transversalen Myokardschnitten in Dicer®”* und Dicer™”* Mausen nach
experimenteller LCA-Ligatur und sieben Tagen Reperfusion unter Behandlung mit Ticagrelor (50 mg/kg) bzw.
Lésungsmittelkontrolle zur Darstellung der InfarktgroRe (Weilk: Infarktgebiet, Rot + Weil: Area at Risk (AaR), Blau: Area not at
Risk), MaRstabsbalken entspricht 1 mm, Arithmetischer Mittelwert £+ SEM der InfarkigréRe/ AaR (n=6-7, ungepaarter T-Test,
p1=0,0244, p,=0,0003), B. Reprasentative M-Mode Aufnahmen aus der parasternal langen Achse zur Darstellung der
linksventrikularen Wandbewegung in Dicer™™ und Dicer”™***™* Mausen sieben Tagen post myokardialer I/R unter Behandlung
mit Ticagrelor (50 mg/kg) bzw. Lésungsmittelkontrolle, C. Kardialen Funktionsparameter in der Echokardiographie unter Baseline
Bedingungen und sieben Tage post myokardialer I/R unter Behandlung mit Ticagrelor (50 mg/kg) bzw. Lésungsmittelkontrolle,
(n=6-7, 2-way ANOVA mit Sidak’s multiple comparisons test, 7d Reperfusion: p;=0.0091, p.<0.0001 [Ejektionsfraktion];
p1=0.0180, p,<0.0001 [Fraktionierte Verkirzung]; p:1=0.0319, p,=0.0032, p;<0.0001 [Schlagvolumen]; p;=0.0001 [Kardialer
Auswurf]).
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3.10 Aufhebung der Dicer-abhangigen miRNA Prozessierung in Plattchen
fuhrt zu einer verstarkten Narbenbildung und negativen Remodeling
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Abbildung 36: MK/thrombozyten-spezifische Deletion von Dicer fiihrt zu einer aggravierten fibrotischen Narbenformation und
langfristig reduzierter kardialen Funktion nach myokardialer I/R und 28 Tagen Reperfusion

Quelle: Circ Res. (2023), Schiitte et al.[13] A. Abbildungen und arithmetische Mittelwerte + SEM der myokardialen Fibrose in der
Masson-Trichrom-Farbung post myokardialer I/R und 28d Reperfusion (n=7, Ungepaarter T-Test, p=0,0101), MaRstabsbalken
entspricht 2 mm, B. Detektion der ['*F]FDG Aufnahme im Myokard in der PET unter Isofluran-Narkose, Regionen mit reduzierter
['®FIFDG Aufnahme stellen Segmente mit beeintrachtigtem Glukose Metabolismus aufgrund von Narbenbildung nach myokardialer I/R
dar, C. Arithmetische Mittelwerte + SEM der Anzahl der Infarktregionen (p=0,0238) sowie metabolische Aktivitat in der Infarktregion
(p=0,0317) bzw. Area At Risk [AaR] (p=0,0079), (n=5, Mann-Whitney Test); n=5 Mann-Whitney Test, p=0,0159 [Apex], p=0,0079 [Mid],
p=0,1508 [Base]), D. Evans Blue/TTC Farbungen von transversalen Myokardschnitten in Dicer®"™ und Dicer™ " Mausen zur
Darstellung der InfarktgroRe 28d post I/R (Weil: Infarktgebiet, Rot + Weil: Area at Risk (AaR), Blau: Area not at Risk), MafRstabsbalken
entspricht 2 mm, Arithmetischer Mittelwert + SEM der InfarktgréRe (n=8, Ungepaarter T-Test, p=0,0082), E. M-Mode Aufnahmen aus
der parasternal langen Achse zur Darstellung der linksventrikuldaren Wandbewegung 28d post I/R, F. Ergebnisse Echokardiographie
28d post I/R (n=8, 2-way ANOVA mit Sidak's multiple comparisons test, 28d Reperfusion: p=0,0054 [Fraktionierte Verkiirzung],
p<0,0001 [Schlagvolumen], p=0,0003 [Kardialer Auswurf], p=0,0139 [Systolisches Volumen]).
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Abbildung 37: Maduse mit MK/ thrombozyten-spezifischer Deletion von Dicer weisen langfristig ein nachteiliges myokardiales Remodeling
nach experimenteller LAC-Ligatur und Reperfusion iiber 28 Tage auf

Quelle: Circ Res. (2023), Schiitte et al.[13]

A. Reprasentative Speckle-Tracking-Echokardiographie (STE)-basierte Analyse der LV Funktion in Dicer™* und Dicer™"™* Mausen (n=4) an d28
post M. Links: Parasternal lange Achse B-Mode, Vektoren: Radialer Strain, Mitte/Rechts: Segmentaler radialer Strain in der parasternal langen
Achse: 1, basal-posterior; 2, mid-posterior; 3, apical-posterior; 4, apical-anteroseptal; 5, mid-anteroseptal; 6, basal-anteroseptal, B. Reprasentative
Darstellung des radialen myokardialen Strain zur Analyse der durch den Infarkt induzierten regionalen Wanddeformitat, Links: 2-dimensionale
Ansicht; Mitte/Rechts: Radial Strain in 3-dimensionaler Ansicht, C. Arithmetische Mittelwerte + SEM (n=4) der STE-basierten funktionellen Parameter
fur die LV Funktion (n=4, Mann-Whitney Test, p=0,0286 [Average Radial strain], p=0,0286 [Global Longitudinal strain], D. Reprasentative B-Mode
Analyse des radialen displacement sowie Segmentierung des radialen displacement in der parasternal langen Achse, E. Reprasentative Darstellung
des radialen myokardialen displacement und velocity zur Analyse der durch den Infarkt induzierten regionalen Wanddeformitat in 3-dimensionaler
Ansicht, n=4 Mann-Whitney Test p=0,0286 [Average Radial Displavement], p=0,0286 [Average Radial Velocity], F. Reprasentative 2-dimensionale
Ansicht der radialen bzw. longitudinalen Geschwindigkeit 28d post-Ml

Ziel der im Folgenden dargestellten Versuche war die Untersuchung der langfristigen
Auswirkungen der MK/thrombozyten-spezifischen Deletion von Dicer nach myokardialer I/R
auf die strukturellen Umbauprozesse im Herzen im Rahmen des myokardialen Remodelings.

Die Ablation der thrombozytdren miRNA Biogenese kulminierte in einer signifikant
vergrofierten fibrotischen Narbe in der Masson-Trichrom-Farbung sowie einem vergréRerten
Perfusionsdefekt der apikalen und antero-lateralen Wand in der ['*F]JFDG-PET-MRT nach
myokardialer I/R und 28 Tagen Reperfusion (Abb.: 36 A/B) [13].

Dariiber hinaus zeigten Dicer™ ™ Mause eine signifikant gréRere Infarktfliche und
entsprechende funktionelle Restriktionen in der Echokardiographie nach 28 Tagen (Abb.: 36
C-E). Dicer-defiziente Mause wiesen eine signifikant reduzierte linksventrikulare systolische
Funktion mit vermindertem Schlagvolumen und kompromittiertem kardialem Index auf (Abb.:
36 F). Zusatzlich zeigte sich nach 28 Tagen eine Dilatation des linken Ventrikels mit einem
erhéhten systolischen Volumen in der zweidimensionalen (2D) B-Mode Auswertung als
Hinweis auf eine progrediente Herzinsuffizienz (Abb.: 36 F) [13].

Zur prazisen Evaluation und segmentalen Auflésung der kardialen Remodeling-Prozesse nach
28 Tagen Reperfusion erfolgte eine 2D-Speckle-Tracking Echokardiographie (STE) mit Strain
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Analyse. In der Auswertung der longitudinalen und radialen STE-basierten segmentalen
Analyse der linksventrikularen Funktion (Abb.: 37 A-F) konnte ein global reduzierter
longitudinaler Strain sowie ein reduzierter antero-septaler Strain im Bereich des
Infarktgebietes von Ma&usen mit MK/ thrombozyten-spezifischer Deletion von Dicer
nachgewisen werden (Abb.: 37 A-C). Darlber hinaus zeigte sich eine signifikant erhdhte
linksventrikuldre Dyssynchronitédt als Folge einer erhdhten InfarktgroRe und einem
nachteiligen myokardialen Remodeling (Abb.: 37 C) [13].

Dicer”™ """ Mause zeigten nach myokardialer I/R und 28 Tagen Reperfusion signifikant mehr
myokardiale Segmente, die in ihrer systolischen Funktion im Vergleich zu Dicer®”°* Mausen
in Folge des Infarktes eingeschrankt waren (Abb.: 37 D-F). Interessanterweise lieRen sich die
Auswirkungen und segmentalen Veranderungen des Infarktes nicht nur auf den Infarktbereich
selbst, sondern auch darlber hinaus in nicht-infarzierte myokardiale Segmente nachweisen.
So konnte die Speckle-Tracking basierte echokardiographische Auswertung des radialen
displacements und Geschwindigkeit konnte eine signifikant reduzierte linksventrikulare
Funktion und ausgepragte kardiale Wanddeformitaten mit nachteiligem Remodeling in den
infarzierten apikalen und antero-septalen Myokardsegementen und dariber hinaus in den
nicht-infarzierten basal-inferioren und mid-inferioren Segmenten von Dicer-defizienten
Mé&usen demonstrieren (Abb.: 37 E-F). Die groRere regionale Distribution dieses
Schadigungsmuster kénnte das Substrat fir die entstehende systolische Herzinsuffienz
darstellen.

3.11 Differentielle Dicer-abhangige Regulation thrombozytarer miRNAs
nach myokardialer I/R

[ Baseline vs. Myocardial I/R injury

lox/lox 3 8 2 8 Pf4A/Pf4A

Chord Width: Neg logBH logFC Chord Width: Neg logBH
05 el 71

13 =< 78 13 =< 65
-05 DOWN - 1.1

Abbildung 38: Funktionelle Pradiktionsanalyse von differentiell nach myokardialer I/R und sieben Tagen Reperfusion
regulierten thrombozytiaren miRNAs in Dicer®°* oder Dicer”™**™ Miusen

Quelle: Circ Res. (2023), Schitte et al.[13]

Die Chord-Diagramme zeigen ausgewahlte Kategorien signifikant Uberreprasentierter Gen Ontologien von thrombozytaren
miRNAs, die signifikant und ausschlieBlich in Dicer™ ™ Mausen (Links) oder Dicer™ ™ Mzusen (Rechts) post 7d nach
myokardialer I/R reguliert waren. Signifikant herunterregulierte miRNAs sind griin gekennzeichnet, signifikant aufregulierte
miRNAs sind rot gefarbt. CMC: Kardiale Muskelzellen
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Um thrombozytdre miRNAs, die differentiell in Reaktion auf die myokardiale Ischamie und
Reperfusion reguliert sind, zu detektieren und damit potentiell wichtige Regulatoren fir die
beobachteten pathophysiologischen Prozesse der myokardialen Inflammation und
Remodeling aufzudecken, wurden Next-Generation-Sequencing-Analysen sowohl vor der
Induktion des experimentellen Myokardinfarktes (Baseline) als auch sieben Tage nach
myokardialer Ischamie und Reperfusion in Dicer’®”* oder Dicer”™*™* Mausen durchgefiihrt.

Baseline vs. Myocardial I/R injury

Upregulated Only in Dicer™*™* Upregulated Only in Dicer™4™4
01 R-6240 08 R-505-5p it 01. mmu-miR-212-3p  05. mmu-miR-18b-5p
02 R-3473b 09 R-222-3p 02. mmu-miR-8112 06. mmu-miR-30¢-5p
03. mmu-miR-184-3p 10 mmu-miR-27b-3p P R 03. mmu-miR-181c-5p 7. mmu-miR-23b-3p
04. mmu-miR-1895 11. mmu-miR-335-5p 04. mmu-miR-192-5p
05. mmu-miR-8114
06. mmu-miR-324-5p
o7 -miR-450b-3
DO 2 — \ Downregulated Only in Dicer™ &4
4 36 24 1 9 01. mmu-miR-466m-3p
Downregulated Only in Dicer™* ‘ 02. mmy-miR-196b-5p

h

04, mmu-miR-3968 14, mmu-miR-1843a-5p 24. mmu-miR-125a-5p
05. mmu-miR-139-3p 15, mmu-miR-17-3p 25. mmu-miR-423-5p
06. mmu-miR-331-3p 16 mmu-miR-423-3p

07. mmu-miR-1843a-3p 17. mmu-miR-467h

08. mmu-miR-1a-3p 18. mmu-miR-17-5p

09. mmu-miR-466i-3p  19. mmu-miR-700-3p

10. iR-10a-3p 20. R-20a-3p

01. mmu-miR-486a-5p  11. mmu-miR-7115-5p  21. mmu-miR-328-3p
02. mmu-miR-486b-5p  12. mmu-miR-6395 22, mmu-miR-125b-5p
03. mmu-miR-221-5p 13, mmu-miR-30d-5p  23. mmu-miR-92a-3p

'jax/Iax

Abbildung 39: Mengendiagramm zur Analyse der differentiellen miRNA Regulation in Thrombozyten von Dice oder

Dicer™ """ M3usen

Quelle: Circ Res. (2023), Schiitte et al.[13]

Auswahl der fir die weitere funktionelle Pradiktionsanalyse berlicksichtigt thrombozytdaren miRNAs auf Grundlage eines
Mengendiagramms. Dargestellt sind die miRNAs, die ausschlieBlich und signifikant in Dicer’™"* oder Dicer™™* Mausen in
Reaktion auf die myokardiale I/R und sieben Tagen Reperfusion reguliert waren. Die differentielle Expression wurde ab einem
FDR<0,05 als signifikant betrachtet. Aufregulation logFC>0,5; Runterregulation logFC<-0,05

Wie in Abb.: 39 dargestellt, waren 11 miRNAs auf- und 25 miRNAs herunterreguliert in
Dicer®* Mausen nach myokardialer I/R und sieben Tagen Reperfusion ohne eine signifikante
Regulation in Dicer™*™* Mausen aufzuweisen. In Dicer”™*#* Mausen konnten zu diesem
Zeitpunkt 7 auf- und 2 exklusiv herunterregulierte miRNAs detektiert werden, ohne eine
relevante Regulation in Dicer®”** Mausen aufzuweisen [13].

Die exklusiv in dem entsprechenden Mausmodell regulierten thrombozytaren miRNAs wurden
anschlieRend fur die funktionelle Pradiktionsanalyse und potentiellen Assoziation mit in der
myokardialen Inflammation relevanten Prozessen wie der Angiogenese, Reaktion auf
Hypoxie, Differenzierung kardialer Muskelzellen und Fibroblastenmigration bertcksichtigt und
in einem Chord-Diagramm visualisiert (Abb.: 38).

4 Diskussion

Trotz groRRer Fortschritte in der interventionellen und pharmakologischen Therapie des akuten
Myokardinfarktes durch frihe und effektive Reperfusion stellt die ischamische
Kardiomyopathie und die progrediente Herzinsuffizienz in Folge einer unzureichenden
Wiederherstellung der myokardialen Funktionalitédt eine zunehmende langfristige Folge mit
erheblicher Morbiditat und Mortalitat fir die Patienten dar [268].

Die reparativen Heilungsprozesse im Herzen nach myokardialer Ischamie und Reperfusion
sind komplex und umfassen neben den chronologisch aufeinander abfolgenden Phasen der
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Initierung und Auflésung der Inflammation die Angiogenese sowie grundlegende strukturelle
Umbauprozesse im Rahmen des myokardialen Remodelings.

MiRNAs haben eine zentrale Rolle in der Regulation und posttranskriptionellen Modulation
dieser Vorgange und kdnnten daher eine Schlisselfunktion zu einem besseren Verstandnis
Uber die regenerativen und reparativen Prozesse im Herzen nach Myokardinfarkt einnehmen
[301].

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnten wir erstmals den Einfluss thrombozytarer miRNAs
und die biologische Relevanz eines funktionellen Dicer-abhangigen miRNA Biosynthesewegs
in Megakaryozyten/ Thrombozyten fur die myokardiale Inflammation und das ventrikulare
Remodeling nach experimenteller Ischamie und Reperfusion im Herzen nachweisen.

Die RNAse Il Dicer stellt eine Endoribonuklease dar, die ein zentrale Rolle in der funktionellen
Reifung der pre-miRNA in die funktionell aktive reife miRNA Ubernimmt. Studien konnten
zeigen, dass die Ablation der Dicer-abhangigen miRNA Biogenese die T-Zell abhangige
Immunantwort beeinflusst und die Atherosklerose durch Unterstitzung der Inflammation und
Akkumulation von Lipiden in I&sionalen Makrophagen beschleunigt [296, 302]. Daruber hinaus
konnte in klinischen Studien gezeigt werden, dass der funktionelle Verlust von Dicer in
Thrombozyten von Patienten mit Diabetes mellitus mit einer verstarkten Plattchenaggregation
und Thrombusformation einhergeht [303]. Insbesondere der letzte Punkt konnte in unserem
Tiermodell unabhangig reproduziert werden, was den mdglichen translationalen Charakter
unserer weiteren Forschungsergebnisse hervorhebt.

Durch moderne Next-Generation-Sequencing Methoden konnten wir erstmals detailliert das
miRNA Repertoire in murinen Thrombozyten aufschlisseln und zeigen, dass die Pf4-
gesteuerte MK/thrombozyten-spezifische Deletion von Dicer zu einer signifikanten
differentiellen Regulation von ca. 24% des insgesamt 427 miRNAs umfassenden miRNA
Repertoires in Thrombozyten fihrt. Der Grund fir diesen verhaltnismaRig geringen
quantitativen Einfluss der Pf4-Promotor-gesteuerten Dicer-Deletion kdnnte darin zu finden
sein, dass ein GrofRteil der miRNA Biogenese bereits auf megakaryozytarer Ebene noch vor
der Expression des Pf4-Promotors stattfindet und daher unbeeinflusst von der Deletion bleibt
[299].

Dennoch reicht dieser verhaltnismaRig geringe Anteil an signifikant differentiell regulierten
miRNAs aus, um mafRgeblich den thrombozytaren Phanotypen zu verandern. Der Grund fir
dieses Phanomen koénnte darin liegen, dass jede einzelne miRNA eine Vielzahl von
potentiellen mRNAs binden und deren Translation modulieren kann. Dadurch entsteht ein
komplexes regulatorisches Netzwerk, in dem bereits scheinbar geringfiigige Anderungen, wie
in anderen Studien beobachtet eine Reduktion um bereits 20% im miRNA Expressionslevel,
einen relevanten Krankheitsphanotypen hervorrufen kénnen [304, 305]. Die funktionelle
Relevanz der posttranskriptionellen Regulation durch miRNAs in Thrombozyten wird umso
deutlicher, wenn man bedenkt, dass Thrombozyten als anukleare Zellen Uber keine
Méglichkeit der de novo DNA-Biosynthese verfigen, aber dennoch mit ihrem im Umfang
begrenzten Transkriptom auf zahlreiche dynamische Veranderungen in ihrer Umgebung durch
Anpassung ihrer Expressionsleistung reagieren mussen.

Im Rahmen dieser Arbeit konnten wir erstmals zeigen, dass die MK/ thrombozyten-spezifische
Beeintrachtigung der Dicer-abhdngigen miRNA Biogenese zu einer signifikant vergrofRerten
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Infarktflache nach myokardialer I/R und sieben Tagen Reperfusion sowie einem negativen
ventrikuldren Remodeling im Langzeitverlauf fuhrt. Insbesondere die verstarkte pro-
inflammatorische Phase, die eingeschrankte Angiogenese sowie die signifikante Zunahme der
kardialen Fibrose deuten auf eine wichtige regulatorische Funktion thrombozytarer miRNAs
auf die Modulation der bei der myokardialen Heilung beteiligten zelluldren Prozesse hin.

Auch wenn die Dicer-Expression unseren Erkenntnissen zu Folge in unserem transgenen
Mausmodell nicht detektierbar unterschiedlich in nicht-thrombozytaren Zelltypen wie
Kardiomyozyten und Monozyten war, muss an dieser Stelle als potentielle Limitation dieser
Studie darauf hingewiesen werden, dass neueren Erkenntnissen zu Folge Pf4 nicht
ausschlief3lich auf Megakaryozyten und Thrombozyten exprimiert wird. Daher kénnen selbst
in dem in unserem Fall verwendeten hoch-spezifischen Pf4-Cre/loxP-Mausmodell
Auswirkungen durch nicht-thrombozyten-spezifische Nebeneffekte auf den beobachteten
Phanotypen nicht vollstandig ausgeschlossen werden.

Thrombozyten spielen eine zunehmend beachtete Rolle als kritische Regulatoren in den
Prozessen der myokardialen Inflammation nach I/R. Wir konnten im Rahmen unserer Arbeit
zeigen, dass Thrombozyten nicht nur im relevanten Ausmafl im Bereich des reperfundierten
Myokards akkumulieren, sondern dass deren Dicer-abhangig verstarkte Aggregation im
Bereich des Infarktes mit einer verstarkten und potentiell prolongierten Akkumulation von pro-
inflammatorischen Ly6C"™" Monozyten/Makrophagen assoziiert ist. Diese Beobachtungen
legen in Kombination mit unseren Ergebnissen zur in vitro Makrophagen-Migration einen
zentralen Einfluss von Thrombozyten und deren miRNAs auf die Rekrutierung und Modulation
der myokardialen Inflammation sehr nahe.
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Abbildung 40: Schematische Darstellung der Mechanismen und Auswirkungen der MK/ thrombozyten-
spezifischen Ablation der Dicer-abhdngigen miRNA Biogenese auf das Herz nach myokardialer I/R
Quelle: Circ Res. (2023), Schitte et al.[13]

Nach einem akuten Myokardinfarkt stellt die zeitliche Auflésung der initialen Inflammation eine
wichtige Grundvoraussetzung fur die Einleitung der Proliferations- und Reparationsphase des
geschadigten Myokards dar [52]. Eine durch das veranderte thrombozytare miRNA Profil
chronisch prolongierte pro-inflammatorische Phase kdénnte sich negativ auf die
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darauffolgenden reparativen Phasen der Inflammation auswirken und dadurch die
kompromittierte Angiogenese sowie verstarkte Differenzierung von a-SMA*-Myofibroblasten
in Mausen mit gestoérter MK/thrombozyten-spezifischer miRNA Biogenese erklaren. So wird in
diesen fruhen Phasen der myokardialen Inflammation der Grundstein flir das in spateren
Phasen beobachtete negative ventrikuldren Remodeling und die Entwicklung zu einer
progressiven Herzinsuffizienz gelegt.

Es gibt zahlreiche Mechanismen, Uber die thrombozytédre miRNAs direkt und indirekt Einfluss
auf lhre zellulare Umgebung nehmen kénnen. Zum einen nehmen miRNAs zunachst primar
Einfluss auf die zelleigene Homoéostase und kénnen durch posttranskriptionelle Modulation der
eigenen Genexpression einen zelluldren Phanotyp induzieren, der sekundar eine veranderte
Interaktion mit der zelluldren Umgebung aufweist. So konnten wir beispielhaft zeigen, dass der
Plattchenphanotyp abhangig von dem thrombozytdren miRNA Profil ist und dass die
MK/thrombozyten-spezifische Deletion von Dicer zu einer veranderten P-Selektin abhangigen
Immunzellrekrutierung und uber die veranderte Expression von Integrin  oypPs
Oberflachenrezeptoren zu einem hyperresponsivem thrombozytdren Phanotyp mit einer
veranderten Umweltinteraktion fuhrt.

Zum anderen kdnnen thrombozytare miRNAs nach myokardialer Ischamie Uber spezialisierte
vesikulare Transportmechanismen in Form von Platelet-Microparticles (PMPs) in Zellen ihrer
Umgebung transferieren und dort durch Modulation der zellfremden Genexpression direkt
Einfluss auf lhre zelluldre Umgebung nehmen [137, 256]. Studien konnten zeigen, dass
Thrombozyten mit 41-45% eine der Hauptquellen fir im Blut zirkulierende miRNAs darstellen
und damit den Anteil der aus Leukozyten (28%) und Endothelzellen (8%) stammenden
zirkulierenden miRNAs deutlich Uberschreiten [4].

Auch wenn die Modulation des thrombozytaren miRNA Profils durch Ablation der Dicer-
abhangigen miRNA Biogenese mit Blick auf vergleichbare Mechanismen in humanen
Patientenstudien [303] einen translationalen Bezug und damit eine Starke unserer Studie
darstellt, so ist sie gleichzeitig auch deren grofte Limitation, wenn es darum geht die
funktionelle Bedeutung und biologische Relevanz einzelner signifikant regulierter miRNAs fur
den beobachteten Phanotypen zu entschlisseln.

Dennoch ist es uns gelungen, im Rahmen dieser Arbeit durch den Vergleich der differentiellen
miRNA Regulation in Dicer® und Dicer”**™* Mausen unter Baseline Bedingungen sowie
sieben Tage post myokardialer I/R, durch funktionelle Pradiktionsanalysen und in Kombination
mit einer umfangreichen Literaturanalyse von > 50 publizierten humanen Studien zahlreiche
potentiell auch translational relevante thrombozytarer miRNAs sowie deren moglichen
funktionellen Bedeutung zu identifizieren.

Dadurch konnten wir einige spezifische miRNAs identifizieren, die in Thrombozyten
differentiell in einer Dicer-abhangigen Art und Weise nach myokardialer I/R reguliert waren
und an der Organisation der inflammatorischen Antwort, der Entwicklung der Fibrose im
infarzierten Myokard als auch der Angiogenese und dem Remodeling der Peri-Infarktzone im
Myokard beteiligt sein kdnnten (Abb.: 38).

So waren beispielsweise miR-27b-3p, miR-222-3p und miR-335-5p signifikant aufgreguliert in
Thrombozyten von Dicer®* Mausen nach experimentellen Myokardinfarkt und sieben Tagen
Reperfusion, wihrend Thrombozyten von Dicer”™"** Mausen keine signifikante Regulation
dieser miRNAs aufwiesen.
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Unabhangige Studien konnten zeigen, dass miR-27b-3p die Neoangiogenese foérdert [306,
307], miR-222-3p antiinflammatorische Effekte ausubt [308] und der Entwicklung der
myokardialen Fibrose entgegenwirkt [309], wahrend miR-335-5p das Ausmall der
Inflammation reduziert [310].

Daruber hinaus konnten wir mit miR-92a-3p und miR-21a-3p zwei weitere vielversprechende
miRNAs in unserem Krankheitsmodell identifizieren, die fur ihre essentielle Rolle in den
strukturellen Heilungsprozessen im Herzen nach myokardialer I/R beschrieben worden sind
[301]. So konnten wir eine signifikant niedrigere Expression von miR-92a-3p in Thrombozyten
von Dicer®”°* Mausen verglichen zu Dicer”™*™* Mausen nach sieben Tagen Reperfusion und
myokardialer Ischamie feststellen. Studien haben gezeigt, dass miR-92a-3p ein zentraler
Regulator in der Angiogenese darstellt und dass die Inhibition von miR-92a-3p mit Protektion
gegenuber myokardialer I/R durch Unterstitzung der Neoangiogenese und Unterdriickung
negativer Remodeling Prozesse im Herzen assoziiert ist [311-314].

Gleichzeitig wiesen Mause mit MK/ thrombozyten-spezifischer Deletion von Dicer ein
signifikant erhéhtes Expressionslevel von miR-21a-3p nach experimentellem Myokardinfarkt
und Reperfusion auf. Dabei konnten mehrere Studien zeigen, dass sich miR-21a-3p negativ
auf die myokardialen Remodeling Prozesse im Herzen durch Modulation der Makrophagen-
gesteuerten myokardialen Inflammation, Beeintrachtigung der Neoangiogenese und
Stimulation von kardialen Fibroblasten mit verstarkter interstitieller Fibrosierung auswirkt [315-
3171.

Upregulated Platelet miRNAs in Acute Coronary Syndrome
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Abbildung 41: Einordnung des translationalen Bezugs unserer Forschungsergebnisse und Vergleich mit der differentiellen miRNA
Regulation nach akutem Koronarsyndrom in humanen Patientenstudien

Quelle: Circ Res. (2023), Schitte et al.[13]

Links: Mechanistisches Konzept fir die Regulation von miR-223 in Thrombozyten, Rechts: Zusammenfassung von humanen miRNAs mit
Ubereinstimmender signifikanter Regulation in Reaktion auf das akute Koronarsyndrom wie in unserem tierexperimentellen Modell. Die rechte
Spalte gibt die Dicer-abhangig regulierten signifikanten miRNAs aus unseren Versuchen wieder. Rot: Signifikante Aufregulation (FDR<0,05;
log,FC>0,5), Grin: Signifikante Runterregulation (FDR<0,05; log.FC<-0,5), Gelb: Signifikante aber moderate Auf- oder Runterregulation
(FDR<0,05; Auf: 0<log.FC<0,5; Runter: 0<log,FC>-0,5), Abkilrzungen: PL (Plasma), PLT (Plattchen), PMP (Platelet-derived Microparticles),
WB (Vollblut). Die Expression wurde mit Dicer”™"*Mausen unter Baseline und/oder 7d post myokardialer I/R Bedingungen verglichen

Zu guter Letzt konnten wir zahlreiche miRNAs identifizieren, die in humanen Studien unter den
Bedingungen des akuten Koronarsyndroms in gleicher Art und Weise reguliert waren wie
durch die MK/ thrombozyten-spezifische Deletion von Dicer in unserem experimentellen

82



Diskussion

Tiermodell (Abb.: 41). Die analysierten humanen miRNA Proben hatten dabei ihren Ursprung
in Thrombozyten, Platelet-derived Microparicles, Plasma und Vollblut.

Als eine der haufigsten in Thrombozyten vorkommenden miRNAs stellt miR-223 auch eine der
am besten in ihrer Funktion charakterisierten miRNAs in Blutplattchen dar, die in unserer
translationalen Gegenuberstellung in vergleichbarer Art und Weise im Menschen als auch im
Tiermodell reguliert waren. MiR-223 unterdrickt die Translation des P2Y{, ADP-Rezeptors in
Thrombozyten und steuert damit mafigeblich die Plattchenaktivierung [10]. Randomisierte
kontrollierte Studien konnten zeigen, dass reduzierte Level von miR-223 ein unabhangiger
Pradiktor fur eine signifikant verschlechterte Wirkung von antithrombozytére Therapien
darstellten und mit einem erhdhten Risiko fur Myokardinfarkte einhergingen [9, 318]. Zwar war
der Unterschied der differentiellen Regulation von miR-223 zwischen Dicer®™* und
Dicer”™ "™ Mausen nur moderat, dennoch konnten wir zeigen, dass zumindest unter Baseline
Bedingungen miR-223 Dicer”*™* Mausen signifikant herunterreguliert war und somit zu dem
in unseren Versuchen beobachteten hyperresponsiven Plattchenphanotypen von Dicer-
defizienten Thrombozyten beigetragen haben kdnnte.

Diese Ergebnisse demonstrieren eindricklich, dass wir mit unseren Versuchen eine potentiell
sehr wertvolle Datengrundlage fur die Erforschung und prazisen Charakterisierung der
vielfaltigen Funktionen thrombozytdrer miRNAs in den Prozessen der myokardialen I/R
geschaffen haben. Es liegt nun an weiterfuhrenden Studien, auf dieser Grundlage aufzubauen
und in zusatzlichen Versuchsansatzen die tiefergehende Funktion einzelner thrombozytarer
mMiRNAs zu charakterisieren.
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Zusammenfassung

5 Zusammenfassung

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit demonstrieren erstmals die Bedeutung
thrombozytarer miRNAs und die biologische Relevanz einer funktionellen Dicer-abhéangigen
miRNA Biogenese in Thrombozyten fir die myokardiale Inflammation und die strukturellen
Umbauprozesse im Herzen nach Ischamie und Reperfusion.

Unter Anwendung modernen Next-Generation-Sequencing Methoden konnten wir in bisher
nicht demonstrierter Tiefe den Umfang und die Diversitat des miRNA Repertoires in murinen
Thrombozyten auflésen und darliber hinaus die Auswirkungen der Pf4-Promotor gesteuerten
Deletion der Endoribonuklease Dicer auf das miRNA Expressionsprofil sowie den reaktiven
Phanotypen von Thrombozyten in vitro und in vivo charakterisieren.

Unsere Ergebnisse zeigen, dass die MK/ thrombozyten-spezfische Deletion von Dicer durch
die Veradnderung des miRNA Expressionsprofils in Plattchen einen hyperreagiblen
thrombozytédren Phanotypen mit verstarkter Adhdsion und Thrombusformation induziert, der
nach experimenteller myokardialer Ischamie und Reperfusion im chronischen Langzeitverlauf
zu einer signifikant vergroRerten Infarktflache, verstarkten pro-inflammatorischen Ly6C"®"
gepragten Monozyten/ Makrophagen-Rekrutierung in das reperfundierte Myokard und
kompromittierten Angiogenese in der Peri-Infarktzone fiihrt, die sich schlief3lich in ihrer
Gesamtheit Uber eine vermehrte interstitielle Fibrose und einem negativen myokardialen
Remodeling negativ auf funktionellen Heilungsverlauf im Herzen auswirken.

Daruber hinaus konnten wir die Reversibilitdt dieser in vivo beobachteten funktionellen
Auswirkungen der Dicer-Deletion unter Therapie mit dem reversiblen P2Y, ADP-Rezeptor-
Antagonisten Ticagrelor demonstrieren.

Wir haben mehrere Mechanismen dargestellt, die zeigen, dass die beobachteten
krankheitsrelevanten Unterschiede in unserer Studie gleichermalen zurickfuhrbar sind auf
den demonstrierten Einfluss des veranderten miRNA Expressionsprofils auf die
Plattchenphysiologie selbst als auch auf die Folgen einer dysregulierten zellularen Interaktion
zwischen Thrombozyten und inflammatorischen Zellen in den prazise aufeinander
abgestimmten Prozessen des myokardialen Remodelings.

Zusatzlich konnten wir zahlreiche auch potentiell translational relevante thrombozytare
miRNAs fir die Heilungsprozesse im Herzen nach mykardialer Ischdmie und Reperfusion
identifizieren. Unsere Arbeit stellt damit eine moglicherweise wichtige Grundlage fir die
Charakterisierung der vielfaltigen funktionellen Implikationen thrombozytarer miRNAs und
einem besseren Verstandnis der vielschichtigen regulativen Ebenen und komplexen
heterozellularen Natur kardiovaskularer Krankheitsprozesse dar.

Es wird nun weitere Forschungsbemiihungen brauchen, um auf den im Rahmen dieser Arbeit

geschaffenen Grundlagen die regulativen Funktionen einzelner thrombozytarer miRNAs zu
entschlusseln.
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