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1 Einleitung

1.1 Kardiovaskulidre Erkrankungen

Kardiovaskuldre Erkrankungen sind weltweit mit steigender Tendenz die hdufigsten Er-
krankungen sowie die hdufigste Todesursache (WHO Bericht 2014).

Atherosklerose ist der primére Ausloser der kardiovaskuldren Erkrankung (Charo & Taub
2011). Betroffen sind hauptsédchlich Arterien vom muskuldren Typ, in deren Wand sich
Lipide und Kalk ablagern. Dies kann zur Einengung bis zum génzlichen Verschluss der
Arterien fiihren (Libby et al. 2002).

Zu den Atherosklerose-assoziierten kardiovaskuldren Erkrankungen zéhlen unter anderem
die koronare Herzkrankheit (KHK), das akute Koronarsyndrom (ACS), der Myokardin-
farkt und der pl6tzliche Herztod. Zu den vaskuldren Erkrankungen im zerebralen Stromge-
biet zdhlen der Schlaganfall und die transienten Ischdmischen Attacken, im abdominalen
Stromgebiet der Mesenterialinfarkt und die intestinale Nekrose. In peripheren vaskuldren
Stromgebieten sind die periphere arterielle Verschlusskrankheit (pAVK) mit Claudicatio

und Gangrin, aulerdem die akute arterielle Embolie einer peripheren Arterie zu nennen.

1.1.1 Epidemiologie

Die ischdmische Herzerkrankung ist pro Jahr Ursache von 7,4 Millionen Todesfdllen, da-
mit ist sie die hdufigste Todesursache weltweit (WHO Bericht 2014).

In der Bundesrepublik Deutschland sind mehr als ein Drittel aller Todesfélle auf eine kar-
diovaskuldre Erkrankung zuriickzufiihren. Rund 350.000 Menschen sterben in Deutschland
pro Jahr an einer Herzkreislauferkrankung, 2012 hatte diese mit 40% den grofBten Anteil an
allen Todesfallen. Die hdufigste spezifische Todesursache ist mit 130.000 Fallen die is-
chimische Herzerkrankung, gefolgt von der Herzinsuffizienz, zu deren Atiologie ebenfalls
die ischdmische Herzerkrankung zéhlt (Statistisches Bundesamt 2013).

Die Deutsche Gesellschaft fiir Kardiologie (DGK) gibt die Zahl der 2013 an Herzinsuffizi-
enz erkrankten Patienten in der Bundesrepublik mit 1,8 Millionen an (Pressetext DGK
2013). Die Herzinsuffizienz resultiert in den meisten Féllen aus ischdmischen Ereignissen,

KHK und arterieller Hypertonie. Die Inzidenz und Pravalenz kardiovaskuldrer Erkrankun-



gen steigt. Dies ldsst sich vor allem durch die vermehrte Distribution kardiovaskuldrer Ri-
sikofaktoren erkldren. Hier sind vor allem die arterielle Hypertonie, der Nikotinkonsum,
eine positive Familienanamnese, der Bewegungsmangel, eine atherogene Diit, sowie die
daraus resultierende Dyslipoproteindmie und Stoffwechselerkrankungen wie Diabetes Mel-
litus Typ II (DM II) zu nennen. Weiterhin ist der demografische Wandel und der damit
verbundene Anstieg des Lebensalters mit der steigenden Inzidenz von Herz-
Kreislauferkrankungen assoziiert. Das Risiko fiir ischdmische kardiovaskuldre Ereignisse
steigt fiir Ménner ab einem Lebensalter von 45 Jahren, fiir Frauen ab 55 Jahren (Assmann
und Schulte 1988).

Die Diagnose Herzinsuffizienz ist trotz suffizienter pharmakologischer Therapie mit einer
1-Jahres-Uberlebenswahrscheinlichkeit von 50% assoziiert, damit hat sie eine vergleichba-
re Prognose wie neoplastische Erkrankungen (Pressetext DGK 2013). Weiterhin ist Le-
bensqualitdt der Patienten trotz maximaler Therapie sehr eingeschrankt.

Die kardiale Insuffizienz entsteht in den meisten Féllen durch chronische kardiale Ischdmie

auf dem Boden einer KHK oder eines langjéhrig bestehenden arteriellen Hypertonus.

1.2 Die Blutversorgung des Herzens

Das menschliche Herz, bzw. der Herzmuskel wird iiber die Koronararterien mit arteriellem
Blut versorgt. Die Koronararterien gewéhrleisten den arteriellen Blutfluss vor allem wéh-
rend der Diastole des Herzens.

Der Verlauf der Koronararterien ist in Abbildung 1.1 schematisch dargestellt. Es gibt zwei
Koronararterien, die Arteria coronaria sinistra und Arteria coronaria dextra. Diese ent-
springen im Sinus aortae der Aortenklappe. Die linke Koronararterie (LCA) teilt sich nach
dem Hauptstamm in zwei Aste, den Ramus interventrikularis anterior (RIVA oder LAD)
welcher zwischen den Ventrikeln zum Herzapex verlduft und die linksventrikuldre Vor-
derwand sowie das Septum versorgt, sowie zum anderen in den Ramus Circumflexus
(RCX) welcher im Sulcus coronarius nach links um das Herz zieht und die Seitenwand des
linken Ventrikels versorgt. Die rechte Koronararterie (RCA) verlduft im Sulcus coronarius
unter dem rechten Vorhofohr nach rechts zur Herzhinterwand, welche von ihr versorgt

wird. Allen Koronararterien entspringen in ihrem weiteren Verlauf weitere Aste.



Der vendse Abfluss des Herzens erfolgt analog der Arterien iiber Koronarvenen, diese
drainieren in den Sinus coronarius, welcher in den rechten Vorhof miindet (Schiinke et al.

2005).

Abbildung 1.1: Schematische Darstellung des Koronarterienverlaufs am menschlichen
Herzen. VCS: Vena cava superior Aorta: Aorta ascendens RCA: Rechte Koronararterie
LCA: Linke Koronararterie LAD: Left anterior descending RCX: Ramus circumflexus

1.2.1 Aufbau arterieller Gefalle

Arterielle Gefdle haben einen dreischichtigen Wandautbau, welcher sich aus folgenden

Schichten zusammensetzt:

- einer Tunica intima mit dem an das Lumen angrenzende Endothel

- einer Tunica media mit zirkulér verlaufenden glatten Muskelzellen

- einer Tunica adventitia welche das Gefdll bindegewebig in die umgebenden Struk-
turen einbettet.

Man unterscheidet Arterien vom muskuldren und Arterien vom elastischen Typ. Arterien

vom elastischen Typ sind durch eine weniger ausgepriagte Muskelschicht, dafiir aber durch

eine hohe Anzahl an Elastinlamellen gekennzeichnet. Sie kommen vor allem in arteriellen

Hochdruckstromgebieten wie der thorakalen Aorta vor und haben dort eine Windkessel-

funktion.

Arterien vom muskuldren Typ sind alle mittelgroen und kleinen Arterien.

Im Gegensatz zu vendsen Gefdllen besitzen Arterien, insbesondere vom muskuldren Typ,

eine sehr kréftige Tunica media, dessen glatte Muskelzellen sie zur Vasokonstriktion befa-

higen. Je nach Umgebungsbedingungen wie Blutdruck, Temperatur oder Hamostase regu-



lieren Arterien vom muskuldren Typ ihren Tonus iiber die Kontraktion (Vasokonstriktion)
oder Relaxation (Vasodilatation) der Muskelfibrillen in der Tunica media (Woerner 1951,

Welsch 2006).

1.2.2 Das Endothel

Das Gefidflendothel kleidet die Innenwand der Blutgefd3e aus und bildet die Grenze zwi-
schen Blut und GefdBwand. Es wird aus einer einlagigen Schicht Plattenepithelzellen ge-
bildet und liegt der Basalmembran der Tunica intima der GefdBwand auf (Galley und
Webster 2004).

Endothelzellen haben multiple Eigenschaften und spielen in der Blutdruckregulation, der
Vermittlung von inflammatoischen Prozessen und der Regulation der Himostase eine ent-

scheidende Rolle.

Als Grenzfliche zwischen Blut und Gewebe ist das Endothel zur Aufnahme und dem
Transport verschiedener Stoffe unerlisslich. Uber spezifische Transportmechanismen, wie
Rezeptoren, Carrier-Vesikel und Tight-Junctions zwischen den Zellen, konnen Makromo-
lekiile aus der Zirkulation in das subendotheliale Gewebe aufgenommen werden.

Als natiirliche Barriere zwischen dem Blutstrom und dem Gewebe haben sie auflerdem
eine entscheidende Rolle in der Pathogenabwehr und der Vermittlung pro- und anti-
inflammatorischer Signale. Sowohl endogene als auch exogene Noxen kdnnen iiber einen
koplexen mehrstufigen Prozess eine Entziindungsreaktion hervorrufen. Bei einer bakteriel-
len, viralen oder mykotischen Infektion beispielsweise werden im Blut zirkulierende Lipo-
polysaccharide (LPS) oder Endotoxine an LPS-Bindende Proteine gekoppelt, an CD14-
Rezeptoren von Monozyten gebunden. Diese vermitteln iiber endothelstindige Toll-like
Receptors (TLR) die Aktivierung von Nuklear Faktor kappa B (NFxB), was die Genex-
pression und Produktion von pro-inflammatorischen Zytokinen, Chemokinen, Adhésions-
molekiilen und reaktiven Sauerstoffspezies zur Folge hat. Gewebestindige Immunzellen
wie Makrophagen schiitten bei lokalem Antigenkontakt Zytokine und Chemokine aus, vor
allem Interleukine und Tumor Nekrose Faktor (TNF)-alpha. Endothelzellen reagieren auf
diese Substanzen mit der Sekretion von Chemokinen und der Ausbildung von Adhésions-
molekiilen auf der luminalen Zelloberfliche. Hierdurch werden polymorphkernige neutro-
phile Granulozyten (PMN) angelockt und zur Migration in das Gewebe befdhigt, was in
Kapitel 1.4 ndher beschrieben wird (Libby et al. 2002, Galley und Webster 2004).



Weiterhin ist das Endothel wesentlich an der Vermittlung der Hdmostase beteiligt. Zum
einen synthetisieren sie prokoagulatorische Faktoren zur Aktivierung der Gerinnungs-
kaskade wie den von Willebrand-Faktor, Thromboxan A2 und den pléittchenaktivierenden
Faktor. Zum anderen werden zur Inhibierung der Gerinnung Antithrombin (AT), das
Thrombozyten-aggregationshemmende Prostazyklin und der fibrinolytische Plasminogen-

aktivator (tPA) produziert (Galley und Webster 2004).

Die vasomotorische Aktivitit zur Regulation des Gefdlltonus und damit des lokalen Blut-
drucks wird ebenfalls durch das Endothel vermittelt. Die Endothelzellen produzieren unter
anderem Vasodilatoren wie Angiotensin und Endothelin sowie Vasokonstriktoren wie
Prostacyclin und Stickstoffmonoxid (NO") (Galley and Webster 2004).

Das wichtigste vasoaktive Syntheseprodukt der Endothelzellen ist das Stickstoffmonoxid
(NO"). Es wirkt anti-inflammatorisch, hemmend auf die Thrombozytenaggregation und
spielt als potenter Vasodilatator eine entscheidende Rolle in der physiologischen vasomo-
torischen Aktivitdt (Furchgott und Zawadzki 1980, Radomski et al. 1987). Seine Entste-
hung wird von der NO’-Synthase (NOS) durch die Desaminierung von L-Arginin und Ci-
trullin katalysiert. Es existieren zwei verschiedene Varianten der NOS, die endotheliale
NOS (eNOS) ist durch Acetylcholin und Bradykinin, vor allem aber durch Scherstress ak-
tivierbar ist, die induzierbare NOS (iNOS) welche vor allem durch Zytokine induzierbar
ist. NO" ist lipophil und kann frei durch die Zellmembran ins GefafSlumen und in die glat-
ten Muskelzellen der Tunica media diffundieren, wo es seine Wirkung durch Aktivierung
der Guanylatzyklase entfaltet. Diese katalysiert die Reaktion von Guanosintriphosphat
(GTP) zum cyclischen Guanosinmonophosphat (¢cGMP). Ein intrazelluldrer Anstieg von
cGMP vermittelt die Relaxation der glatten Muskelzelle {iber cGMP-abhéngige Protein-
kinasen, was eine Gefédf3dilatation zur Folge hat (Galley und Webster 2004, Bian et al.
2008, Triggle et al. 2012).

Die Angioneogenese geht ebenfalls von Endothel aus. Der vascular endothelial growth
factor (VEGF) wird von vielen Zellen bei inflammatorischen Reizen ausgeschiittet und

unter anderem von Endothelzellen selbst gebildet (Galley und Webster 2004).

1980 haben Furchgott und Zawadzki erstmalig demonstriert, dass die Desintegration von
Endothelzellen eine Verminderung der vasodilatativen Kapazitit zur Folge hat.
Diabetes Mellitus, arterieller Hypertonus, Hyperlipoproteindmie, Nikotinkonsum, sowie

chronisch inflammatorische Prozesse sind etablierte Risikofaktoren, die das Endothel



schidigen und zur Atherosklerose fithren konnen und kardiovaskuldre Erkrankungen ver-
ursachen (siehe hierzu Kapitel 1.5.1).

Insbesondere inflammatorische Prozesse fiihren sowohl zu einer strukturellen als auch ei-
ner funktionellen Verdnderung des Endothels, welche unter anderem durch Oxidation und
damit durch Inaktivierung von NO entstehen. Uber pro-inflammatorische Zytokine und
Chemokine wie TNF-alpha, IL-1beta und IL-17 wird die Entstehung von reaktiven Sauer-
stoffspezies (ROS) iiber die Nikotinamid-Adenindinukleotidphosphat-Oxidase (NADPH)
von Makrophagen, glatten GefaBmuskelzellen und Fibroblasten provoziert. ROS haben ein
hohes oxidatives Potenzial, welches sowohl direkt als auch indirekt die NO'- Bioverfiig-
barkeit verringert (Cai und Harrison 2000). Dieses wird in Kapitel 1.3 niher erldutert.

Die endotheliale Dysfunktion bedingt zudem die Attraktion von polymorphkernigen
neutrophilen Granulozyten, welche sowohl {iber die Bildung von ROS als auch {iiber die
Sekretion von Myeloperoxidase die Endothelfunktion negativ beeinflusst und die NO'-
Bioverfiigbarkeit herabsetzt (siche hierzu Kapitel 1.4 und 1.6)

Die Abnahme der Bioverfiigbarkeit von NO" ist einer der wesentlichen Schritte zur Entste-
hung der endothelialen Dysfunktion. Die endotheliale Dysfunktion ist die Grundlage fiir
die Entstehung von Atherosklerose und demzufolge ebenso die Grundlage fiir die Ausbil-
dung einer KHK (Furchgott und Zawadzki 1980, Cai und Harrison 2000,Willerson und
Kereiakes 2003, Triggle et al. 2012).

1.3 Bedeutung von reaktiven Sauerstoffspezies

Paradoxerweise ist Sauerstoff trotz seiner lebenswichtigen Funktion wéhrend der Zellat-
mung auch ein potentes Zellgift, das in hohen Dosen oder als hochreaktives Radikal aus-
gedehnten Schaden im Organismus verursachen kann.

Dieser Effekt wird von Zellen des angeborenen Immunsystems zur Pathogenabwehr be-
nutzt: Die phagolysosomale Nikotinamid-Adenindinukleotidphosphat-Oxidase (NADPH)
katalysiert die Reaktion von molekularem Sauerstoff zu Superoxid (‘O2").

Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) sind hochreaktive Molekiile, die ihre Wirkung durch die
Oxidation anderer Substanzen entfalten. Zu den ROS gehdren molekularer Sauerstoff und
hochreaktive Sauerstoffradikale, wie das oben genannte Superoxid-Anion und das Hydro-
xyl-Radikal. Weiterhin zdhlen molekular stabilere Molekiile wie Wasserstoffperoxid und

reaktive Stickstoffspezies wie Peroxynitrit (Cai und Harrison 2000) dazu. Sie entstehen



physiologisch in den Mitochondrien wéhrend der Zellatmung, haben second-messenger
Funktion und werden von Granulozyten und Monozyten durch oxidativen Burst im Phago-
som zur Pathogenabwehr genutzt (Davies 2000, Amulic et al. 2012). Dariiber hinaus kata-
lysiert das granulozytire Enzym Myeloperoxidase, wie in Kapitel 1.6 ndher beschrieben,
unter Anwesenheit von Wasserstoffperoxid und Chlorid die Entstehung der zytotoxischen
hypochlorigen Sdure (HOCI). Hypochlorige Sdure besitzt starkes oxidatives Potenzial,
welches iiber oxidative Reaktionsketten andere zytotoxische Substanzen wie beispielswei-
se Aldehyde generieren kann. Demnach ist HOCI fiir die Pathogenelimination von Bedeu-
tung, wenngleich auch zytotoxisch fiir vitale korpereigene Zellen (Hazen et al. 1998).

Die Rolle der ROS in der Pathogenabwehr wird durch das klinische Erscheinungsbild bei
NADPH-Defekten unterstrichen. Eine NADPH-Oxidase Defizienz geht mit dem Syndrom
der chronischen Granulomatose einher, die durch schwere septische Krankheitsverldufe
mit bakteriellen Erregern gekennzeichnet ist (Schéppi et al. 2008).

Das reaktive Potenzial der ROS wird nach Oxidation eines Molekiils unmittelbar durch
dieses fortgesetzt, da es durch die Oxidation selbst reaktives Potenzial besitzt oder zum
Radikal geworden ist. Hiermit wird das Auftreten oxidativer Kettenreaktionen erklart, wel-
che in kurzer Zeit die physiologische Aktivitit einer Zelle vollstindig autheben konnen.
Insbesondere DNA, Proteine und Lipide sind durch Oxidation von ROS bedroht (Nuss-
baum et al. 2013).

Im vaskuldren System bewirken ROS unter anderem die Oxidation und damit Inaktivie-
rung der endothelstdndigen NO-Synthetase (eNOS) sowie von NO' selbst. H,0, und HOC1
oxidieren BH4, wodurch die NOS nicht mehr die Entstehung von NO' sondern von Super-
oxid katalysiert (Stroes et al. 1998).

Weitere pathophysiologische Bedeutung haben ROS bei der Oxidation von Lipoproteinen
und somit der Entstehung von LDL, was eine chronisch inflammatorische Reaktion bei der
Plaquebildung im Rahmen der Atherosklerose verursacht und eine Krankheitsprogression
verursacht (Cai und Harrison 2000).

Wie bereits in Kapitel 1.2 beschrieben, wird aufgrund der herabgesetzten Bioverfiigbarkeit
von NO' dem Gefdl} das Potential zur Vasodilatation genommen. Das lokale Thromboseri-
siko steigt, weiterhin wird durch Aktivierung des intrazelluldren redox-sensitiven Tran-
skriptionsfaktor NFkB vermehrt proinflammatorische Zytokine und Chemokine freigesetzt.
Pro-inflammatorische Botenstoffe wie insbesondere Interleukin 8 wirken chemotaktisch

auf polymorphkernige neutrophile Granulozyten (PMN).



Weiterhin werden Leukozyten des angeborenen Immunsystems aus der Blutbahn durch
Expression von Adhdsionsmolekiilen wie Selektinen und Integrinen angelockt und kdnnen
mittels Diapedese iiber das Endothel das Gewebe infiltrieren (Borregaard 2010, Vestweber
2007), dies wird in Kapitel 1.4 niher erldutert.

1.4 Neutrophile Granulozyten

Neutrophile Granulozyten oder auch polymorphkernige neutrophile Granulozyten (PMN)
sind Leukozyten und gehoren dem angeborenen Immunsystem an. Zu ihren Charakteristika
gehdren proinflammatorische und zytotoxische Eigenschaften (Nathan 2006).

Im Falle einer lokalen Inflammation provozieren pro-inflammatorische Signale die PMN
zu einer Migration in das entsprechende Gewebe um dort das Pathogen zu eliminieren oder
den Zelldetritus abzurdumen. Um die Blutzirkulation zu verlassen, besitzen PMN ver-
schiedene Adhédsionsmolekiile und Rezeptoren auf der Oberflidche. Hierzu zéhlen insbe-
sondere P- und L-Selektine, der P-Selektin-Rezeptor PSGL1 (P-selectin-glycoprotein-
ligand 1) sowie Integrine wie CD11/CD18, welche bei Aktivierung durch eine inflammato-
rischen Stimulus den mehrstufigen Prozess der Extravasation ermoglichen (Harris et al.
2000, Ley et al. 2007).

Wie bereits in Kapitel 1.2.2 beschrieben, vermitteln Zytokine und Chemokine wie TNF-
alpha, IL-1-beta und IL-17, unter anderem {iber die Aktivierung des Transkriptionsfaktor
NFkB, lokalen Endothelzellen einen inflammatorischen Reiz, der neben der Sekretion von
weiteren Zytokinen und Chemokinen auch die Expression und Aktivierung von Adhisi-
onsmolekiilen auf ihrer luminalen Seite zur Folge hat. Endothelzellen exprimieren ebenso
wie PMN verschiedene Selektine, hier allerdings vorwiegend P- und E-Selektine, welche
bei Aktivierung den Zell-Zell-Kontakt zwischen PMN und Endothelzelle vermitteln. Wei-
terhin exprimieren Endothelzellen Integrine und verschiedene Vertreter der Immunglobu-
lin-Superfamilie wie ICAM-1 (Intercellular Adhesion Molecule 1, CD54), VCAM-1 (Vas-
cular Cell Adhesion Molecule 1, CD106) und PECAM-1 (Platelet endothelial cell adhesion
molecule 1, CD31) welche nach dem initialen Kontakt die feste Bindung der PMN iiber die
CDI11/CD18 Integrine vermitteln. Insbesondere die Prdsentation von Interleukin 8 (IL-8)
durch Endothelzellen wirkt chemotaktisch auf neutrophile Granulozyten und befahigt diese
zur Aktivierung der oben beschriebenen Adhédsionsmolekiile auf der Zelloberflache (Bor-

regaard 2010, Vestweber 2007, Ley et al. 2007).



Nach der Bindung der PMN an das Endothel wird die Extravasation mittels Trans- oder
Diapedese ermdglicht und der Granulozyt migriert entlang des Konzentrationsgefilles von
pro-inflammatorischen Signalmolekiilen in das betroffene Gewebe (Abb.1.2).

Weiterhin werden PMN durch das Enzym Myeloperoxidase (MPO) zur Extravasation be-
fahigt. Wie in Kapitel 1.6.4 nédher erldutert, konnen PMN unabhédngig von dem Aktivie-
rungszustand der Adhésionsmolekiile durch positiv geladene, endothelial akkumulierte
MPO angezogen werden. Sowohl die Glykokalix der Endothelzellen als auch PMN sind
negativ geladen und stoBen sich normalerweise ab. Mittels positiv geladener MPO kdnnen
sich PMN dem Endothel ndhern und iiber die bereits beschriebenen Schritte Rezeptorver-
mittelt die GefiBwand iiberwinden (Abb. 1.2) (Klinke et al. 2011).

Die Pathogenelimination durch PMN kann durch zwei verschieden Mechanismen erfolgen.
Zum einen haben sie das Potenzial Mikroben durch Phagozytose zu eliminieren und mittels
Degranulation den Inhalt ihrer sekretorischen Vesikel in die extrazellulire Matrix (ECM)
freisetzen. Um das phagozytierte Material eliminieren zu kdnnen, besitzen PMN verschie-
dene zytoplasmatische Vesikel, welche sowohl zytotoxische Substanzen als auch Signal-
molekiile enthalten (Borregaard 2010). Die priméiren oder auch azurophilen Granula bein-
halten neben zytotoxischer Myeloperoxidase (MPO) und proteolytischer Elastase auch
Lysozym und Cathepsin G und fusionieren nach Ingestion mit dem Phagolysosom (Borre-
gaard und Cowland 1997).

Zum anderen haben PMN die Féhigkeit, toxische oxidative Molekiile zur Pathogenabwehr
zu bilden. Im Phagolysosom wird iiber die membranstdndige NADPH-Oxidase Superoxid
(‘02" gebildet, aus welchem durch Disproportionierung H,O, entsteht. MPO wird eben-
falls in das Phagolysosom sezerniert und katalysiert hier die Reaktion von H,O; und Chlo-
rid zu hypochloriger Sdure, was in Kapitel 1.6 genauer erldutert wird (Abb. 1.4). Dieser
oxidative Burst wirkt zytotoxisch gegen Mikroben. Bei einer Sekretion in den Extrazellu-
larraum wirken die genannten toxischen Oxidanzien jedoch auch gegen vitale, korpereige-
ne Zellen. Demanch kann eine Aggravierung der lokalen Inflammation mit konsekutiver

Gewebedestruktion resultieren (Winterbourn et al. 2006, Amulic et al. 2012).
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Abbildung 1.2: Extravastion polymorphkerniger neutrophiler Granulozyten (PMN). Zwi-
schen der negativ geladenen Glykokalix des Endothels und den ebenfalls negativ gelade-
nen PMN besteht bei Inaktivitit eine Abstoffung. Bei Anwesenheit von positiv geladener
MPO kommt es zur Anziehung von PMN und Anndherung an das Endothel, was den Kon-
takt von Oberflichenproteinen wie Selektinen und das ,,entlangrollen* der PMN am En-
dothel ermoglicht. Bei Kontakt von passenden Adhdsionsmolekiilen kommt es zu einer fes-
ten Bindung zwischen PMN und Endothel iiber Integrine und ICAM, welche die Vorraus-

setzung fiir eine Rezeptor-vermittelte Trans- oder Diapedese derselben ist (Modifiziert
nach Klinke et al. 2011).

PMN spielen in verschiedenen inflammatorischen Prozessen eine entscheidende Rolle. Die
Infiltration durch PMN und die damit verbundene Freisetzung von ROS und MPO werden
sowohl fiir die Entstehung als auch die Progression vaskuldrer Erkrankungen verantwort-
lich gemacht. Durch PMN freigesetzte oxidative Substanzen reduzieren die endotheliale
NO’ Bioverfiigbarkeit und tragen wesentlich zur Entstehung einer endothelialen Dysfunk-
tion bei. NO' reagiert mit sezerniertem O,” zu dem potenten oxidativen Peroxynitrit
(ONOQO) (Eiserich et al. 1998), welches unter anderem zur Proteinoxidation, Tyrosinnit-
rierung, DNA-Oxidation und Lipidmodifikation beféhigt ist.

Desweiteren haben Studien gezeigt, dass aktivierte PMN sowohl bei dem akuten Koronar-
syndrom, dem Remodeling nach Myokardischimie, dem Ischdmie-Reperfusionsschaden
als auch bei der Entstehung des Vorhofflimmerns eine entscheidende Rolle spielen.

So konnte gezeigt werden, dass neutrophile Granulozyten wesentlich an der Destabilisie-
rung von atheromatdsen Plaques beitragen. Durch Sekretion von ROS, MPO und proteoly-
tischen Enzymen wird die fibrose Kappe eines stabilen Plaques alteriert, bis eine ober-
flachliche Erosion zur Plaqueruptur und oder Thrombose des Gefél3es fiihrt (Naruko et al.
2002, Virmani et al. 2002). Obwohl der genaue Pathomechanismus bis heute ungeklart ist,
wurde schon 1974 durch die Studie von Friedmann et al. deutlich, dass die Konzentration

der Leukozyten im Blut mit der Wahrscheinlichkeit eines Myokardinfarktes korreliert
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(Friedmann et al. 1974) und an eine inflammatorische Komponente denken lisst. Gold-
mann et al. haben weiterhin gezeigt, dass Patienten mit akutem Koronarsyndrom signifi-
kant hohere MPO-Plasmaspiegel aufwiesen als Patienten mit stabiler Angina pectoris, was
eine frithe Beteiligung von PMN bereits vor dem Myokardinafarkt nahelegt (Rudolph et al.
2007, Goldmann et al. 2009)

Weitere Studien konnten zeigen, dass PMN nicht nur in der Entstehung eines kardiovasku-
liren Ereignisses eine Rolle zu spielen scheinen, sondern wie in den Kapiteln 1.8.1 und
1.8.2 genauer beschrieben, aufgrund ihrer pro-inflammatorischen Eigenschaften auch die
Reperaturphase nach Myokardischdmie mafigeblich beeinflussen. Unterstiitzung findet
diese Annahme durch Versuche mit PMN-defizienten Tieren. So konnten Romson et al.
und Jolly et al. zeigen, dass die Infarktgroe bei PMN-defzienten Hunden signifikant klei-
ner ausfallt als bei Kontrolltieren (Romson et al. 1983, Jolly et al. 1985). Besondere Beach-
tung finden hier die Veridnderungen, welche durch die Reperfusion von ischdmischem Ge-
webe entstehen. PMN stehen im Verdacht, unter anderem durch die Produktion von ROS
und MPO zum sogenannten Ischdmie-Reperfusionsschaden beizutragen, bei dem die vor-
handene Nekrose durch die Wiederherstellung des Blutflusses paradoxerweise zunimmt.
So konnte gezeigt werden, dass PMN-defiziente Hunde geringere Infarktgrofen nach Is-
chdmie und anschlieBender Reperfusion aufwiesen als Kontrolltiere (Litt et al. 1989).
Desweiteren konnte gezeigt werden, dass der fibrotische Umbau des Myokards und die
damit einhergehende Entstehung von elektrophysiologischen Verdanderungen wie Vorhof-
flimmern durch die pro-inflammatorische Aktivitit von PMN beeinflusst wird (Jordan et

al. 1999, Friedrichs et al. 2011).

1.5 Atherosklerose

Ist die physiologische Funktion des Endothels gestort, wirkt sich dies nicht nur negativ auf
in Kapitel 1.2.2 genannte Prozesse aus, es wird auch die Entstehung von Atherosklerose

begiinstigt, welche die Grundlage fiir die koronare Herzerkrankung ist.

1.5.1 Pathophysiologie der Atherosklerose

Die bereits genannten kardiovaskuldren Risikofaktoren wie der Nikotinkonsum, Dysli-
poproteindmie, Diabetes Mellitus und arterieller Hypertonus belasten das GefdaBendothel u.

a. durch freie Radikale.
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Frither wurde angenommen, dass es bei Dyslipoproteindmie zur passiven Akkumulation
von LDL in die Arterienwand kommt. Heute wissen wir, dass die Entstehung von Athero-
sklerose durch inflammatorische Prozesse vermittelt wird (Ross 1999, Libby et al. 2009).
Die Verinderung des NO™ Stoffwechsels und die daraus resultierende Alteration der va-
sodilatativen Féhigkeit des Gefédl3es, ist fiir die Pathogenese der Atherosklerose entschei-
dend. Fiihrt dies durch die Inaktivierung von eNOS und NO' durch ROS zur endothelialen
Dysfunktion (Cai und Harrison 2000, Willerson und Kereiakes 2003), wird ein inflamma-
torischer Prozess ausgelost, welcher die Grundlage fiir die Ausbildung atheromatdser
Plaques ist (Ross 1999, Libby et al. 2009).

LDL-Cholesterin verbindet sich mit Proteoglykanen der ECM und wird durch ROS mittels
oxidativer Prozesse modifiziert (Zhang et al. 2002, Shao und Heinecke 2009). Das Vor-
handensein der oxidierten Lipoproteine fiihrt zur lokalen Freisetzung von Entziindungsfak-
toren wie Zytokinen, welche die Endothelpermeabilitit fordern und die Expression von
endothelialen Adhdsionsmolekiilen provozieren. Monozyten migrieren ins Gewebe, locken
weitere Monozyten durch Ausschiittung von Zytokinen wie TNF-alpha, Interleukin-1 (IL-
1) und Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) an und reifen zu phagozytosefahigen Makro-
phagen heran. Aktivierte Makrophagen phagozytieren LDL Apo-B 100-vermittelt, oxidativ
modifizierte LDL-Partikel hingegen werden iiber den Scavenger-Rezeptor (Sc-R) unkon-
trolliert aufgenommen. Die Partikel lassen sich von den Makrophagen nicht eliminieren, in
der Folge degenerieren sie zu Schaumzellen und es entstehen sogenannte ,,fatty streaks® in
der GefdBwand. Im Verlauf konnen diese mit Lipidtropfchen angereicherten Makrophagen
zugrunde gehen und zur lokalen Nekrose fiihren. Durch das Freisetzen von Wachstumsfak-
toren, Zytokinen und Chemokinen werden Monozyten angelockt, was einen lokalen In-
flammationsprogress zur Folge hat (Libby et al. 2009). Der chronisch inflammatorische
Prozess fiihrt zu einer Akkumulation von Monozyten und Makrophagen in der Lision.
Eine Volumenzunahme der Lasion mit konsekutiver Verengung des Gefafllumens ist die
Folge. Die Grofenzunahme der Lision fiihrt zu einer kompensatorischen Proliferation die
ECM, um die Léasion lokal eingrenzen und ummanteln zu kénnen. Glatte Muskelzellen
migrieren zum Ort der Inflammation, es kommt zur Plaquebildung. In friihen Phasen der
Plaquebildung kann durch Remodeling der Gefi3wand initial eine relative Vasodilatation
erreicht werden, um das Gefafllumen konstant zu halten (Ross 1999). Der Inflammations-
prozess flihrt jedoch desweiteren dazu, dass die Endotheloberfliche seine antikoagulatori-

sche Fahigkeit verliert und zunehmend thrombogen auf zirkulierende Thrombozyten wirkt.
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Nicht in jedem Falle ist die Folge von Atherosklerose eine vaskuldre Stenose. Es konnen
sich auch reaktive Ektasien oder Aneurysmen ausbilden, auf die in dieser Arbeit nicht wei-
ter eingegangen wird.

Atherosklerose verlduft in der Regel tiber Jahre progredient ohne klinische Symptome zu
erzeugen. Der Prozess schreitet fort, so lange Risikofaktoren prasent sind. Wird im Verlauf
das GefdBlumen durch den atherosklerotischen Plaque signifikant eingeengt oder es kommt
zur Plaqueruptur mit thrombotischem Gefalverschluss, demaskiert sich die Erkrankung
mit akuten oder chronischen klinischen Symptomen (Virmani et al. 2006).
Pridilektionsstellen fiir die Bildung von Atherosklerose sind Zweigstellen in Gefdlen. Als
additiver Risikofaktor wird hier die Verdnderung der FlieBeigenschaft des Blutes durch
Zunahme des GefaBBdurchmessers vermutet. So finden sich atherosklerotische Plaques hiu-
fig an der Bifurkation der Karotiden, dem Abgang der LAD, sowie dem proximalen Teil
der Nierenarterien (Willis 1954).

1.6 Myeloperoxidase

1.6.1 Aufbau und Vorkommen

Das leukozytire Enzym Myeloperoxidase (MPO) ist ein Enzym der Himgruppe und
kommt in den azurophilen Granula der PMN sowie in Monozyten vor.

Die MPO besteht aus einem 146 kDa schweren Homodimer, wobei beide Monomere je
eine Himgruppe enthalten. Jedes Monomer ist aus zwei Untereinheiten, einer schweren
alpha-Kette und einer leichten beta-Kette aufgebaut. Beide alpha-Ketten sind tiber Disul-
fidbriicken miteinander verbunden. Die Sekundérstruktur der MPO ist iiberwiegend alpha-

helikal (Abb. 1.3) (Winterbourn et al. 2000, Lau und Baldus 2006).

1.6.2 Enzymatische Aktivitét

Die MPO katalysiert Redoxreaktionen. Unter Ausbildung von Intermedidrstadien der MPO
sind sowohl 2¢’-Ubertragungsreaktionen als auch le-Reaktionen mdglich. Voraussetzung
hierfiir ist die Anwesenheit von H>O, sowie die eines oxidierbaren Reaktionspartners.
H,O, entsteht wihrend des oxidativen Burst durch die NADPH-Oxidase in den gra-

nulozytdren Phagolysosomen durch eine Disproportionierung aus O,". Gleichzeitig wird
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MPO aus den azurophilen Granula in das Phagolysosom sezerniert. Im zelluldren Milieu

ist Chlorid (CI') der hdufigste oxidierbare Reaktionspartner.

Abbildung 1.3: Dreidimensionale Struktur der MPQO. Die Hdmgruppe ist in rot darge-
stellt, die alpha-Helices in griin und beta-Faltbldtter in gelb (Nach Lau und Baldus 2006).

Abbildung 1.4 zeigt die durch MPO katalysierten Reaktionswege. In einer 2e’-Reaktion
wird H,O, zu H,O reduziert. Dabei oxidiert MPO zu dem Intermedidrstadium Compound .
In einer 2e -Riickreaktion kann nun hypochlorige Siure (HOCI) aus Chlorid (C1)) und H"
gebildet werden, Compound I wird zu MPO riick-reduziert. Ein anderer Reaktionsweg
wird mittels 1e’-Ubertragung iiber das Intermediirstadium Compound II erreicht. Hier ka-
talysiert Compound I die Oxidation von physiologischen Substraten wie z. B. Ascorbat
oder aromatischen Aminoséuren mittels Protonenabspaltung, die danach als Radikalinter-
mediate vorliegen. Compound II kann in einer weiteren 1le-Substratoxidation wieder zu
nativem MPO reduziert werden (Abb. 1.4) (Winterbourn et al. 2000, Lau und Baldus
2006).

Die MPO kann auBerdem fiir die Bildung von inflammatorischen Substanzen aus der Oxi-
dation von NO' verantwortlich gemacht werden. Die entstehenden Radikale wihrend der
Reduktion von Compound I zu II haben ihrerseits hohes reaktives Potential. So konnen sie
NO’ unter Verbrauch von H;0 zu NO; oxidieren und damit biologisch inaktivieren. Das

entstandene NO, ist wiederum durch die Oxidierung von Radikalen zu NO,  gefihrdet,
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welches selbst ein hochreaktives nitrierendes Agens ist (Eiserich et al. 1998), dass Tyrosin

zu Nitrotyrosin (NO,Tyr) oxidiert.

H,O, H,O
Compound |
HOCI H* + CI-
*+NO,
H*+ NO, Compound Il
NO* + H,0

Abbildung 1.4: Schematische Darstellung der katalytischen Reaktionswege der Myelo-
peroxidase. MPO wird in einer 2e -Reaktion zu dem Intermedidrstadium Compound I oxi-
diert. In einer 2e -Riickreaktion kann hypochlorige Sdure (HOCI) aus Chlorid (CL) und
H' gebildet werden. Mittels 1¢-Ubertragung wird das Intermedidrstadium Compound II
erreicht. Hierbei katalysiert Compound I die Oxidation von physiologischen Substraten
wie Haliden oder aromatische Aminosduren mittels Protonenabspaltung, die danach als
Radikalintermediate vorliegen. Physiologische Substrate (RH), Radikale (R’) (Modifiziert
nach Eiserich et al. 2003).

1.6.3 Funktion

Die physiologische Funktion von MPO wurde lange Zeit ausschlieBlich in der Pathogen-
abwehr vermutet (Klebanoff 1999). Es wurde angenommen, dass ihre Fihigkeit, durch
Sekretion aus Granula der PMN wéhrend des oxidativen Burst die Reaktion von Radikalen
und H,O; zu hypochloriger Sdure zu katalysieren, essenziell fiir die Bekdmpfung mikrobi-
eller Spezies sei. Studien an MPO-defizienten Médusen sowie Beobachtungen an Individu-
en mit MPO-Defizienz haben jedoch gezeigt, dass diese keine generell gesteigerte Infekti-
onsneigung mit bakteriellen Erregern haben. Es zeigte sich allerdings ein erhohtes Risiko
fiir eine Infektion mit Candida Albicans sowie eine Assoziation mit autoimmunen Vaskuli-

tiden (Winterbourn et al. 2000, Lanza 1998).
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MPO hat neben den oben bereits angesprochenen mikrobioziden Eigenschaften wichtige
Auswirkung auf die endotheliale Dysfunktion, die Entwicklung von Atherosklerose und

die Aufrechterhaltung von kardiovaskuldren Erkrankungen.

1.6.4 Rolle der MPO in der Entstehung der Atherosklerose

Durch MPO generierte ROS tragen durch ihre oxidative Aktivitdt in der Entstehung und
dem Progress kardiovaskuldrer Erkrankungen bei. Der Vorldufer dieser Erkrankungen ist
die Atherosklerose. MPO vermittelt {iber oxidative Kaskaden die Induktion der Schaum-
zellbildung, den Progress der endothelialen Dysfunktion, die Entwicklung vulnerabler
Plaques sowie das ventrikuldre Remodeling nach Myokardinfarkten. So konnte unter ande-
rem gezeigt werden, dass MPO und seine Reaktionsprodukte in vaskuldren Atheromen
akkumuliert. Weiterhin ist der Nachweis von LDL, welches durch hypochlorige Sdure oxi-
diert wurde, ein weiterer Hinweis filir die Beteiligung von MPO an der Entstehung und
Progression von kardiovaskuldren Erkrankungen (Brennan und Hazen 2003, Nicholls und
Hazen 2005).

Seit der Hypothese der inflammatorischen Induktion der Atherosklerose zunehmend Be-
achtung geschenkt wurde, ist NO' als kritischer Mediator zunehmend in den Fokus der
Forschung geriickt. So konnte gezeigt werden, dass bei akuter Entziindung PMN aktiviert
werden, MPO ausgeschiittet wird und NO® durch oben genannte oxidative Prozesse in sei-
ner Funktion als Vasodilatator eingeschrankt wird. MPO vermindert somit die Endothel-
vermittelte Relaxation des Geféles als direkte Antwort auf einen inflammatorischen Reiz
(Eiserich et al. 2003).

Ein kritischer Meilenstein in der Entstehung der Atherosklerose ist die Bildung des ,,fatty
streak, einer Anreicherung lipidbeladener Makrophagen und Schaumzellen in der Tunica
Intima der Arterienwand. Modifizierte, atherogene Lipoproteine, die von Makrophagen
aufgenommen aber nicht abgebaut werden konnen, entstehen durch MPO-abhéngige Oxi-
dation (Abb. 1.5). Wihrend der Oxidation von Tyrosin und Nitrit entstehen das Tyrosinra-
dikal und Stickstoffdioxid, welche gleichermaBlen in der Lage sind Lipoproteine oxidativ
zu verdndern (Daugherty et al. 1994, Nicholls und Hazen 2009, Zhang et al. 2002).

Im Progress der atherosklerotischen Lésion ist MPO ebenfalls ein kritischer Mediator. So
konnte gezeigt werden, dass MPO in atheromatdsen Plaques katalytisch aktiv ist und zum
pathologischen Progress durch Plaque-Destabilisierung maB3geblich beitrdgt (Daugherty et
al. 1994, Virmani et al. 2006). Wie bereits in Kapitel 1.4 erlautert, ist MPO hierfiir neben

der Rezeptor-vermittelten Extravasationsbewegung der PMN direkt an deren Migration ins
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Gewebe durch die Verdnderung der PMN Oberfldchenladung beteiligt (Abb. 1.2). Durch
die positive Ladung des Molekiils ndhert es sich der negativ geladenen Glykokalix des
Endothels an und kann mittels Transzytose im subendothelialen Raum akkumulieren

(Baldus et al. 2001, Klinke et al. 2011).

1.6.5 MPO und Myokardinfarkt

Bei fortschreitender vaskuldrer Atheromatose trigt MPO zur Plaquedestabilisierung und
zur Plaqueruptur mit konsekutivem GefaBverschluss bei. Studien konnten zeigen, das er-
hohte MPO-Serumlevel kardiovaskuldren Ereignissen wie dem akuten Koronarsyndrom
vorausgehen, sowie durch Ischimie und Reperfusion erzeugt werden. Somit kann MPO als
ein unabhingiger diagnostischer Serummarker bei klinischem Verdacht auf ein akutes Ko-
ronarsyndrom angesehen werden. In verschiedenen Studien korrelierten MPO-
Serumspiegel mit dem Auftreten von Myokardinfarkt und der Wahrscheinlichkeit von ful-
minanten Verldufen (Baldus et al. 2003, Baldus et al. 2004, Rudolph et al. 2010).
Desweiteren wurde gezeigt, dass MPO profibrotisch bei Umbauprozessen am Herzen be-
teiligt ist und eine entscheidende Rolle im Prozess des ventrikuldren Remodelings nach
Myokardinfarkt zu spielen scheint (Askari et al. 2003). MPO katalysiert tiber die Bildung
von hypochloriger Sdure die Aktivierung von Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) aus ih-
ren inaktiven Vorstufen. Demzufolge ist das Enzym an erhohtem Umbau der extrazellula-
ren Matrix (ECM) und Gewebefibrosierung beteiligt. Strukturelle Gewebeverdnderungen
machen das Myokard anfilliger fiir Herzrhythmusstérungen. In der Studie von Rudolph
und Kollegen konnte MPO als Mediator bei der Entstehung des Vorhofflimmerns identifi-
ziert werden (Rudolph et al. 2009).
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Abbildung 1.5: Proinflammatorische Eigenschaften der MPO und deren Auswirkungen
auf die Gefifiwand. Durch oxidativen Stress entsteht eine endotheliale Dysfunktion mit
darauf folgender inflammatorischer Antwort. Die Permeabilitit des Endothels nimmt zu,
LDL lagern sich im subendothelialen Raum an und neutrophile Granulozyten (PMN) und
Monozyten werden angelockt. Aktivierte PMN degranulieren, ausgeschiittete reaktive Sau-
erstoffspezies (ROS) und MPO vermindern die Bioverfiigbarkeit von Stickstoffmonoxid
(NO’). MPO inaktiviert die endotheliale NO-Synthetase (eNOS) und fireies NO', setzt zyto-
toxische hypochlorige Sdure frei, modifiziert LDL zu oxidiertem LDL und lockt weitere
PMN an. Hypochlorige Sdure aktiviert proteolytische Matrix-Metalloproteinasen (MMPs),
welche die extrazellulire Matrix (ECM) destabilisieren. Monozyten differenzieren zu akti-
vierten Makrophagen. Oxidiertes LDL wird von Makrophagen iiber den Scavenger Rezep-
tor (Sc-R) unkontrolliert aufgenommen. Durch Sekretion von Zytokinen und Chemokinen
wie Tumor-Nekrose Faktor-alpha (TNF) und IL-1 (Interleukin 1) wird die Expression von
Selektinen und Integrinen auf den Endothelzellen stimuliert, weitere Monozyten werden
angelockt. Makrophagen sind nicht in der Lage das ox-LDL abzubauen und degenerieren
schlieflich zu lipidbeladenen Schaumzellen, die im Verlauf unter Freisetzung weiterer Ent-
ziindungsfaktoren nekrotisch zugrunde gehen. Zur Einddmmung der Nekrose wandern
glatte Muskelzellen aus der Tunica intima in den subendothelialen Raum und proliferieren
dort. Dies fiihrt zur Progression des Entziindungsprozesses und zur Initilerung einer
atherosklerotischen Ldsion.
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1.7 Die ischdmische Herzerkrankung

1.7.1 Definition und Pathophysiologie

Die ischdmische Herzerkrankung beschreibt den Zustand von Blut- beziehungsweise
Sauerstoffunterversorgung des Myokards oder eines Myokardareals. Die Atiologie der
ischdmischen Herzerkrankung ist in den meisten Féllen eine durch kardiovaskuldre Risiko-
faktoren verursachte koronare Atherosklerose. Der Progress koronarer Atherosklerose
fithrt zu progredienter Einengung des Gefdlllumens, was zu einer Verminderung der arteri-
ellen Perfusion im distalen Stromgebiet fiihrt. Desweiteren fiihrt die endotheliale Dysfunk-
tion zur Alteration der vasomotorischen Kapazitit der Arterie. Bei erhdhtem Sauerstoffbe-
darf des Myokards ist eine Regulation der Perfusion mittels Vasodilatation eingeschrénkt
und es kommt zur Ischdmie. Typischerweise stellt sich die ischdmische Herzerkrankung

klinisch als Angina pectoris dar (Longo et al. 2012).

1.7.2 Pathophysiologie des Myokardinfarktes

Kommt es bei fortschreitender Inflammation eines atheromatdsen koronaren Plaques zur
Ruptur oder Erosion der fibrosen Kappe und Freilegung des nekrotischen Kerns, fiihrt dies
zur konsekutiven Thrombosierung und zum vdlligem Verschluss der Arterie. Inflammato-
rische Prozesse werden fiir die Plaquedestabilisierung verantwortlich gemacht. Wie in Ka-
pitel 1.4 bereits erldutert, haben chronisch inflammatorische Prozesse die Aktivierung von
PMN und Monozyten zur Folge, welche durch ROS-Generierung und MPO-Ausschiittung
zur Vulnerabilitit der Lasion beitragen. Diesbeziiglich sind die Aktivierung der MMPs und
der hierdurch progrediente Abbau der ECM fiir die Ausdiinnung und zuletzt auch Ruptur
der schiitzenden fibrosen Kappe des Plaques propagiert worden (Libby 2001, Giordano
2005). Die humorale Reaktion auf eine Plaqueruptur fiihrt zu einer Aktivierung der Gerin-
nungskasakde und insbesondere von Thrombozyten, welche sich intraluminal auf das alte-
rierte Gewebe lagern. In der Folge bildet sich ein Thrombus, welcher das gesamte Gefal3-
lumen einnehmen kann und eine absolute Ischimie des distalen arteriellen Stromgebiets
zur Folge haben kann (Jennings et al. 1990, Libby 2001, Virmani et al. 2006).

Das Ausmal des ischdmischen Gewebeschadens ist abhingig von der Lokalisation des
Gefdlverschlusses. Ausgedehnte Infarkte gehen aufgrund von schweren Komplikationen

mit einem hohen Mortalitdtsrisiko einher. Die vollstindige, proximale Okklusion einer
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oder mehrerer Koronararterien ist mit einem hohen Risiko der absoluten kardialen Ischi-
mie und dem plotzlichen Herztod assoziiert.

Postischdmische Komplikationen werden durch unterschiedliche Faktoren beeinflusst.
Durch Resorption von Nekrosen bei transmuralen Myokardinfarkten (MI) konnen
Herzwandaneurysmen entstehen, welche das Risiko einer Ventrikelruptur erhdhen. Postis-
chidmische Narbenbildung wird durch den Ersatz von nekrotischen Myozyten durch Fibro-
zyten ermoglicht. Fibrozyten fehlt die Féhigkeit zur physiologischen Erregungsleitung, da
die zellverbindenden Connexine mit den Myozyten zugrunde gehen (Roell et al. 2007).
Demzufolge ist das Risiko fiir lebensbedrohliche Herzrhythmusstérungen nach einem My-
okardinfarkt erhoht. Eine Verschlechterung der kardialen Pumpfunktion wird durch die
verminderte Kontraktionsfahigkeit des fibrosen Narbengewebes erklért. Eine Herzinsuffi-
zienz durch eine postischdmische dilatative Kardiomyopathie ist demnach multifaktoriell
durch Gewebeverlust und Veridnderung der kontraktilen sowie elektrophysiologischen Ei-

genschaften bedingt.

1.8 Reperfusionstherapie

Die Akuttherapie bei einer thrombotisch verschlossenen Koronararterie besteht in der in-
terventionellen Wiedereroffnung mittels kathethergestiitzter Ballondilatation und gegebe-
nenfalls Stenting mittels perkutanen transluminalen Koronarangioplastie (PTCA) oder
Thrombolyse des betroffenen Gefél3es.

Das kurzzeitige Uberleben von Patienten nach MI wird durch die interventionelle Reperfu-
sionstherpie deutlich verbessert, da durch die Wiederherstellung der Blutversorgung der
weitere ischdmische Gewebeuntergang reduziert wird (Fraccarollo et al. 2012). Paradox-
erweise wird hierdurch die langfristige Morbiditdt und Mortalitdt nicht beeinflusst. Die
Erklarung dafiir ist eine durch die Reperfusion ausgeldste Inflammationsreaktion, welche
zu einer additiven Myokardschadigung fiihren kann (Yellon und Hausenloy 2007, Frohlich
et al. 2013).

1.8.1 Definition und Pathophysiologie des Reperfusionsschadens

Wird im Rahmen einer Katheterintervention mittels Ballondilatation, Stentimplantation
oder einer Thrombolyse das betroffene Myokard wieder reperfundiert, kommt es zur Inva-

sion von Immunzellen in das nekrotisch-inflammatorische Infarktareal. Diese generieren
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zytotoxische Substanzen wie ROS und RNS, setzen MPO frei und aktivieren MMPs. Die-
ser Mechanismus fiihrt zu einer additiven Schiadigung des betroffenen Areals (Frohlich et
al. 2013). Studien haben desweiteren zeigen konnen, dass die Liange der Ischimiezeit bis
zur Reperfusion mit der Schwere des Reperfusionsschadens korreliert (Prasad et al. 2009).
Durch die vorangegangene Ischdmie im Gewebe ist das zellulire ATP komplett aufge-
braucht, ATP-abhéngige Vorginge sowie die Aktivitit von lonenkandlen kommen zum
Erliegen. Hierbei kommt es zum Kalium-Ausstrom und Calcium-Einstrom in die Myozy-
ten, was zur Umwandlung der Xanthindehydrogenase zur Xanthinoxidase sowie zu Hyper-
kontraktion des sarkoplasmatischen Retikulums fiihrt. Xanthinoxidase oxidiert Hypo-
xanthin zu Xanthin, als Nebenprodukt entstehen zytotoxische ROS, die durch Lipidoxida-
tion die Zellmembran schiddigen und zur Nekrose beitragen (Hoffman et al. 2004, Yellon
und Hausenloy 2007). Bei der Reperfusion des Gewebes werden durch die nekrotisieren-
den Zellen Zytokine freigesetzt, welche PMN anlocken und zur Gewebemigration stimu-
lieren (Jordan et al. 1999). Wihrend der Gewebeinfiltration der PMN wird die Freisetzung
der ROS zunehmend durch die NADPH-Oxidase generiert, welche ihr reaktives Potenzial
in der Enzymdenaturierung und direkten Schiadigung der DNA entfaltet (Zweier und
Talukder 2006).

In aktuellen Studien wird MPO zunehmend als moglicher Mediator in der Vermittlung des
kardialen Ischdmie-Reperfusionsschadens diskutiert. Mittels ihrer katalytischen Aktivitit
vermittelt sie zytotoxische und profibrotische Signalkaskaden. Durch MPO generierte ROS
spielen in der Entstehung, Progression und Komplikation der Atherosklerose eine ent-
scheidende Rolle und konnen nach kardialer Ischdmie zur Nekrose, dem Reperfusions-

schaden und dem Remodeling beitragen (Baldus et al. 2004, Giordano 2005).

1.8.2 Kardiales Remodeling

Das Herz ist ein obligat acrobes Organ. Myozyten sind abhéngig von aerober Glykolyse
und nicht in der Lage unter anaeroben Bedingungen genug Energie zu produzieren um ihre
physiologische Funktion aufrecht zu erhalten. Fast alle Herzaktionen erfordern die oxidati-
ve Phosphorylierung zur Generierung von ATP in den myozytdren Mitochondrien. ATP-
abhingige Vorginge wie die Kontraktion und elektrischephysiologische Aktivitdt werden
nach kurzer Zeit der Ischdmie nicht mehr ausgefiihrt und es kommt zu einem Verlust von

kontraktilem Myokard (Giordano 2005).
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Die Entstehung einer Herzinsuffizienz nach kardialer Ischédmie, ist von der Infarktgrofe,
dem fibrotischen Umbau und chronischem Remodeling abhingig (Pfeffer und Braunwald
1990).

Da Myozyten nicht in der Lage sind nach einem schiddigenden Ereignis die Gewebeintegri-
tat durch Zellteilung zu regenerieren, entsteht in der Folge eines Infarktes durch Kollagen-
deposition eine fibrotische Narbe in dem betroffenen Areal. Um den Myokardschaden nach
Ischdmie zu begrenzen und die nekrotischen Myozyten abzubauen, werden inflammatori-
sche Prozesse aktiviert und Leukozyten angelockt um den Detritus abzurdumen. Zunichst
entsteht Granulationsgewebe welches im Verlauf von Fibrozyten durchsetzt wird. Monozy-
ten moderieren diesen Prozess durch Sekretion von Zytokinen, MMPs und Wachstumsfak-
toren. Hierdurch vermitteln sie die Resorption von Zelltrimmern, die Regulation der An-
giogenese und damit der Entstehung des Granulationsgewebes. Dieser Prozess fiihrt durch
die Immigration von Myofibroblasten und Fibrozyten zum dilatativen Umbau des Ventri-
kels mit kollagenem Narbengewebe (Frangogiannis 2008, Fraccarollo 2012).
Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) sind Proteasen und liegen in der extrazelluliren Mat-
rix (ECM) vor. Sie sind in der Lage Peptidbindungen zu spalten und die ECM ab- bezie-
hungsweise umzubauen. Sie werden in spezifische Gruppen wie Kollagenasen, Gelatinasen
und andere eingeteilt. Physiologische Funktion haben sie bei fibrotischen Umbauprozessen
wie der Wundheilung, der Schwangerschaft und dem Knochenstoffwechsel. Wie oben be-
reits angedeutet, kommt ihnen auflerdem eine entscheidende Rolle in der Entstehung und
Komplikation der Atherosklerose sowie bei den Umbauprozessen am Herzen nach einer
kardialen Ischdmie zu (Tyagi et al. 1996). So wird beispielsweise die Expression von
MMP-9 in Monozyten durch die Interaktion mit Endothelzellen gesteigert, weiterhin wird
deren Produktion durch die Differenzierung von Monozyten zu Makrophagen initiiert
(Amorino und Hoover 1998, Rodriguez et al. 2009).

Inaktive pro-MMPs konnen unter anderem durch MPO-katalysierte hypochlorige Sdure in
ihre aktive Form tiberfiihrt werden. Studien haben gezeigt, dass die Aktivitdt von MMPs in
strukturell verdndertem Myokard nach einem ischdmischen Ereignis erhoht ist und einen
bedeutenden Anteil an den Umbauprozessen beim kardialen Remodeling hat (Tyagi et al.
1996, Ducharme et al. 2000, Lindsey et al. 2006).

Die funktionellen, strukturellen und zelluldren Verdnderung der Myokardstruktur und der
fibrotische Umbau mit Kollagenfasern werden mit dem Begriff des kardialen Remodelings
beschrieben (Pfeffer und Braunwald 1990, St. John Sutton und Sharpe 2000). Die struktu-

rellen Verdnderungen der Ventrikelarchitektur haben Auswirkungen auf die elektrische
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Leitfdhigkeit, die Privention einer Ventrikelruptur, die Kontraktilitdt und damit auf die
Pumpfunktion und kdnnen in der Folge zur ischdmischen Kardiomyopathie, Herzinsuffizi-
enz sowie potenziell letalen Arrhythmien fiihren (St. John Sutton et al. 2003, de Jong et al.
2011).

1.8.3 Kardiale Fibrosierung

Nach zellschddigenden Ereignissen wie einer Ischimie kommt es zu myokardialen Um-
bauvorgidngen, in dem zugrunde gegangenes Myokard durch Kollagenfasern ersetzt wird
und sich eine fibrotische Narbe bildet. Im Myokard kommen hauptsichlich die Kollagen-
typen I und III vor, wobei Typ I 80% der kardialen Kollagenfasern ausmacht und pradomi-
nant in kardialer Fibrose vorliegt. Das gesunde Herz enthélt etwa 1% Kollagenfasern, wel-
che zwischen den Myozyten in der ECM vorliegen. Durch Alterungsprozesse oder chro-
nisch-geringfiigige Schiadigung fiihren chronisch inflammatorische Prozesse iiber eine re-
aktive Fibrose zur interstitiellen kardialen Fibrose. Akute schidigende Ereignisse fithren
zur Narbenfibrose, dem fibrotischen Ersatz zugrunde gegangenen Myokards durch Kol-
lagenfasern. Durch den Ersatz von Myozyten durch Kollagen nimmt die Elastizitdt des
Myokards ab, die Zell-Zell-Kontakte gehen durch eine Verbreiterung der ECM verloren
und die Narbenstrukturen wirken als elektrische isolierte Areale, die nicht an der physiolo-
gischen Erregungsleitung teilnehmen und hohes arrhythmogenes Potenzial besitzen. Kar-
diale Fibrose geht auBerdem mit dem Verlust von Connexin-45 sowie einer geringeren
Expression von Na'-Kanilen einher, woraus eine Verzdgerung der Erregungsleitung mit
konsekutiven EKG-Veridnderungen resultiert (Askari et al. 2003, De Jong et al. 2011).

Im Interstitium des Myokards befinden sich bis zu 70 % Fibroblasten, welche bei Verlet-
zungen des Gewebes durch pro-inflammatorische Signale unter anderem zur Produktion
von Kollagen angeregt werden und am Remodeling und an der Narbenentstehung beteiligt
sind. Dartiber hinaus sind die Zellen in der Lage zu Myofibroblasten zu transdifferenzie-
ren. Myofibroblasten sind durch Kollagenproduktion maf3geblich am kardialen Remode-
ling beteiligt und mit ihren glattmuskuldren Eigenschaften in der Lage, dem Narbengewebe
kontraktile Funktionalitit zu verleihen (van den Borne et al. 2010, Ma et al. 2014). Die
genauen Rollen der Fibroblasten und Myofibroblasten in der Pathogenese des kardialen
Remodelings und dessen Auswirkung auf die Ausbilding einer Herzinsuffizienz sind aktu-
ell noch Gegenstand der Forschung. Studien konnten jedoch bereits zeigen, dass Myo-
fibroblasten sowohl anti- als auch proinflammatorische Eigenschaften besitzen und durch

verschiedene Faktoren zur Bildung von Matrix-Metalloproteinasen (MMPs), Kollagen und
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der Expression von Zytokinen und Wachstumsfaktoren stimuliert werden (Porter und Tur-

ner 2009, Ma et al. 2014).

Fiir ein adaptives postischdmisches Remodeling wird eine Balance zwischen pro- und anti-
inflammatorischen Faktoren bendtigt, um einen Ausgleich zwischen iiberschieBender Nar-
benbildung und gesteigertem Abbau der ECM durch MMPs zu erreichen. UberschieBende
Narbenbildung resultiert in einer Zunahme der Ventrikelwanddicke und einem Verlust der
Kontraktilitdt, was eine diastolische Dysfunktion zur Folge haben kann. Bei einem gestei-
gerten Abbau von ECM Proteinen im Rahmen des Remodelings, kann es zu einem Aus-
diinnen der Ventrikelwand und einer Ruptur derselben kommen, als auch durch amotile
Ventrikeldilatation zu einer systolischen Dysfunktion. Es wird vermutet, dass durch eine
ausgedehnte Entziindungsreaktion im Rahmen eines MI Fibroblasten selbst zu pro-
inflammatorischen Zellen werden, welche durch Zytokin- und Chemokinsekretion die in-
flammatorische Kaskade unterstiitzen und die oben genannten Dysbalance beglinstigen
konnen (Shinde und Frangogiannis 2014).

Die diskrete interstitielle Fibrose wird nicht fiir das vermehrte Auftreten von ventrikuléren
Arrhythmien verantwortlich gemacht, hingegen aber die narbigen Fibrosemuster, welche je
nach Auspragungsform kompakt, fleckig, oder diffus erscheinen. Kompakte Fibrose wirkt
als ,.elektrisch isoliertes Areal* und 19st selten kreisende Erregungen aus. Fleckige Fibrose,
die durch die unregelméBige Distribution langer Kollagenfasern charakterisiert ist, hat das
hochste arrhythmogene Potenzial, da sich die Erregung um die unregelmifBigen Bereiche
herum bewegt und es schnell zu kreisenden Erregungen mit Re-entry und ventrikuldren
Tachyarrhythmien fiihren kann. Die diffuse Fibrose ist ebenfalls arrhythmiepotent, durch
jedoch definitionsgemal kiirzere Kollagenfasern ist das Risiko hierfiir nicht so ausgeprégt
wie bei der fleckigen Fibrose (De Jong et al. 2011).

Bisherige Studien haben hierzu zeigen konnen, dass das Ausmal der kardialen Fibrose mit
einer Verzogerung der Erregungsleitung, sowie erhohter Vulnerabilitit gegeniiber ventri-
kuldren Tachykardien korreliert und somit ein grofes Risiko fiir die Entstehung postischa-

mischer letaler Arrhythmien darstellt (Stein et al. 2008).
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1.9 Diagnostische Methoden

Neben den klinischen akuten diagnostischen Methoden zur Einteilung eines akuten Koro-
narsyndroms (ACS) wie EKG und laborchemischer Enzymdynamik, gibt es zur Beurtei-
lung des Myokardschadens nach einem stattgehabten Infarkt verschiedene bildgebende
Methoden.

1.9.1 Bildgebung

Die nichtinvasive kardiovaskuldre Bildgebung spielt im klinischen Alltag neben der inva-
siven perkutanen Koronarangiografie eine enorm grof3e Rolle. Die Beurteilung von Ventri-
kelgroBe, Kontraktilitdt sowie Ejektionsfraktion und Klappenverhalten sind insbesondere
prognostische Parameter mit hohem Stellenwert. Die cine-MRT und die Echokardiografie
werden zur Beurteilung der ventrikuldren Pumpfunktion anhand dieser Paramenter einge-
setzt.Die Kontrastmitte]-MRT (LGE-MRT) zur Einschitzung der Myokardfibrose nimmt
an Bedeutung zu (Friedrich 2000) und Myokardbiopsien (Whittaker et al. 1989) liefern

wertvolle Informationen tiber die Schwere des Fibroseschadens.

1.9.1.1 Echokardiografie

Die Echokardiografie wird vor allem wegen ihrer schnellen Verfiigbarkeit, leichten Durch-
fithrbarkeit und niedrigen Kosten im klinischen Alltag hdufig genutzt. Sie ist ein verldssli-
ches Instrument in der Beurteilung der Herzinsuffizienz, da die linksventrikuldre Funktion
sowie die Klappenbewegungen in Echtzeit beurteilt werden konnen. Die Echokardiografie
bedient sich zweidimensionaler Bilderzeugung, durch Einstellungen des Schallkopfes in
unterschiedlichen Winkeln kann das Herz aus den drei Raumebenen beurteilt werden. Die
Echokardiografie kann keine Aussage {iber strukturelle Verdnderungen des Myokards tref-
fen, sie ist jedoch eine verldssliche Methode um regionale Wandbewegungsstdrungen,
ventrikuldre Hypertrophie oder Dilation, eingeschrinkte ventrikuldre Pumpfunktionen,

kardialen Blutfluss und Klappenvitien beurteilen zu kénnen (St. John Sutton et al. 1993).

1.9.1.2 Kardiale Magnetresonanztomografie

In der kardialen Magnetresonanztomografie (CMR) lassen sich durch Ausnutzung des un-
terschiedlichen Resonanzverhaltens von Protonen im Magnetfeld nach Radiofrequenzpul-

sen verlésslich verschiedene Gewebe von einander differenzieren (Mewton et al. 2011).
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Dieser Vorteil wird von der Mdglichkeit beliebige Bildakquisitionsebenen im Raum zu
wihlen noch gesteigert. Es konnen alle kardialen Strukturen abgebildet werden, auch Un-
tersuchungen des rechten Herzens sind moglich. Aus diesen Griinden ist sie umfassender
als die Echokardiografie. Desweiteren ist die Qualitdt der Kardio-MRT im Gegensatz zur
Echokardiografie nicht untersucherabhingig.

Die Differenzierung unterschiedlicher Gewebekomponenten wird in T1-gewichteten Se-
quenzen mithilfe des Kontrastmittels Gadolinium durch verdnderte Relaxationszeiten noch
spezifischer. In der myokardialen Fibrose, die das strukturelle Korrelat fiir postischdmi-
sches Remodeling darstellt, gibt es ein verzogertes Gadolinium wash-out, da in dem Nar-
bengewebe die Kapillardichte verringert und die Mikrozirkulation langsamer ist als im
gesunden Myokard (Mewton et al. 2011). Gadolinium ist nicht fibrosespezifisch, es zeigt
ebenfalls héhere Signalintensititen bei Entziindung und Odem (Karamitsos et al. 2009).
Studien haben gezeigt, dass die Kontrastmittelspdtanreicherung, delayed gadolinium en-
hancement (LGE), in der Infarktnarbe mit der Kollagendistribution der histologischen Un-
tersuchung korreliert und die InfarktgroBe somit in vivo im MRT bestimmbar ist (Kim et
al. 1999, Marholdt et al. 2002). Die peri-Infarktzone (Odem) ldsst sich mittels T2-
gewichteten Sequenzen ermitteln (Stork et al. 2006). Weiterhin kann die LGE-MRT eine
Prognose beziiglich des kardialen Remodelings nach reperfundierten Herzinfarkten treffen
(Lund et al. 2007). Sie ist auBerdem geeignet um die Viabilitit des Myokards zu beurtei-
len, dabei ist sie sogar sensitiver als die Single-Photon-Emissions-Computertomografie
(SPECT) (Ricciardi et al. 2001, Wu et al. 2001). Zusitzlich lassen sich mit der MRT mog-
liche Komplikationen nach Myokardinfarkt erkennen, wie etwa durch die Beurteilung des
Infarktrandbereiches, hier konnen Vorhersagen iiber das Auftreten kardialer Arrhythmien
getroffen werden (Schmidt et al. 2007). Es konnte sogar gezeigt werden, dass durch die
Beurteilung des LGE in der peri-Infarktzone eine Prognose beziiglich der Morbiditét und
Mortalitit gemacht werden kann (Yan et al. 2006).

1.9.2 Histologie

Durch die histologische Untersuchung ist es mdglich eine Gewebedifferenzierung auf zel-
luldrer Ebene durchzufiihren. Durch verschiedene Farbungen lassen sich pathologische
Prozesse und Strukturverdnderungen nachweisen (Whittaker et al. 1989).

In der Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE) erscheinen saure Strukturen wie Zellkerne und
DNA blau, Zytoplasma, Bindegewebe und Kollagen rosa, daher ist die HE-Féarbung beson-

ders zur Zelldifferenzierung geeignet.
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Picrosiriusrot (PSR) ist eine Kollagenfirbung, in der hauptséichlich die Kollagentypen I
und III rot angefdrbt werden, das Muskelgewebe und Zytoplasma bleiben gelb. Hier ist
keine suffiziente Zelldifferenzierung moglich, da keine Kernfarbung vorliegt (Junqueira et

al. 1979).

1.10 Therapie

Die kausale Therapie der ischdmischen Herzerkrankung in Form von Primér- und Sekun-
dérpriavention ist die Minimierung von Risikofaktoren um den Krankheitsprogress zu ver-
hindern. Zur Modifizierung einiger Risikofaktoren wie Serumcholesterin, Diabetes Melli-
tus und arterielle Hypertonie wird eine medikamentdse Einstellung zur Blutdrucksenkung,
Verminderung des Remodelings, Optimierung des Lipidprofils sowie der Vasodilatation
und Thrombozyten-Aggregationshemmern empfohlen (McMurray et al. 2012).

Zur akuten Therapie des ST-Strecken Hebungsinfarktes (STEMI) gibt es die revaskulari-
sierenden Optionen der intravasalen Thrombolyse, PTCA, sowie der Bypassoperation.
Aktuelle Therapieansitze beziehen sich neben der Pravention und Modulation von Risiko-
faktoren in der Mehrzahl auf die Beeinflussung des kardialen Remodelings. Diese haben
die Absicht, die negativen Konsequenzen wie Erregungsleitungsstorungen und Verminde-
rung der ventrikuldren Pumpfunktion zu verhindern und daraus resultierende Erkrankun-
gen wie lebensbedrohliche Arrhythmien und Herzinsuffizienz zu vermeiden (Fraccarollo et
al. 2011).

Hier sind unter vielen anderen Targets die Modulation von microRNAs, Stammzelltherapie
(Roell et al. 2007), Mineralocorticoidrezeptorblockade, Applikation von Monozyten oder
Makrophagen und Myofibroblasten, sowie die Therapie mit nitrierten Fettsduren (Rudolph
et al. 2010, Bonacci et al. 2011) in der Diskussion.

Eine Vielzahl von Studien suggerieren, dass die Inaktivierung der MPO das Ausmal des
Ischdmie-Reperfusionsschadens begrenzen, sich positiv auf das Outcome auswirken kann
und somit als ein potenziell pharmakologisch therapeutisches Target betrachtet werden
kann (Baldus et al. 2004, Tiyerili et al. 2016). AuBBerdem konnte gezeigt werden, dass
MPO-defiziente Méduse weniger ventrikuldres Remodeling durch geringere Leukozytenin-
filtration und bessere linksventrikuldre Pumpfunktion haben als Wildtypmiuse nach per-

manenter Ligatur der LAD (Askari et al. 2003).
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2 Zielsetzung

Die ischdmische Herzerkrankung ist weltweit die hdufigste Todesursache und mit einer
hohen Morbiditit verbunden. Bei der akuten kardialen Ischdmie begrenzt die katheterge-
stiitzte Koronarintervention die Ausdehnung der Gewebsnekrose. Die dadurch erzeugte
Reperfusion fiihrt jedoch durch die Vermittlung von inflammatorischen Prozessen para-
doxerweise zu einer weiteren Myokardschiadigung.

Die Pathophysiologie der myokardialen Inflammationsprozesse nach Reperfusion ist bis-
lang nicht vollstdndig verstanden. Bisherige Untersuchungen konnten zeigen, dass dem
leukozytéren Protein Myeloperoxidase (MPO) eine Schliisselrolle in der Mediation der
postischdamischen Entziindungsreaktion und damit dem komplikationsreichen postischdmi-

schen Remodeling zukommt.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, etwaige Funktions-, Groflen- sowie Strukturunterschie-
de des infarzierten und reperfundierten Myokards zwischen MPO-defizienten und Wild-
typ-Méusen mittels Echokardiografie, kardialer Magnetresonaztomografie und Histologie
aufzuzeigen. Die Untersuchungen sollen die MPO als Faktor fiir die Pathogenese des kar-

dialen Reperfusionsschaden in vivo weiter charakterisieren.

Die Ergebnisse sollen einen Beitrag zu einem mdglichen therapeutischen Ansatz leisten.
Hierfiir sollen die Erkenntnisse {iber die Rolle der MPO fiir die Begrenzung der lokalen
Infarktausdehnung genutzt werden. Durch eine gezielte pharmakologische Intervention der
MPO Enzymaktivitit konnte klinische Outcome nach koronarer Revaskularisierung ver-

bessert werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Reagenzien und Arzneistoffe

Bezeichnung

Hersteller

Aceton

Merck (Darmstadt)

Aminoethyl carbazol (AEC)-Ldsung

Thermo Scientific (Pittsburgh, USA)

Avertin (2-2-2 Tribromethanol)

Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

Buprenorphin, Temgesic®

Reckitt Benckiser (Mannheim)

Cytoseal XYL Richard-Allan  Scientific ~ (Kalamazoo,
USA)

Enrofloxazin, Baytril® Bayer Vital GmbH (Leverkusen)

Eosin Merck (Darmstadt)

Ethanol 96% Walter CMP (Kiel)

Formaldehyd Merck (Darmstadt)

Gd-DTPA, Magnograf® 0,5 mmol/ml, In-

jektionslosung

Bayer Vital GmbH (Leverkusen)

Instant Hamatoxylin

Thermo Scientific (Pittsburgh, USA)

Isopropanol

Walter CMP (Kiel)

Isofluran (Forene®)

Abott Laboratories (Illinois, USA)

Metamizol Ratiopharm (Ulm)

O.C.T. Compound Sakura Finetek Europe (Zoeterwoude, NL)
Paraffin Engelbrecht (Edermiinde)

PBS Invitrogen (California, USA)
Polyethylenglykol Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

Salzsaure 25%

AppliChem (Darmstadt)

Veet® Enthaarungscreme

Reckitt Benckiser (Mannheim)

Xylol

Walter CMP (Kiel)
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3.1.2 Losungen

Bezeichnung

Ansatz

Avertinlésung 20mg/ml

Grundlosung: 15,5 ml 2-Methyl-2-
Butanol, 25 g 2-2-2 Tribomethanol
Injektionslosung: 0,5 ml Grundlosung,

39,5 ml NaCl

Eosin-Losung

240 ml Isopropanol, 30 ml Aqua bidest.,
1g Eosin

HCIl-Ethanol 0,25%

990 ml Isopropanol, 10 ml HCI 25%

3.1.3 Antikorper

Bezeichnung

Hersteller

Rat anti-mouse neutrophil Ly6g (1:40)

Hycult biotech (Uden, NL)

Horseradish peroxidase (HRP)-labeled
rabbit anti-rat (1:100)

Dako (Glostrup, DK)

HRP-labeled goat anti-rabbit (1:500)

Vectorlabs (Burlingame, USA)

3.1.4 Materialien

Bezeichnung

Firma

Katheter Portex Fine Bore Polyethene

Tubing

Smiths Medical ASD, Inc. (Keene, USA)

Vasofix® Brauniile® 22 G

BBraun (Melsungen)

Ethicon 8-0 Prolene Nahtmaterial

Johnson&Johnson Medical GmbH (Nor-
derstedt)

3.1.5 Mauslinien

Bezeichnung

Herkunft

C57bl/6]

The Jackson Laboratory (Maine, USA)

MPOtmIIUS/J

The Jackson Laboratory (Maine, USA)
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3.1.6 Laborgerite und Apparaturen

Bezeichnung

Firma

4-Kanal-Oberfldchenspule

Bruker BioSpin Corporation, (Billerica,
USA)

7-Tesla-Kleintier-MRT, ClinScan

Bruker BioSpin Corporation, (Billerica,
USA)

Digitale Mikroskopkamera DP25 Olympus (Hamburg)
Allied Vision Technologies GmbH
Digitale Mikroskopkamera Prosilica GC
(Stadtroda)
Eindeckautomat Microm CTM 6 Microm (Walldorf)
Féarbeautomat Leica ST4040 Leica (Wetzlar)

Fiber Optic Pulse Oximetry Sensor

SA Instruments, Inc. (Stony Brook, USA)

Kryostat Tissue-Tek Cryo3 Plus Micro-

Sakura Finetek Europe (Zoeterwoude,

tome NL)
Lichtmikroskop BX51 Olympus (Hamburg)
Lichtmikroskop DMLB Leica (Wetzlar)

Model 1025 Monitoring & Gating System

SA Instruments, Inc. (Stony Brook, USA)

Paraffinstation Tissue-Tek

Sakura Finetek Europe (Zoeterwoude,

NL)

PathCentre Enclosed Tissue Processor

ThermoScientific (Pittsburgh, USA)

Respirator MiniVent Type 845, Harvard | Hugo  Sachs  Elektronik,  (March-
Apparatus Hugstetten)
Schlittenmikrotom Leica SM 2000R Leica (Wetzlar)

Ultraschallgerdt Vevo® 2100

VisualSonic Inc, (Toronto, Kanada)

3.1.7 Software

Bezeichnung

Hersteller

Cell*A Digital Imaging Solutions

Olympus (Hamburg)

HeAtbase

PD Dr. Dennis Sidring, Universitdtsklini-

kum Hamburg-Eppendorf

Syngo

Siemens (Miinchen)

PC-SAM Monitor

SA Instruments, Inc. (Stony Brook, USA)
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SPSS 20.0

IBM (Armonk, USA)

Vevo® Software

VisualSonic Inc. (Toronto, Kanada)
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3.2 Methoden

3.2.1 Tiermodell

Alle tierexperimentellen Methoden wurden beantragt und genehmigt vom Tierschutz-
beauftragten des Universitdtsklinikums Hamburg-Eppendorf und der Behdrde fiir Soziales,
Familie, Gesundheit und Verbraucherschutz -Lebensmittelsicherheit und Veterindrwesen
der Stadt Hamburg.

Der Tierantrag mit dem Titel "Bedeutung der leukozytiren Peroxidase Myeloperoxidase
fir die Entstehung von ventrikuldren Postinfarkt-Arrhythmien." hat die

Genehmigungsnummer 09/43.

Alle herzchirurgischen Eingriffe wurden von Lisa Remane in der experimentellen Kardio-

logie, Universititsklinikum Hamburg-Eppendorf durchgefiihrt.

3.2.2 Mauslinien

Die MPO-knockout-Maus ist von Aldons Lusis an der University of California, LA, er-
zeugt worden und ist bei the Jackson Laboratory, Maine, kommerziell erhiltlich. Die
Mauslinie ist homozygot flir die Mutation, es wird kein Genprodukt fiir MPO, also weder
mRNA noch Protein, erzeugt. Es gibt keinen Unterschied zu dem Wildtyp hinsichtlich der
Leukozytenzahlen oder der leukozytdren Superoxidproduktion. Im Gegensatz zum Wildtyp
weisen allerdings die Monozyten sowie die neutrophilen Granulozyten keinerlei Peroxi-

daseaktivitdt sowie Hypochloritproduktion auf (Brennan et al. 2001).

Der C57bl/6] Mausstamm wurde urspriinglich von C. C. Little 1909 fiir die Tumorfor-
schung entwickelt und ist der am héufigsten verwendete Inzuchtstamm von Labormiusen.
Die Koronaranatomie der Tiere ist nachweislich mit der menschlichen vergleichbar, eben-

so die myokardiale Reaktion auf Koronarligation und Infarkt (Kumar et al. 2004).
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3.2.3 Das kardiale Ischamie- und Reperfusionsmodell

Zur Erzeugung eines myokardialen Reperfusionsschadens wurden 9 bis 14 Wochen alte,
20 — 30 g schwere, minnliche Wildtypmiuse des Inzuchtstammes C57bl/6J (WT), (n=28)
sowie méinnliche Myeloperoxidase-defiziente Mause (n=24) des gleichen genetischen Hin-
tergrundes mit der Bezeichnung MPO™"/J (Mpo™), auBerdem (n=2) Wildtyptiere als OP-
Kontrollen mit 1-sec-Ischdmie verwendet. Als sham-OP Kontrollen dienten n=12 WT so-

wie n=8 Mpo‘/ "Méuse.

Die Méuse wurden durch eine intraperitoneale Injektion mit Avertin (0,5 mg/g Korperge-
wicht) andsthesiert, mit einer Venenverweilkaniile (22 G) intubiert und iiber einen Respira-
tor mit Raumluft bei einer Frequenz von 170 /min und einem Schlagvolumen von 100
ul/10 g KG beatmet. Prioperativ unter Narkose erhielten die Tiere subkutan Buprenorphin
(0,75 ng/10 g Korpergewicht) zur Analgesie sowie Enrofloxacin (2,5 %, 1:10 in NaCl, 20
ul/10 g Korpergewicht) als Antibiotikaprophylaxe. Sobald eine negative Schmerzreiztes-
tung erreicht wurde, wurde das Tier auf einer 40° C warmen Heizplatte fixiert. Das Opera-
tionsgebiet wurde mit Enthaarungscreme enthaart und die Haut desinfiziert. Es erfolgte ein
linksthorakaler Hautschnitt und die Priparation des M. pectoralis major sowie des M. pec-
toralis minor. Beide wurden in Faserrichtung durchtrennt und mittels Fadenligatur nach
kranial und kaudal fixiert. Der Thorax wurde durch einen Interkostalschnitt auf Hohe der
4. und 5. Rippe eroffnet, das Herz frei prépariert und die linke Koronararterie lokalisiert.
Durch Ligatur des Ramus interventrikularis anterior der linken Koronararterie wurde eine
30 miniitige Ischdmie erzeugt. Hierzu wurde die Arterie etwa 1 bis 2 mm distal des Vor-
hofs mit einem 8-0 Prolene Faden umstochen und mit einem Knoten verschlossen. Der
offene Thorax wurde mit einem sterilen NaCl-Tupfer bedeckt, nach 30 Minuten wurde die
Ligatur wieder gelost um die Reperfusion des ischdmischen Gewebes zu gewihrleisten
(Michael et al. 1995). Die Erfolgreiche Reperfusion bestitigte sich intraoperativ durch die
Rotung des zuvor blassen ischdmischen Gewebes. Die Wundnaht erfolgte Schichtweise
durch Knopfnaht mit einem 6-0 Prolene Faden. Am Operationstag und am 1. postoperati-
ven Tag erhielten die Mause erneut Buprenorphin (Dosierung siehe oben) sowie weiches

Futter.
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Untersuchte
Mause (n=59)

I
I I I I

WT Mpo” sham WT sham Mpo~
(n=18) (n=21) (n=12) (n=8)

— Echo (n=11) — Echo (n=6) [— Echo (n=10) I~ Echo (n=8)

— MRT (n=18) — MRT (n=16)

— Histo (n=8) '— Histo (n=13) “— Histo (n=2)

Abbildung 3.1: Flussdiagramm des Ischimie-Reperfusionsmodells

3.2.4 Echokardiografische Untersuchung

Die echokardiographischen Untersuchungen und Auswertungen erfolgten durch Frau Bir-
git Geertz, Institut fiir experimentelle Pharmakologie und Toxikologie, Universitétsklini-

kum Hamburg-Eppendorf.

Die Untersuchung erfolgte fiir die Méause (WT n=11, Mpo” n=6, sham WT n=10, sham

Mpo” n=8) am 7. postoperativen Tag nach operativer Ischimie und Reperfusion.

Fiir die transthorakale Echokardiografie wurden die Tiere ebenfalls mittels Inhalationsnar-
kose durch ein Isofluran/Sauerstoff Gemisch (initial 5 % Isofluran, 2,5 % Erhaltungsdosis
ad 100 % Sauerstoff) anésthesiert. Sobald das Testen auf Schmerzreize negativ ausfiel,
wurden die Tiere auf einer 40° C warmen Wirmeplatte an den Extremitdten fixiert und die

Bauchseite der Tiere mit Enthaarungscreme enthaart.
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Die Echokardiografische Untersuchung wurde mit einem speziellen Ultraschallgerdt fiir
Kleintiere (Vevo® 2100, VisualSonic Inc., Toronto, Kanada) transthorakal durchgefiihrt.
Es erfolgten Aufnahmen in M-Mode, B-Mode, 2-Kammerblick und Gewebedoppler.

Die Auswertung der Aufnahmen wurde mithilfe des Programmes Vevo® Software (Visu-

alSonic Inc., Toronto, Kanada) ausgefiihrt.

Zur Ermittlung des linksventrikuldren Volumens wurde die modifizierte Simpson-Regel
genutzt. Hieraus konnte nach unten genannten Rechenschritten aus dem linksventrikuléren
endsystolischen (LVESV) sowie diastolischen (LVEDV) Volumen die Ejektionsfraktion
(EF) als prozentualer Parameter fiir die linksventrikuldire Pumpleistung sowie die systoli-
sche linksventrikuldre Durchmesserverkiirzung (fractional shortening, FS) als MaB fiir die
systolische Funktion bestimmt werden. Die Bestimmung der anterioren linksventrikuléren
Wandstirke erfolgte durch das Ausmessen derselben in der Diastole (AWThd).

In Tabelle 3.1 werden die mittels Echokardiografie erhobenen Messparameter dargestellt.

Tabelle 3.1: Echokardiografisch bestimmte linksventrikulire Funktionsparameter

Parameter Abkiirzung Berechnung

Ejektionsfraktion EF ((LVEDV-LVESV)/LVEDV*100)
Fractional shortening FS ((LVEDD-LVESD)/LVEDD*100)
Anteriore Wanddicke diasto- | AWThd

lisch

3.2.5 Kardiale Magnetresonanztomographie

Die MRT-Untersuchungen erfolgten in Zusammenarbeit mit der Forschungsgruppe von
Prof. Dr. G. Lund der Klinik und Poliklinik fiir diagnostische und interventionelle Radio-

logie, Universititsklinikum Hamburg-Eppendorf.

Die MRT erfolgte zur Detektion und GroBenbestimmung des Infarktareals durch Kon-
trastmittel-Spétanreicherung sowie zur Vitalititsdiagnostik wie Ventrikelfunktion, Ejekti-

onsfraktion und Wanddickenmessung durch die Cine-MRT.

Die Herzbildgebung mittels dediziertem 7-Tesla Kleintier-MRT (ClinScan, Bruker Bio-
Spin Corporation, USA) erfolgte im Rahmen des Ischdmie-Reperfusionmodells (WT n=18,
Mpo'/ "n=16) am 7. postoperativen Tag.
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3.2.5.1 Versuchsaufbau

Die Tiere wurden mittels Inhalationsnarkose durch ein Isofluran/Sauerstoff-Gemisch (initi-
al 5 % Isofluran, 2,5 % Erhaltungsdosis ad 100 % Sauerstoff) anésthesiert. Sobald das Tes-
ten auf Schmerzreize negativ ausfiel, wurde das Tier auf einer Wérmeplatte platziert.
Nachfolgend wurde subkutan Metamizol (200 mg/kg KG Metamizol in 300 pl NaCl-
Losung) zur Analgesie verabreicht. Nach Hautdesinfektion erfolgte die Punktion einer
Schwanzvene mit einer 30 G Kaniile, iiber die mittels eines Katheterschlauchs das Kon-
trastmittel (Gd-DTPA, Magnograf® 0,5 mmol/ml, Injektionslosung; 0,005 mmol/g Kor-
pergewicht)wéhrend der anschlieBenden MRT-Untersuchung verabreicht wurde.
AnschlieBend wurden die Tiere mit dem Thorax in einer dedizierten Maus-Spule (Bruker
BioSpin Corporation, USA) innerhalb des MRT-Gerites platziert. Die Inhalationsnarkose
(1,5 % Isofluran ad 100 % Sauerstoff) wurde wéhrend der gesamten Messzeit aufrecht er-
halten, zusitzlich lag das Tier unter einer 40° C warmen Wérmedecke.

Um die zu messenden Sequenzen auf die Herzaktion zu triggern, wurde zur Detektion der
Herzrate ein Pulsoxymeter an der Schwanzwurzel der Maus angebracht. Zur Atemtrigge-
rung wurde ein Atemmessgerdt unter dem Thorax platziert, um Bewegungsartefakte durch

Akquisition der Bilder in der endexpiratorischen Phase zu vermeiden.

3.2.5.2 Messprotokoll

Die vom Hersteller zu Verfiigung gestellten MRT Sequenzen wurden von Dipl. Phys. Mi-
chael Kaul (Klinik fiir Radiologie, Universitdtsklinikum Hamburg-Eppendorf) modifiziert
und optimiert. Die Dauer der gesamten MRT-Untersuchung betrug 45-65 Minuten in Ab-
héngigkeit von der Herz- und Atemfrequenz. Die genauen Sequenzparameter der einzelnen

Sequenzen finden sich in Tabelle 3.2.

Localizer

Die MRT-Untersuchung wurde mit T1-gewichteten-Gradienten Echo Sequenzen (GRE),
die als Localizer dienten, in den drei Raumachsen (axial, sagittal und coronar) begonnen.
Anhand dieser wurden daraufhin die folgenden MRT-Sequenzen geplant und durchgefiihrt.
Alle folgenden beschriebenen MRT-Sequenzen wurden mit Puls- und Atemfrequenz-

Triggerung durchgefiihrt.
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Cine-Sequenzen

Es wurden Cine-MRT-Sequenzen im 4-Kammerblick und 2-Kammerblick sowie kurzer
Achse durchgefiihrt. Die Kurzachsenschnitte reichten von der Ebene der Atrioventriku-

larklappen in Stufen von 1 mm und einer Schichtdicke von 1 mm bis zum Herzapex.

T2-gewichtete Sequenzen

Anschliefend folgte die Akquisition von T2w Bildern analog der oben genannten
Schichten und Ebenen. Zusitzlich wurden Sequenzen fiir ein T2-Mapping in den Ebenen

durchgefiihrt.

Perfusions- und Late-Gadolinium-Enhancement-Sequenzen

Direkt vor dem Verabreichen des Kontrastmittels wurde eine dynamische T1w-GRE Se-
quenz gestartet. Diese Sequenz lief wihrend der Kontrastmittelinjektion weiter und diente
zur Messung der Myokardperfusion.

12 Minuten nach der Kontrastmittelgabe erfolgte dann die Akquisition der Late-
Gadolinium-Enhancement (LGE) T1w-GRE Sequenzen, analog der zuvor geplanten Kur-
zachsen. Im Gegensatz zu den vorherigen 2D Sequenzen wurde hier das gesamte Organ als

dreidimensionaler (3D) Block gemessen.

Tabelle 3.2: MRT Sequenzparameter

4-Kammer |Langachse (Kurzachse [Perfusion [LGE
FoV Auslese (mm) 30 30 30 30
FoV Phase 100 100 100 100
Schichtdicke (mm) 1 1 1 1 0,75
TR (ms) 6 6 6 29 38
TE (ms) 2,55 2,55 3,01 1,12 1,17
Mittelungen 2 2 2 3 12
Flipwinkel® 25 25 25 20 20
Matrix 192 192 192 192 256
PAT-Modus keiner keiner GRAPPA | GRAPPA | GRAPPA
Beschleunigungsfaktor] 2 3 2

38




3.2.5.3 Auswertung der MRT-Aufnahmen

Die quantitative Auswertung der MRT Untersuchung erfolgte mit dem Programm HeAt-
base (PD Dr. D. Siring, Institut fiir Medizinische Informatik, Universititsklinikum Ham-
burg-Eppendorf). Zur Berechnung der linksventrikuldren Funktionsparameter wurden die
Cine-Sequenzen verwendet. In einer midventrikuldren Schicht wurden zuerst Diastole und
Systole ermittelt und danach fiir alle iibrigen Schichten festgelegt. Fiir die quantitative
Analyse wurde darauthin in jeder Schicht das Endokard und das Epikard des linken
Ventrikels konturiert und die berechneten Fldchen mit der Schichtdicke multipliziert. Mit
Hilfe der Analysesoftware konnten die in Tabelle 3.3 aufgezeigten Parameter bestimmt

werden.

Tabelle 3.3: Funktionsparameter der Cine-MRT-Auswertung

EDV Enddiastolisches Volumen

ESV Endsystolisches Volumen

EF Ejektionsfraktion

SV Schlagvolumen

RVDV rechtsventrikuldres diastolisches Volumen
RVSV rechtsventrikulares systolisches Volumen

PDM diastolische Masse der Papillarmuskel

PSM systolische Masse der Papillarmuskel

LVDM linksventrikulare diastolische Masse

LVSM linksventrikulére systolische Masse

In den LGE-Sequenzen erfolgte die InfarktgroBenbestimmung ebenfalls mit Hilfe der
Analysesoftware HeATbase. Die endokardialen und epikardialen Konturen des linken
Ventrikels wurden hierzu aus den Cine-Sequenzen auf die LGE-Sequenzen {ibertragen,
diese entprechen dem gesamten linksventrikulirem Myokard. AnschlieBend wurden ma-
nuell fiinf Messpunkte in das mit Kontrastmittel angereichertes Infarktareal gesetzt. Mittels
der Software und Schwellenwerttechnik wurde darauthin die Infarktgrofe automatisch
bestimmt (Abb. 3.2). Das Infarktvolumen wurde sowohl in Mikrogramm als auch in Pro-

zent ermittelt.
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Abbildung 3.2: Auswertung der MRT Bilder: Infarktgrofienbestimmung in der LGE-
MRT. Im Vergleich zu vorher definiertem gesunden Myokardgewebe, quantifiziert das

Programm HeAtbase das Fibroseareal als fokale Abweichung der Signalintensitdit als
Satndardabweichung (SD).

3.2.6 Histologie

Die Entnahme der murinen Herzen zur histologischen Aufarbeitung erfolgte unmittelbar
nach der magnetresonanztomografischen Untersuchung am 7. postoperativen Tag nach
Ischimie und Reperfusion (WT n=8, Mpo”~ n=8), auBerdem fiir n=2 WT 1-Sekunden-OP-

Kontrollen ohne vorausgegangene MRT oder Echokardiografie.

3.2.6.1 Organentnahme

Im Anschluss an die MRT Untersuchung wurden die Méuse erneut narkotisiert, allerdings
war hier die Isoflurandosis die ganze Zeit 5 % ad 100 % Sauerstoff, um die Herzentnahme
zu ermoglichen. Sobald das Testen auf Schmerzreize negativ ausfiel, wurde das Tier auf
einer Warmeplatte fixiert. Nach erfolgter Hautdesinfektion wurde das Abdomen unterhalb
des Rippenbogens erdffnet und mit einem Schnitt rechts lateral des Sternums durch das
Zwerchfell hindurch der Thorax erdffnet. Ein weiterer Schnitt links lateral durch das Tho-
raxschild sowie durch das Sternum hindurch machte die Durchtrennung der groen Gefél3e

des Herzens sowie die Organentnahme moglich. Das Herz wurde in eine Schale mit PBS-

40



Puffer gelegt um es ausschlagen und alle Blutreste entfernen zu lassen, danach wurde es
fiir die histologische Analyse in ein Gefd3 mit 4 % Formalin tiberfiihrt. Fiir die immunhis-
tochemische Untersuchung wurden die Herzen mittels O.C.T. Compound fiir Kryoschnitte

gefroren.

3.2.6.2 Histologische Aufarbeitung

Nach Fixierung mit Formaldehyd 4 % und Entwésserung in aufsteigenden Ethanolkonzent-
rationen (70 %, 90 %, 100 %) und Xylol wurde das Organ in einen Paraffinblock gegossen
und histologisch aufgearbeitet. Die Aufarbeitung erfolgte in Stufen vom Apex bis zur
Herzbasis, es wurden Querschnitte analog der Kurzachsenmessungen im MRT angefertigt.
Nach einem definierten Anschnitt wurden im Abstand von 200 um je zwei 2 um dicke
Schnitte genommen, je einer fiir eine Himatoxylin-Eosin-Farbung und einer fiir eine Picro-
siriusrot-Farbung. Der Herzkonus wurde bis zum Stichkanal aufgearbeitet. Bei einigen
Herzen (n=6) erfolgte vor der Fixierung mit Formaldehyd eine Entfernung des Apex und
der Basis, um einen definierten Herzkonus von 4 mm zu erhalten. Zu diesem Zeitpunkt
hatten wir angenommen, dass bei der histologischen Aufarbeitung des Konus der gesamte
Infarktbereich durch 20 Schnitte mit jeweils 200 um Abstand abgebildet werden wiirde. Es
zeigte sich jedoch teilweise eine fixierungsbedingte Verformung des Gewebes, was eine
planare Anschnittsflache nicht moglich machte. Zusitzlich konnte nach der Organentnah-
me die Ausdehnung des Infarktareals makroskopisch im unfixierten Zustand nicht genii-
gend beurteilt werden, so wurde bei diesen Herzen zum Teil infarziertes Gewebe mit dem
Apex entfernt. Die daraus resultierenden Konsequenzen bei der Auswertung der histologi-

schen Schnitte werden unten beschrieben., vergleiche hierzu auch Tab. 3.4, 3.5 und 3.6.
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Tabelle 3.4: Hohe in um der histologischen Schnitte fiir die Wildtypmduse

Mausnr

13366

2228

3399

3400

3402

3403

13203

13204

Typ

WT

WT

WT

WT

WT

WT

WT

WT

Anschnitt

Konus

Mikrotom

Mikrotom

Mikrotom

Mikrotom

Mikrotom

Konus

Konus

Auswertung

2 bis 13

10 bis 21

10 bis 21

12 bis 23

1bis6

13 bis 24

6 bis 17

4 bis 15

2000

2000

3000

1600

1600

1600

1500

1500

2200

2200

3200

1800

2100

1800

1700

1700

2400

2400

3400

2000

2600

2000

1900

1900

2600

2600

3600

2200

3100

2200

2100

2100

2800

2800

3800

2400

3600

2400

2300

2300

3000

3000

4000

2600

4100

2600

2500

2500

3200

3200

4200

2800

4600

2800

2700

2700

3400

3400

4400

3000

5100

3000

2900

2900

3600

3600

4600

3200

5600

3200

3100

3100

3800

3800

4800

3400

6100

3400

3300

3300

4000

4000

5000

3600

3600

3500

3500

4200

4200

5200

3800

3800

3700

3700

4400

4400

5400

4000

4000

3900

3900

4600

4600

5600

4200

4200

4100

4100

4800

4800

5800

4400

4400

4300

4300

5000

5000

6000

4600

4600

4500

4500

5200

5200

6200

4800

4800

4700

4700

5400

5400

6400

5000

5000

4900

4900

5600

5600

6600

5200

5200

5100

5100

5800

5800

6800

5400

5400

5300

5300

6000

6000

7000

5600

5600

5500

5500

6200

6200

7200

5800

5800

5700

5700

6400

6400

7400

6000

6000

5900

5900

Mausnr

6600

2669

6600

2670

7600

2680

6200

2389

3065

6200

6100

3312

6100

3320

Typ

MPO

MPO

MPO

MPO

MPO

MPO

MPO

MPO

Anschnitt

Konus

Konus

Mikrotom

Mikrotom

Konus

Mikrotom

Mikrotom

Mikrotom

Auswertung

2 bis 13

7 bis 18

5bis 16

9 bis 20

2 bis 13

6 bis 17

3 bis 14

3 bis 14

2000

2000

1000

2000

2000

2000

1000

1000

2200

2200

1200

2200

2200

2200

1200

1200

2400

2400

1400

2400

2400

2400

1400

1400

2600

2600

1600

2600

2600

2600

1600

1600

2800

2800

1800

2800

2800

2800

1800

1800

3000

3000

2000

3000

3000

3000

2000

2000

3200

3200

2200

3200

3200

3200

2200

2200

3400

3400

2400

3400

3400

3400

2400

2400

3600

3600

2600

3600

3600

3600

2600

2600

3800

3800

2800

3800

3800

3800

2800

2800

4000

4000

3000

4000

4000

4000

3000

3000

4200

4200

3200

4200

4200

4200

3200

3200

4400

4400

3400

4400

4400

4400

3400

3400

4600

4600

3600

4600

4600

4600

3600

3600

4800

4800

3800

4800

4800

4800

3800

3800

5000

5000

4000

5000

5000

5000

4000

4000

5200

5200

4200

5200

5200

5200

4200

4200

5400

5400

4400

5400

5400

5400

4400

4400

5600

5600

4600

5600

5600

5600

4600

4600

5800

5800

4800

5800

5800

5800

4800

4800
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Tabelle 3.6: Hohe in um der histologischen Schnitte fiir die 1-Sekunden I-R-Kontrollen

4654 4655
WT WT
Anschnitt |Konus Konus
Auswertung 1 bis 12 8 bis 19
Stl 2000 2000
St2 2200 2200
St3 2400 2400
St4 2600 2600
St5 2800 2800
St6 3000 3000
St7 3200 3200
St8 3400 3400
St9 3600 3600
St10 3800 3800
St11 4000 4000
St12 4200 4200
St13 4400 4400
St14 4600 4600
St15 4800 4800
St16 5000 5000
St17 5200 5200
St18 5400 5400
St19 5600 5600
St20 5800 5800

3.2.6.3 Histologische Fiarbung

Fiir die histologischen Farbungen erfolgte die Entparaffinierung der Schnitte mit Xylol und
Ethanol in absteigender Konzentration (100 %, 90 %, 70 %) und 1 min. Spiilung mit flie-

Bendem Wasser.

Fiir die Himatoxylin-Eosin-Fiarbung wurden die Schnitte 5 min. in Himatoxylin inkubiert,
anschlieend 1 min. mit flieBendem Wasser gespiilt, sowie 1 min. mit 0,25 % Salziure-
Ethanol differenziert und erneut 2 min. mit flieBendem Wasser gespiilt. Es folgte die Inku-
bation mit Eosin fiir 1 min., auch hier nach wurde 2 min. mit flieBendem Wasser gespiilt.
Durch die Behandlung mit Ethanol in aufsteigender Konzentration (70 %, 90 %, 100 %)
und Xylol wurden die Schnitte entwidssert und mittels Cytoseal XYL und Deckglas fixiert.
Die HE-Firbung erfolgte in die Praxis fiir Pathologie im Grandweg, 22529 Hamburg.

Fiir die Picrosiriusrot-Férbung nach Puchtler wurden die entparaffinierten Schnitte fiir 60
min. in einer 0,1 % Losung von Siriusrot F3B in gesittigter, wissriger Picrinsdure inku-
biert. AnschlieBend wurden die Schnitte in 0,05 M Salzsdure differenziert. Es folgte die

Entwisserung und Fixierung wie oben beschrieben (Junqueira et al. 1979).
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Die Picrosiriusrotfarbung erfolgte durch die Core Facility fiir Mauspathologie, Universi-

tatsklinikum Hamburg-Eppendorf.

3.2.6.4 Auswertung der Histologie

Fibroseflichenbestimmung

Fiir die Fibrosefldchenbestimmung wurden hauptséchlich Picrosiriusrot-gefarbte Schnitte
verwendet. Fiir die Lichtmikroskopie und Fotografie der histologischen Préparate wurde
das Lichtmikroskop BX51 (Olympus) verwendet und Ubersichtsaufnahmen in 25facher
VergroBerung angefertigt. Um die GroBe des Fibroseareals im Verhéltnis zu dem gesunden
Myokard zu bestimmen, wurde das Programm Cell*A (Olympus) verwendet.

Fiir jedes Herz wurde ndherungsweise die Mitte des Stichkanals ermittelt und distal Rich-
tung Herzapex 12 Stufen ausgewertet. Die Hohe des Stichkanals der operativ zugefiigten
Ligatur weist in jedem Herzen einen kleinen, aber fiir die Auswertung relevanten Unter-
schied auf, aulerdem ist die Narbe der Ligatur nicht unerheblich fiir die GroB3e des am En-
de ausgewerteten Fibrosevolumens. Die Exklusion des Stichkanals erfolgte, um nicht das
Volumen desselben mit in die Bewertung einflieBen zu lassen. Es wurden daher 12 aufei-
nander folgende Schnitte flir die Auswertung benutzt um Vergleichbarkeit zwischen allen
Tieren zu erreichen (Tab. 3.4, 3.5 und 3.6).

Fiir jede Ubersichtsaufnahme wurde die Fliche des linken Ventrikels und das Fibroseareals
ausgemessen und das prozentuale Verhéltnis bestimmt (Abb 3.3). Um das myokardiale
Fibroseareal von zum Teil durch die Operation bedingtem perikardialen Inflammationsge-
webe unterscheiden zu kénnen, wurde die HE-Farbung zur Zelldifferenzierung benutzt. Da
aufgelagertes Entziindungsmaterial ebenfalls durch Picrosiriusrot angeférbt wurde, konnte
es in der Fibrosefdarbung oftmals nicht als solches differenziert werden. In der Hamatoxy-
lin-Eosin-Férbung konnte die aufgelagerte Entziindungsreaktion und das entstandene Gra-
nulationsgewebe von der Myokardfibrose anhand von perikardialer Mesothelaktivierung
mit 6dematds verbreitertem Stroma, gesteigerten Leukozytenzahlen und Fibrinauflagerun-
gen abgegrenzt werden (Abb. 3.4). Nach Festlegung der ,,Fibrosegrenze™ erfolgte die

Auswertung analog anhand der Picrosiriusrot-Schnitte.
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Abbildung 3.3: Auswertung der histologischen Priparate: Messbeispiel zur Erfassung
des Fibroseareals. Picrosiriusrot Fdarbung. Fibrose erscheint in dieser Farbung rot, Mus-
kelzellen werden gelb angefirbt. Im rechten unteren Bildrand ist der Mafistab angegeben
(1 mm).

Fibroseanalyse

Anhand je eines reprasentativen midventrikuléren Picrosiriusrot-gefarbten Schnittes wurde
das Fibrosemuster analog der Studie von de Jong et al. ausgewertet. Unterschieden wurden

zwischen einem kompakten, diffusen oder fleckigen Muster (Abb. 3.5) (Libby et al. 2011).

3.2.6.5 Quantifizierung der neutrophilen Granulozyten

Fiir die Bestimmung der infiltrierenden neutrophilen Granulozyten wurden die gefrorenen
Herzen (WT n=7; Mpo™ n=13) am Kryostaten in 4 um dicken Schnitten aufgearbeitet. Die
Schnitte wurden mittels Aceton fixiert und mit dem priméren rat anti-mouse neutrophilen
Ly6g Antikorper (1:40) inkubiert und die endogene Peroxidaseaktivitdt blockiert. Als se-
kundérer Antikorper diente ein Peroxidase-gekoppelter rabbit anti-rat Antikorper (1:100)
und als tertidrer Antikorper ein Peroxidase-gekoppelter goat anti-rabbit Antikorper
(1:500). Anschlieend wurden die polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten (PMN)
mittels AEC-Losung gefirbt, das umgebende Gewebe mit Himatoxylin gegengefarbt.
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Abbildung 3.4: Reprisentative histologische Schnitte beider Gruppen. Hdimatoxy-
lin&Eosin-Fdarbung (HE). Die HE-Fdrbung wurde zur qualitativen Analyse der Fibrose
(Pfeil) und zur Abgrenzung der Perikardreaktion (Pfeilspitzen) vorgenommen.

Abbildung 3.5: Beispiele fiir histologische Fibrosemuster in der Picrosiriusrotfirbung.
A: Fleckig. Kollagenfasern und Myozyten sind durchmischt, es entsteht ein ,, buntes Bild“
mit langen Kollagenfasern. B: Kompakt. Das fibrotische Areal ist nicht mit Myozyten
durchsetzt. C: Diffus. Das fibrotische Gewebe ist mit Myozyten durchsetzt, die Kollagen-
fasern sind kurz.

46



3.2.6.6 Auswertung der Immunhistochemie

Zur Quantifizierung der infiltrierenden PMN wurden die Schnitte mittels Leica DMLB
Lichtmikroskop ausgewertet und Ubersichtsaufnahmen mit einer Prosilica GC Kamera
aufgenommen. Die Ly6g-positiven Areale wurden in % zum umgebenden linksventrikula-

ren Gewebe angegeben.

3.2.7 Statistik

Alle statistischen Analysen sind mithilfe des Programms SPSS durchgefiihrt worden. Die
Ergebnisse wurden mittels Kolmogorov-Smirnov-Test auf Normalverteilung gepriift. Die
Auswertung der Fibroseanalyse erfolgte mittels Fisher’s exakt Test. Alle librigen Daten
erwiesen sich als normalverteilt und werden als Mittelwert = Standardabweichung angege-
ben. Diese Ergebnisse wurden mittels einfaktorieller ANOVA-Analyse auf statistische
Signifikanz gepriift. Ein p-Wert < 0,05 wurde als statistisch signifikant gewertet.
*=p<0.05, **=p<0.01, ***=p<0.001.

47



4 Ergebnisse

4.1 Quantifizierung der linksventrikuldren Funktion

Es wird angenommen, dass MPO durch die Aktivierung einer inflammatorischen Kaskade
das kardiale Remodeling nach Ischdmie und Reperfusion malgeblich beeinflusst, sowie
zur Verschlechterung der Pumpfunktion und Ausdiinnung der Ventrikelwand fiihrt.

Vor diesem Hintergrund wurde untersucht, ob MPO-defiziente Miuse (Mpo”") nach kar-
dialer Ischdmie und Reperfusion durch die Abwesenheit des Enzyms vor schiddlichem kar-

dialen Remodeling geschiitzt werden.

4.1.1 Ergebnisse der Echokardiografie

Die in Kapitel 3.2.4 erlduterte echokardiografische Untersuchung diente dem Vergleich der
linksventrikuldren Pumpfunktion sowie der Ventrikelwanddicke nach kardialer Ischdmie
bei An- und Abwesenheit von MPO. Die Ergebnisse sind in Abb. 4.1 als Boxplot-
Diagramme dargestellt. Abgebildet werden die Daten hier als Median + Interquartilsab-

stand sowie dem Minimal- und Maximalwert. Extremwerte werden extra angegeben.

Tabelle 4.1: Ergebnisse der echokardiografischen Untersuchung

Sham WT Sham Mpo™ WT Mpo™”
Parameter

MW SD MW SD MW SD MW SD
EF (%) 54,87 6,04 56,99 7,4 41,86 11,12 40,5 10,19
FS (%) 30,89 2,69 34,7 5,26 22,2 6,36 23,68 4,87
AWThD (mm) | 0,71 0,08 0,67 0,08 0,5 0,05 0,64 0,11

Die Ergebnisse der echokardiografischen Untersuchung der globalen linksventrikuldren
Funktion werden in Abbildung 4.1 A und 4.1 B anhand der Parameter Ejektionsfraktion
und Fractional Shortening dargestellt. Die statistische Analyse der ermittelten Ejektions-
fraktion nach Ischdmie und Reperfusion (Abb. 4.1 A) zeigte keinen statistisch signifikan-

ten Unterschied zwischen den beiden Gruppen am 7. Tag nach Ischdmie und Reperfusion
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(WT: 41,86+11,12 %; Mpo™: 40,5+10,19 %; p=0,771), jedoch einen jeweils statistisch
signifikanten Unterschied zu den sham-operierten Vergleichstieren (sham WT: 54,87+6,04
%; p=0,004; sham Mpo‘/': 56,99+7.4 %; p=0,002).

Die Untersuchung des Fractional Shortening (Abb. 4.1 B) zeigte ebenfalls keinen statis-
tisch signifikanten Unterschied zwischen den beiden Gruppen am 7. Tag nach Ischdmie
und Reperfusion (WT: 22,24+6,36 %; Mpo‘/’: 23,68+4,87 %; p= 0,565), jedoch auch hier
einen jeweils statistisch signifikanten Unterschied zu den sham-operierten Vergleichstieren
(sham WT: 30,89+2,69 %; p=0,000408; sham Mpo™": 34,7+5,26 %; p=0,000308).

Das Ergebnis der in der Diastole gemessenen anterioren Ventrikelwanddicken ist in Abbil-
dung 4.1 C dargestellt. Die Untersuchung zeigte eine signifikant geringere Ausdiinnung
der Ventrikelwand nach kardialer Ischimie und siebentigiger Reperfusion bei den Mpo™ -
Mausen als bei den untersuchten Wildtypmausen in der statistischen Analyse. Die gemes-
senen Ventrikelwanddicken der knockout-Versuchsgruppe entsprach anndhernd denen der
sham-operierten Vergleichstiere, vergleiche hierzu auch Tabelle 4.1 (WT: 0,5+0,05 mm;
Mpo'/ 2 0,64+0,11 mm; p=0,002). Die sham-WT sowie die sham- Mpo'/ -Maiuse zeigten
signifikant stiarkere Ventrikelwidnde im Vergleich zum WT nach Ischdmie und Reperfusion

(sham WT: 0,71+0,08 mm; p=0,000004, sham Mpo’/ "2 0,67+0,08 mm; p=0,000072).

4.1.2 Ergebnisse der murinen Kardio-MRT

Die Ergebnisse der in Kapitel 3.2.5 erlduterten kardialen magnetresonanztomografischen
Untersuchung sind in Abb. 4.2 bis 4.3 als Boxplot-Diagramme dargestellt. Die kardiale
Magnetresonanztomografie diente der Untersuchung der linksventrikuldren Pumpfunktion
sowie der Bestimmung der Fibroseflache nach kardialer Ischdmie bei An- und Abwesen-
heit von MPO. Abgebildet werden die Daten im Boxplot als Median + Interquartilsabstand

sowie dem Minimal- und Maximalwert.

In der Auswertung der magnetresonanztomografischen Untersuchung der linksventrikula-
ren Funktion nach kardialer Ischdmie und 7-tdgiger Reperfusion zeigte sich eine signifi-
kant groBere linksventrikulire Ejektionsfraktion (Abb. 4.2 A) bei den Mpo”-Miusen im
Vergleich zur Versuchsgruppe der Wildtypmiuse (WT: 54,17+12,26 %; Mpo™
63,46+12,15 %; ; p=0,04).
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Abbildung 4.1: Echokardiografisch bestimmte linksventrikulire Parameter A: Ejektions-
fraktion. B: Fractional Shortening. C: Anteriore Ventrikelwanddicke. 7. postoperativer
Tag. Sham WT (n=10), sham Mpo”™ (n=8), WT (n=11), Mpo™ (n=6) Miuse.. ** symboli-
siert einen p-Wert <0,01. *** symbolisiert einen p-Wert <0,001.
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Abbildung 4.2: Ergebnisse der linksventrikuliren Parameter in der MRT Untersuchung.
A: Ejektionsfraktion. B: Schlagvolumen. 7. postoperativer Tag. WT (n=18) und Mpo™
(n=16) Mduse. * symbolisiert einen p-Wert <0,05.

Das Ergebnis des mittels Cine-MRT bestimmten linksventrikuldren Schlagvolumens ist in
Abbildung 4.2 B dargestellt. Optisch erscheint das Schlagvolumen der Mpo”-Miuse
grofler als das der WT, es zeigte sich jedoch keine statistische Signifikanz (WT:
28,05+7,92 uL; Mpo™": 32,3146,46 uL; p=0,11).

4.2 Einfluss der MPO auf die kardiale Fibrose

Vor dem Hintergrund, dass MPO unter anderem {iiber die Aktivierung von MMPs zur Aus-
dehnung der kardialen Fibrose beitrdgt, wurden beide Maustypen nach sieben Tagen der
Reperfusion zur Detektion der Infarktausdehnung mittels LGE-MRT untersucht. Zur Vali-
dierung dieser Ergebnisse erfolgte im direkten Anschluss an die MRT die Organentnahme

zur histologischen Untersuchung der Herzen.

4.2.1 Ergebnisse der InfarktgroBenbestimmung mittels MRT

Die Ergebnisse der quantitativen Infarktgroenbestimmung in den LGE-Sequenzen werden
in Abbildungen 4.3 sowie 4.7 aufgefiihrt. In der statistischen Analyse der Ergebnisse zeig-
ten sich hochsignifikant kleinere Infarkte bei den Mpo™-Miusen im Vergleich zum Wild-
typ (Mpo™: 2,55+1,6 %; WT: 6,1+1,91 %; p=0,0002).
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Abb 4.3: A: Reprisentative LGE-MRT Bilder zur Infarkigrofienbestimmung. Die helle-
ren Myokardstrukturen zeigen fibrotisches Gewebe an. B: Ergebnisse der quantitativen
Infarktgrofienbestimmung mittels Flichenmessung der Kontrastmittelspitanreicherung

in der MRT Untersuchung. 7. postoperativer Tag nach Ischimie und Reperfusion. Mpo™
(n=16) und WT (n=18). *** symbolisiert einen p-Wert <0,001.

4.2.2 Ergebnisse der histologischen Fibroseflachenbestimmung

Die Ergebnisse der in Kapitel 3.2.6 beschriebenen Methode der Fibroseflichenbestimmung
mittels histopathologischer Untersuchung sind in Abb. 4.4 sowie 4.7 dargestellt. Die Un-
tersuchung diente der Bestimmung der Fibrosefliche im Verhéltnis zum Myokard des lin-

ken Ventrikels sowie der Beurteilung der Fibrosestruktur in den drei Gruppen (sieche Kapi-
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tel 4.2.3). Abgebildet werden die Daten im Boxplot-Diagramm als Median + Interquartils-

abstand sowie dem Minimal- und Maximalwert. Extremwerte werden extra angegeben.

Aus Abbildung 4.4 ldsst sich entnehmen, dass die GroBe des fibrotischen Areals nach Is-
chidmie und Reperfusion im Verhiltnis zur linksventrikuliren Masse bei den Wildtypméu-
sen beinahe doppelt so groB ist wie bei den Mpo”-Miusen. In der statistischen Analyse der
Ergebnisse zeigten sich hier hochsignifikant kleinere Fibroseareale bei den Mpo™-Mzusen
als bei den Wildtypméausen (WT ctrl 2,44+0,29 %; WT 7,4+1,8 %; Mpo'/' 4,33+1,17 %;
p=0,001). Es zeigte sich aullerdem ein signifikanter Unterschied zwischen dem fibroti-
schen Areal der WT Kontroll-Méause und der WT Méuse nach I/R (p=0,001), kein signifi-
kanter Unterschied hingegen zeigte sich zwischen der Kontroll- und der I/R-Gruppe der
Mpo™"-Miuse (p=0,126).

4.2.3 Bestimmung der qualitativen Fibrosenunterschiede in der Histologie

Die Ergebnisse, der nach in Kapitel 3.2.6 beschriebenen Methode der qualitativen Fibrose-
analyse mittels histopathologischer Untersuchung, sind in Abb. 4.6 dargestellt. Die HE
gefiarbten Priparate wurden zur qualitativen Bewertung, die PSR gefdrbten Priparate zur
quantitativen Analyse des Fibrosemusters genutzt.

In Abbildung 4.6 sowie Tabelle 4.2 wird das statistische Ergebnis fiir die Analyse der Fib-
rosestruktur gezeigt, die Daten werden als prozentuale Haufigkeiten angezeigt. Die statisti-
sche Auswertung erbrachte keinen Unterschied in der Struktur oder Distribution des fibro-
tischen Gewebes zwischen WT und Mpo™ (p=0,837). Wie aus der Abbildung zu entneh-
men ist, zeigten beide Gruppen mehrheitlich eine kompakte Fibrosestruktur, in den Mpo™ -
Maiusen beobachteten wir wie in Abbildung 3.3 bereits dargestellt, lediglich hiufiger un-

spezifisches epikardial anhaftendes Granulationsgewebe.

4.2.4 Analyse der PMN Infiltration

Die Quantifizierung der PMN-Infiltration zeigte einen signifikanten Unterschied zwischen
den beiden Gruppen (WT 1,54+0,6 %; Mpo’/ 7 0,56+0,45 %; p=0,001). Abgebildet werden
die Daten im Boxplot-Diagramm als Median + Interquartilsabstand sowie dem Minimal-
und Maximalwert. Extremwerte werden extra angegeben (Abb 4.5). Auffallend, jedoch
weitgehend unspezifisch, zeigte sich hdufiger eine inflammatorische Perikardreaktion auf
Hohe der Einstichstelle bei den Mpo’/'-Méiusen (50% der Fille) als beim Wildtyp (12,5%
der Fille) (Abbildung 3.3).
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Abbildung 4.4: A: Reprdsentative histologische Schnitte zur Bestimmung des Fibrose-
areals. Picrosiriusrot-Fdrbung (PSR). In der PSR Firbung erscheinen Muskelfasern gelb
und Kollagenfasern rot. Im rechten unteren Bildrand ist der Mafistab angegeben (1 mm)
B: Ergebnisse des mittels Fliichenmessung bestimmten Fibroseanteils in der histologi-
schen Untersuchung. 7. postoperativer Tag nach kardialer Ischimie und Reperfusion, WT
ctrl (n=2), WT (n=8), Mpo™" (n=8). *** symbolisiert einen p-Wert <0,001.
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Abbildung 4.5: Ergebnis der Leukozytenanalyse. A: Reprisentative midventrikulire
Schnitte beider Gruppen zur Analyse der Leukozyteninfiltration. B: Ergebnis der Leuko-
Zytenanalyse. Es zeigte sich eine signifikant héhere Infiltration von neutrophilen Gra-
nulozyten in den Wildtypmdusen am 7. postoperativen Tag nach Ischdmie und Reperfusion.
Mpo™ (n=13) WT (n=7). *** symbolisiert einen p-Wert <0,001.

Tabelle 4.2: Ergebnisse der Fibroseanalyse.

kompakt diffus fleckig
WT (n=38) 75% 12,5% 12,5%
Mpo” (n=8) | 75% 25% 0
Ctrl (n=2) 100% 0 0
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Abbildung 4.6: Ergebnis der Fibroseanalyse mittels Picrosiriusrot gefirbter Schnitte.
Zwischen den beiden Gruppen konnte kein signifikanter Unterschied des Fibrosemusters

erkannt werden. 7. postoperativer Tag nach kardialer Ischimie und Reperfusion, Mpo™
m=38), WT (n=38), ctrl (n=2) Mduse.

4.3 Methodenvergleich zur InfarktgroBenbestimmung

Der Vergleich der Methoden zur InfarktgroBenbestimmung (Abb. 4.7 A und B) zeigte ei-
nen Unterschied zwischen magnetresonanztomografisch und histologisch ermittelter In-

farkt- bzw. FibrosegroBe (p=0,007), vergleiche hierzu Kapitel 5.2.1.
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Abbildung 4.7: A: Reprisentative Bilder der LGE-MRT und Histologie mit PSR-
Firbung. B: Ergebnis der Fibrosefliichenmessung mittels MRT und Histologie. 7. post-
operativer Tag nach Ischimie und Reperfusion. MRT: Mpo™ (n=16) WT (n=18); Histolo-
gie: Mpo™™ (n=8) WT (n=8). *** sympolisiert einen p-Wert <0,001.
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4.4 Zusammenfassung der Ergebnisse

1. Bei Abwesenheit von MPO war in der echokardiografischen Untersuchung die murine
Ventrikelausdiinnung nach Ischimie und Reperfusion mit der anterioren Wandstérke
der Kontrolltiere vergleichbar, wihrend im Wildtyptier eine signifikante Verminderug

im Vergleich zur Kontrolle zu beobachten war.

2. Die linksventrikuldre Pumpfunktion zeigte sich in der in beiden Genotypen nach Is-
chdmie und Reperfusion im Vergleich zur gesunden Kontrolle verringert, in der MRT
jedoch konnte nach Ischimie und Reperfusion eine geringere Ejektionsfraktion bei den

Wildtyptieren im Vergleich zu den MPO-defizienten Tieren festgestellt werden.

3. Die myokardiale Fibrose nach Ischdmie und Reperfusion war in der Wildtypgruppe
sowohl in der LGE-MRT als in der Histologie ausgedehnter als in der MPO-
knockoutgruppe.

4. Bei Abwesenheit von MPO war die myokardiale Infiltration von PMN nach Ischédmie

und Reperfusion geringer ausgeprigt als im MPO-kompetenten Myokard.

5. Beide Genotypen entwickelten eine kompakte Fibrose der linksventrikuldren anterio-

ren Wand nach Ischimie und Reperfusion der LAD.
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5 Diskussion

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie deuten einen negativen Effekt von MPO auf die
kardiale Pumpfunktion sowie die Ausdehnung der Fibrose nach Ischdmie und Reperfusion
in vivo an. Dieses Kapitel erortert und interpretiert die Ergebnisse und stellt diese in den

Kontext der aktuellen Forschung.

5.1 Wirkung von MPO auf die linksventrikulidre Funktion

MPO vermittelt iiber inflammatorische Prozesse das kardiale Remodeling nach Ischédmie
und Reperfusion. Man nimmt an, dass etwa 50 % der definitiven Infarktnarbe durch den
Reperfusionsschaden verursacht wird (Yellon und Hausenloy 2014). Studien deuten darauf
hin, dass MPO iiber inflammatorische Signalwege den Umbau des Myokards durch min-
derwertiges Bindegewebe katalysiert. Zytotoxische Kaskaden aktivieren MMPs, welche
durch Zerstorung von Connexinen die Erregungsausbreitung vermindern und zur Kolla-
gendeposition in die ECM angeregt werden (Askari et al. 2003, Klinke et al. 2015). In der
Folge kann eine linksventrikuldre Dilatation mit Ausdiinnung der anterioren Ventrikel-
wand resultieren, sowie eine Verminderung der Kontraktionskraft, welche sich in einer

Abnahme von Ejektionsfraktion und Schlagvolumen duf3ert.

Interessanterweise beobachteten wir in der echokardiografischen Untersuchung der links-
ventrikuldren Funktion keine signifikanten Unterschiede zwischen den Wildtyp- und
MPO-knockout-Tieren (Abbildungen 4.1A und B). Diese Beobachtung steht im Gegensatz
zu den Studien von Vasilyev et al. und Askari et al., die in ihren Arbeiten zeigen konnten,
dass sich im MPO-knockout-Mausmodell nach Ischdmie und Reperfusion zwar die Ventri-
kelfunktion (FS, AWTh), nicht aber die InfarktgroBe in der Echokardiografie von der
Wildtypmaus unterscheidet (Vasilyev et al. 2005, Askari et al. 2003). Dieses Ergebnis lief3
sich bei unserer vorliegenden echokardiografischen Untersuchung nur hinsichtlich der an-
terioren Ventrikelwanddicke nachvollziehen und ist moglicherweise durch die gewéhlte
Reperfusionsdauer (7 vs. 24 Tage) zu erklaren. Diese Erklarung wird durch die Arbeit von
Askari et al. unterstiitzt, die in einem Modell der chronischen kardialen Ischdmie die zeitli-

che Dissoziation der Parameter anteriorer und posteriorer Wanddicke, FS und linksventri-
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kuldrer enddiastolischer Diameter zeigen konnten. Interessanterweise waren drei Tage
nach Ischdmie alle echokardiografisch gemessenen Parameter anndhernd gleichwertig, ein
Unterschied zwischen den WT und Mpo”-Miuse wurde erst in dem Zeitraum bis 21 Tage
danach ersichtlich und signifikant.

Weiterhin sind die Ergebnisse der murinen Echokardiografie durch das kleine transthora-
kale Schallfenster eingeschrinkt und koénnen durch die hohe Herzfrequenz der Maéuse
(400-600 / min) eine geringere rdaumliche und zeitliche Auflosung ergeben als die Cine-

MRT (Stuckey et al. 2008).

Der vermutete Effekt, MPO habe maBigeblichen Einfluss auf die Ausdehnung des ventriku-
liren Remodelings und damit der Ventrikelfunktion nach Ischdmie und Reperfusion, konn-
te hingegen in der murinen MRT Untersuchung gezeigt werden.

Die mittels kardialem Kleintier-MRT bestimmte linksventrikuldre Funktion zeigte eine
signifikant bessere Ventrikelfunktion bei den Tieren der Mpo™-Gruppe (Abbildung 4.2A).
Die Wildtypen hatten eine signifikant geringere Ejektionsfraktion bei gleichem Schlagvo-
lumen nach Ischdmie und Reperfusion.

Nimmt man die Abnahme der linksventrikuldre Ejektionsfraktion sowie der anterioren
ventrikuldren Wanddicke als Marker fiir strukturell verdndertes Myokard, kann in Anbe-
tracht der magnetresonanztomografisch ermittelten Ergebnisse MPO als einer der verant-

wortlichen Faktoren fiir postischdmisches kardiales Remodeling betrachtet werden.

Die aktuelle Literatur postuliert einen diagnostischen Vorteil der murinen CMR gegeniiber
der Echokardiografie und bezeichnet die Methode als den Goldstandard zur Beurteilung
der globalen kardialen Funktion, der Ventrikelwanddicke und Detektion von Infarkten und
Fibrose. Begriindet wird dies durch die hohere zeitliche und rdumliche Aufldsung, verbes-
serte anatomische Gewebedifferenzierung und hohere Reproduzierbarkeit (Slawson et al.
1998, Schneider et al. 2006, Stuckey et al. 2008, Redgrave et al. 2016).

Abschlielend bedarf es fiir eine definitive Beurteilung der Ergebnisse jedoch einer verglei-

chenden Studie der beiden Methoden an grof3eren Kollektiven.
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5.2 Wirkung von MPO auf die kardiale Fibrosebildung

Uber die Aktivierung von MMPs katalysiert MPO den Umbau der ECM und kann aufer-
dem moglicherweise die Differenzierung von Fibroblasten zu Myofibroblasten begiinstigen
(Mollenhauer et al. 2017). Diese sezernieren Kollagen, es bildet sich eine narbige Fibrose.
Die Abbildungen 4.3, 4.4 sowie 4.7 zeigen die histologische und mittels LGE-MRT be-
stimmte prozentuale linksventrikuldre Fibrosefliche nach Ischdmie und Reperfusion von
WT-Maiusen und Mpo‘/'-Méiusen. Wie hieraus zu entnehmen ist, hat die Abwesenheit von
MPO eine signifikante Auswirkung auf die Ausdehnung linksventrikulérer Fibrose nach
Ischdmie und Reperfusion. Die Ergebnisse der LGE-MRT zeigten signifikant grofere Fib-
roseareale bei den Wildtypmiusen, Mpo”-Miuse zeigten signifikant kleinere Infarktfli-
chen. Diese Beobachtung konnte in der anschlieBenden histologischen Auswertung nach-
vollzogen werden und bestdtigt die murine CMR als suffiziente diagnostische Methode zur
Differenzierung von fibrotischem und gesundem Myokardgewebe.

Beziiglich der histologischen Fibrosebestimmung haben Askari et al. in ihrer oben bereits
angesprochenen Studie mit chronischer Ischdmie vergleichbare Beobachtungen gemacht.
Sie konnten dariiber hinaus zeigen, dass sich die kardiale Fibroseausdehnung am 20. Tag
nach Myokardinfarkt in den Mpo”-Miusen derer der Wildtypmiuse angleicht (Askari et
al. 2003). Diese Beobachtung legt nahe, dass das kardiale Remodeling als ein dynamischer
Prozess betrachtet werden muss, der ebenfalls durch MPO-unabhéngige Faktoren modifi-

ziert wird.

5.2.1 Vergleich von LGE-MRT und Histologie

In der Literatur konnte die LGE-MRT als eine zuverldssige Methode zur Detektion von
kardialer Ischdmie und Fibrose und somit als ein geeignetes diagnostisches Tool zur Quan-
tifizierung des Risikos flir Arrhythmien und dem klinischen Outcome eines Patienten vali-
diert werden (Yan et al. 2006, Schmidt et al. 2007).

In der vergleichenden Untersuchung von MRT und Histologie dieser Arbeit fillt auf, dass
der prozentuale Fibroseanteil in der histologischen Auswertung in beiden Gruppen groBer
erscheint (Abb. 4.7). Diese Beobachtung kann mit der grundsitzlich geringen Anreiche-
rung von Kontrastmittel im Myokard und dem demnach geringeren detektierten Fibrose-
bzw. Infarktareal, sowie der geringeren rdumlichen Auflosung der MRT gegeniiber der

Histologie erklédrt werden. Hinzu kommt eine technisch bedingte Schichtdicke von 0,7 mm
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im LGE-MRT und 0,2 mm in der histologischen Auswertung, woraus eine geringere An-
zahl von LGE-Bildern resultierte, welche fiir die Auswertung zur Verfiigung standen. Die
optische Korrelation der Infarktareale in den Late-Gadolinium-Enhancement Sequenzen zu
den histologischen Untersuchungen war aufgrund des insgesamt kleinen Fibroseausmaf3es
und des diffusen Kontrastmittelsignals insgesamt sehr uneinheitlich und lie§3 hier teilweise
keine klare bildmorphologische Diskriminierung zu.

Da das Verhéltnis zwischen den Messwerten der jeweiligen Methoden nahezu gleich ist,
kann diese Beobachtung auch durch eine technisch bedingte verhdltnisméBig zu kleine
Messung des linksventrikuldren Myokards in der histologischen Auswertung verursacht
worden sein. Eine Erkldrung hierfiir kann die Schrumpfung des Gewebes bei der Fixierung
mit Formalin sein, welche auch Schwierigkeiten bei der Festlegung des zu untersuchenden
Areals in der Histologie zur Folge hatte (siche Kapitel 3.2.8.2). In der Literatur finden sich
diesbeziiglich jeweils Angaben von 30 bis zu 50 % Gewebeschrumpfung durch Formalin-
fixierung, jedoch sind diese Studien an anderen Organen als dem Herzmuskel durchgefiihrt

worden (Mouritzen 1979, Hsiung et al. 2005, Bondeven et al. 2016).

5.2.2 Charakterisierung der Fibrosequalitit bei Abwesenheit von MPO

De Jong et al. haben in ihrer Ubersichtsarbeit 2011 beschrieben, dass in der Vermittlung
postischdmischer Arrhythmieprozesse durch Myokardfibrose nicht nur das Ausmal, son-
dern auch die Qualitdt beziehungsweise die Struktur der Fibrose eine wichtige Rolle spielt
(De Jong et al. 2011). In ihrer aktuellen Studie konnten Mollenhauer et al. die MPO-
abhingige Aktivierung von MMP-7, einer konsekutiven Zerstorung von Connexin43 im
Infarkt- und Periinfarktbereich sowie die Transdifferenzierung von Fibroblasten zu Myo-
fibroblasten nach kardialer Ischdmie und Reperfusion zeigen. Mpo'/ -Maiuse zeigten sich
daraufhin deutlich weniger anfillig fiir Erregungsleitungsverdnderungen und ventrikuldre
Arrhythmien (Mollenhauer et al. 2017).

In der vorliegenden Studie beobachteten wir in beiden Gruppen eine kompakte Fibro-
sestruktur, die in wenigen Féllen diffuse oder fleckige Auslaufer aufwies (Abb. 4.6). Kom-
pakte kardiale Fibrose wird in der Ubersichtsarbeit von De Jong et al. beziiglich des Ar-
rhythmierisikos als die giinstigste Erscheinungsform gewertet, da sich Erregungsleitungs-
torungen mit Re-entry Kreisen und ventrikuldren Tachyarrhythmien hier bisher am wenigs-
ten zeigten. Die Studie von Mollenhauer et al. deutet darauf hin, dass die Entstehung von

Erregungsleitungspathologien durch komplexere Mechanismen auf molekularer Ebene
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vermittelt wird, die liber das alleinige Muster der Kollagendistribution hinausgehen. Diese

bediirfen weiterfiihrender experimenteller Untersuchung.

5.2.3 Auswirkung von MPO auf die Leukozytendistribution

Klinke et al. konnten in ihrer Arbeit zeigen, dass PMN durch MPO, welches an die en-
dothelialen Glykokalix bindet, zur Gewebemigration angeregt werden (Klinke et al. 2011).
Askari et al. haben gezeigt, dass MPO defiziente Méduse 24 Tage nach Myokardinfarkt
nahezu keine PMN in der Infarktzone aufweisen. Zur Auszihlung der Zellzahl wurde eine
CD45-Immunfarbung vorgenommen (Askari et al. 2003).

Die Ergebnisse unserer Untersuchung bestitigen die oben genannten Daten. Es konnte eine
signifikant héhere Zahl von infiltrierenden PMN in dem fibrotischen Areal gezeigt werden
(Abb. 4.5), was einen Einfluss von MPO auf die Leukozytenmigration nach Ischdmie und

Reperfusion wahrscheinlich macht.

5.3 MPO-Inhibition als pharmakologisch-therapeutisches Target

Die oben genannten Ergebnisse der vorliegenden Studie legen nahe, dass die Inhibition
von MPO eine groe Rolle in der Therapie des kardialen Remodelings spielen kann. Thr
Wirkungsspektrum wiirde neben den bereits oben angesprochenen Effekten auch Auswir-
kungen auf elektrophysiologische Verdnderungen des Myokards haben, welche sowohl die
akuten (Kammerflimmern, plotzlicher Herztod), als auch die chronischen (Vorhofflim-
mern, AV-Block) Risiken nach iiberlebtem Herzinfarkt sowie Ischimie und Reperfusion
positiv beeinflussen konnen (Garcia-Dorado et al. 2009, Frohlich et al. 2013, Klinke et al.
2015).

Seit kurzem gibt es pharmakologisch einsetzbare MPO-Inhibitoren, die bislang iiberwie-
gend experimentell in neuropsychiatrischen Therapiekonzepten untersucht wurden (Stefa-
nova et al. 2012, Kim et al. 2016) und zunehmend auch in kardiovaskuldren Modellen ein-
gesetzt werden. So beschreibt die kiirzlich erschienene Studie von Tiyerili et al. sowohl
einen klaren Einfluss von MPO auf die Entstehung und das Fortschreiten der Atherosklero-
se, als auch eine wirksame pharmakologische Intervention im Sinne einer MPO-Inhibition
im Mausmodell mittels 4-(Aminobenzoic acid hydrazide)ABAH (Tiyerili et al. 2016). Die

Studie von Morgan et al. nutzte Thiocyanat als potentes Substrat der MPO, um die Entste-
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hung von toxischer HOCI zu verhindern, was ebenfalls einen positiven Effekt auf Ausbil-
dung und Fortbestehen von Atherosklerose im Mausmodell hatte (Morgan et al. 2015).
Diskussionswiirdig hingegen ist das Ausmafl der MPO-Inhibition auf das Immunsystem,
da sich trotz verhéltnisméBiger Seltenheit schwere septische Komplikationen aus einer
genetischen MPO-Defizienz beim Menschen ergeben konnen (Lanza 1998). Vor einem
Einsatz zur Privention oder Therapie der kardiovaskuldren Erkrankungen sollten die phy-
siologischen als auch die pathologischen Eigenschaften der MPO sorgfiltig klassifiziert
werden um potenzielle Nebenwirkungen einer therapeutischen Enzyminhibition zu verhin-
dern.

Eine viel versprechende klinische Anwendung hingegen findet bereits der Wirkstoff Levo-
simendan, ein Kalzium-Sensitizer der in der Therapie der akut-dekompensierten schweren
Herzinsuffizienz eingesetzt wird. Die Studie von Adam et al. identifizierte inhibierende
Eigenschaften von Levosimendan auf die MPO-Freisetzung aus PMN. Patienten unter
Therapie einer akuten dekompensierten Herzinsuffizienz zeigten geringere Plasmaspiegel
von MPO, welche sich in einer Verbesserung des Gefilltonus sowie der endothelialen Dys-
funktion duBlerte (Adam et al. 2015). Da die Indikation fiir den Einsatz von Levosimendan
aktuell noch sehr kritisch zu stellen ist, sollte eine Ausweitung des Anwendungsgebietes

erortert und experimentell validiert werden.

Um die Frage zu beantworten, ob MPO ein geeignetes pharmakologisches Target zur Pra-
vention und/oder Therapie kardiovaskuldrer Erkrankungen bzw. der ischdmischen Herzer-
krankung und ihrer Komplikationen darstellt, sind weiterfiihrende Untersuchungen not-
wendig um die Eigenschaften des Enzyms umfassend aufzukldren und einen geeigneten

therapeutischen Angriffspunkt zu Identifizieren.

5.4 Limitationen

Die vorliegende Studie weist einige Limitationen auf, die die Aussagekraft einiger Be-
obachtungen abschwichen kdnnen und an dieser Stelle kritisch erdrtert werden sollen.
Grundsitzlich sind alle Auswertungen der vorliegenden Ergebnisse nicht verblindet und

lediglich von einem abhdngigen Untersucher getétigt worden.
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Die vorliegende Studie hat keine Versuche auf molekularerer Ebene beinhaltet, wodurch
der vorliegende Effekt nicht endgiiltig der An- oder Abwesenheit von MPO zugeschrieben

werden kann.

In der histologischen Untersuchung war es mdglich, den durch die invasive Ligaturtechnik
verursachten epikardialen Myokardschaden als Stichkanal um die LAD zu identifizieren
und von der Berechnung des fibrotischen Areals auszuschlieen. Diese feine Differenzie-
rung war aufgrund der Schichtdicke und teilweise geringen Bildqualitit in der MRT Unter-
suchung nicht moglich.

Diese Beobachtung wirft die Frage auf, ob es sich bei dem histologisch identifizierten fib-
rotischen Areal tatsdchlich um durch Ischimie und Reperfusion verdndertes Myokard oder
um wihrend der invasiven LAD-Ligaturoperation verletztes Myokard handelt. Auffallend
war in diesem Zusammenhang zudem, dass sich die fibrotischen Bereiche ausschlieBlich
im subepikardialen Myokard und nicht wie nach dem ,,Prinzip der letzten Wiese* zu er-
warten in endokardialen oder transmuralen Stromgebieten fanden. Diese Problematik ist in
der Literatur bei dieser Methode schon frither diskutiert worden, hier wurde das abnorme
Infarktareal mit einer Abweichung der murinen GefdBBanatomie von der humanen korona-
ren Versorgung begriindet, aulerdem wird eine direkte Versorgung des Endokards tiber
den Ventrikel sowie aus Asten der A. mammaria interna diskutiert (Michael et al. 1995,

Lutgens et al. 1999).

5.5 Ausblick

Diverse Studien der letzten Jahre haben MPO als einen wichtigen Mediator sowohl des
inflammatorischen atherosklerotischen Prozesses, als auch der strukturellen, funktionellen
und elektrophysiologischen Verdnderungen nach Infarkt beziehungsweise Ischdmie und
Reperfusion identifiziert (Nicholls und Hazen 2006, Rudolph et al. 2010, Nussbaum et al.
2013). Das Enzym spielt auerdem eine Rolle als Serummarker in der Risikostratifizierung
und Prognostik des akuten Koronarsyndroms (Baldus et al. 2003, Rudolph et al. 2011).

Zudem gibt es Hinweise darauf, dass sich trotz der wichtigen Rolle der MPO in der Patho-
genabwehr zwar eine erhohte Neigung zu Infektionen mit Candida albicans, dariiber hinaus

aber kein signifikantes Gesundheitsrisiko fiir Menschen mit genetischer MPO-Defizienz
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darstellt, wodurch einer Anwendung von selektiven MPO-Inhibitoren im experimentellen
Setting positiv entgegen gesehen werden kann (Lanza 1998).

Nichtsdestotrotz kann von den Ergebnissen dieser Arbeit noch keine endgiiltige klinisch-
therapeutische Konsequenz gezogen werden, da ein Mausmodell zwar wertvolle Erkennt-
nisse und Hinweise liefert, jedoch stets ein limitiertes Abbild des menschlichen Herzens

bleibt.

In der Zukunft sollten die Moglichkeiten der MPO-Inhibition als klinisch-therapeutisches

Vorgehen in Studien tiberpriift und auf limitierende Nebenwirkungen untersucht werden.
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6 Zusammenfassung

Die interventionelle Revaskularisation mittels PTCA ist eine etablierte und lebensrettende
MaBnahme im Falle eines akuten Myokardinfarktes. Paradoxerweise birgt die Wiederher-
stellung des Blutflusses unerwiinschte Effekte, die iiber inflammatorische Kaskaden zum
myokardialen Reperfusionsschaden fiihren.

Das leukozytére, proinflammatorische Enzym Myeloperoxidase (MPO) spielt in diesem
Prozess moglicherweise eine entscheidende Rolle. Es wird angenommen, dass die MPO
durch die Katalyse oxidativer Reaktionsketten, ihrer Akkumulation in der subendothelialen
Matrix, Leukozytenattraktion, der Aktivierung von Matrix-Metalloproteinasen (MMPs)
und einer konsekutiven Myokardfibrosierung zu den unerwiinschten Effekten der Reperfu-
sion fiihrt.

Die vorliegende Arbeit untersucht die Auswirkungen der MPO auf den kardialen Ischdmie-
Reperfusionsschaden im MPO-knockout-Mausmodell (Mpo™). Sieben Tage nach Ischimie
und Reperfusion wurden die linksventrikuldre Pumpfunktion mittels Echokardiografie und
cine-MRT, sowie die kardiale Fibrosebildung mittels kontrastmittelgestiitzter MRT und
Histologie analysiert. Weiterhin wurde die myokardiale Infiltration durch neutrophile Gra-

nulozyten im Infarktbereich verglichen.

Die Ergebnisse zeigen folgende Effekte der MPO-Defizienz nach kardialer Ischamie und
Reperfusion:
* so war die murine Ventrikelausdiinnung nach Ischdmie und Reperfusion mit der an-
terioren Wandstiarke der Kontrolltiere vergleichbar;
* es zeigte sich aber ein geringeres AusmaB der kardialen Fibrose in den Mpo”-
Mausen im Gegensatz zu den Wildtyp-Méusen;
¢ die Infiltration durch neutrophile Granulozyten war in den Mpo‘/’-Méiusen geringer

als in den Wildtyp-Méusen.

Die Zusammenschau der vorliegenden Ergebnisse mit Beriicksichtigung der aktuellen Lite-
ratur rechtfertigt die Annahme, dass Myeloperoxidase als Kontributor fiir die Pathogenese
des kardialen Reperfusionsschaden in vivo angesehen werden kann.

Zukiinftige Studien miissen zeigen, ob das Enzym als potenzielles pharmakologisches
,» Larget™ herhalten kann und eine Perspektive in der Therapie der postischdmischen Kom-

plikation hat.
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Summary

Interventional revasculization by PTCA is an established and first and foremost live-saving
method in case of acute myocardial infarction. Paradoxically, the restoration of blood flow
induces adverse effects, which may lead via inflammatory cascades to the myocardial re-
perfusion-injury.

The leukocyte-derived, pro-inflammatory enzyme Myeloperoxidase (MPO) is recently
suspected to mediate myocardial fibrosis through the catalysis of oxidative reaction chains,
its subendothelial accumulation, the attraction of polymorphnuclear neutrophils (PMN),
and activation of Matrix-Metalloproteinases (MMPs).

This work examines the myocardial ischemia and reperfusion-injury in a MPO-knockout
mouse model (Mpo™) regarding a possible protective effect of MPO-depletion. We analy-
zed left ventricular function with echocardiography and cardiac cine-MRI. Myocardial
fibrosis was identified and quantified by contrast enhanced MRI and histological analysis.
Moreover, we compared the distribution of PMN in the infarcted myocardium by histo-

chemistry.

The results show following effects of MPO-depletion after myocardial ischemia and reper-

fusion:

* left ventricular thinning after ischemia and reperfusion-injury in Mpo'/ -mice and
wildtype-mice was comparable to the ventricle wall thickness of sham-mice;

*  Mpo™ -mice had a smaller area of myocardial fibrosis compared to wildtype-mice;

*  Mpo”-mice showed a smaller extent of PMN infiltration compared to wildtype-

mice.

In summary, with regard to the current literature, this study can support the assumption,
that Myeloperoxidase contributes as a pathogenetic factor for the myocardial ischemia and
reperfusion-injury in vivo.

Future studies should investigate, if the enzyme may serve as a target for pharmacological
intervention, and thus provide a therapeutical perspective for the treatment of post-

ischemic complications.
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7 Abkiirzungsverzeichnis

‘0"
ACS
AP
AT
ATP
AWThd
cGMP
CL”
CMR
ctrl
DGK
DM II
DNA
ECM
EDV
EF
EKG
eNOS
ESV
FoV
FS
GRE
GTP
H,0,
HE
IL-1
KHK
LAD
LCA
LDL
LGE

Superoxid

Akutes Koronarsyndrom

Angina pectoris

Antithrombin

Adenosintriphosphat

Anteriore Wanddicke in der Diastole
cyclisches Guanosinmonophosphat
Chlorid

Kardiale Magnetresonanztomografie
Kontrolle

Deutsche Gesellschaft fiir Kardiologie
Diabetes Mellitus Typ II
Desoxyribonukleinsdure
extrazelluldre Matrix
Enddiastolisches Volumen
Ejektionsfraktion
Elektrokardiogramm

endotheliale NO’-Synthetase
Endsystolisches Volumen

Field of View

Fractional Shortening

Gradienten Echo Sequenz
Guanosintriphosphat
Wasserstoffperoxid
Hiamatoxylin-Eosin Farbung
Interleukin 1

Koronare Herzkrankheit

Left anterior descending

Linke Koronararterie

Low-density Lipoprotein

Delayed-Gadolinium-Enhancement
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LPS
LVDM
LVEDV
LVESV
LVSM
MMP
MPO
Mpo'/‘
mRNA
MRT
MW
NaCl
NADPH
NFkB
NO’
NO,Tyr
NOS
ONOO
PBS
PDM
PMN
PSM
PSR
PTCA
RCA
RCX
RIVA
RNS
ROI
ROS
RVDV
RVSV
Sc-R
SD

Lipopolysaccharid

Linksventrikuldre enddiastolische Masse
Linksventrikuldren enddistolisches Volumen
Linksventrikuldren endsystolisches Volumen
Linksventrikuldre endsystolische Masse
Matrix-Metalloproteinase

Myeloperoxidase
Myeloperoxidase-knockout

MicroRNA

Magnetresonanztomografie

Mittelwert

Natriumchlorid
Nikotinamid-Adenindinukleotidphosphat
Nuklear-Faktor kappa B

Stickstoffmonoxid

Nitrotyrosin

NO’-Synthetase

Peroxynitrit

Phosphate Buffered Saline

Diastolische Papillarmuskelmasse
polymorphkernige neutrophile Granulozyten
Systolische Papillarmuskelmasse
Picrosiriusrot

Perkutane transluminale Koronarangioplastie
Rechte Koronararterie

Ramus circumflexus

Ramus interventriukularis anterior

Reaktive Stickstoffspezies

Region of Interest

Reaktive Sauerstoffspezies
Rechtsventrikuldres diastolisches Volumen
Rechtsventrikuléres systolisches Volumen
Scavenger Rezeptor

Standardabweichung
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SPECT
STEMI
SV

TE
TLR
TNF
tPA
TR
VCS
VEGF
WT

Single Photon Emission computed tomography
ST-Strecken Hebungsinfarkt
Schlagvolumen

Echozeit

Toll-like Receptor

Tumor Nekrose Faktor
Plasminogenaktivator
Repetitionszeit

Vena cava superior

Vascular Endothelial Growth Factor
Wildtyp
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