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1. Zusammenfassung

Erkrankungen des Herz-Kreislauf-Systems stellen die haufigste Todesursache in Deutschland
dar. Im Jahr 2024 starben fast 360.000 Menschen an ihren Folgen, darunter circa 41.000 an
einem Myokardinfarkt (MI). Doch auch wenn der MI uUberlebt wird, treten im Verlauf
Komplikationen auf, die die Lebensqualitdt und das Uberleben der Patient*innen mindern.
Dazu gehort die chronische Herzinsuffizienz (HI). Seit 1935 ist bekannt, dass die
Auswirkungen des MI Uber das unmittelbare Absterben der Kardiomyozyten bei Hypoxie
hinausgehen. Jeder MI zieht ein kardiales Remodeling, als Heilungsprozess, nach sich,
welches sich Uber mehrere Monate erstrecken kann und von pro- und antiinflammatorischen
Signalen beeinflusst wird. Die Entwicklung einer chronischen HI ist eine Konsequenz des
kardialen Remodelings post-MI. Zu den Einflussfaktoren des kardialen Remodelings zahlen
polymorphkernige neutrophile Granulozyten (PMN), die durch Peptidylarginin-Deiminase-Typ-
4-abhangige (PAD4) Bildung von Neutrophilen extrazellularen Fallen (NETs) die Inflammation
beeinflussen. Bis zum heutigen Tag ist jedoch die genaue Rolle der NETs und PAD4 im
kardialen Remodeling nicht bekannt. Ziel der vorliegenden Arbeit war, es den Einfluss der
NETs auf das post-MI-Remodeling und die Entstehung der chronischen HI nach MI zu
untersuchen. Dazu wurde in einem PAD4-Knockout (PAD47)-Mausmodell, die NETose
unterdriickt und ein MI induziert. Nach 1, 3 und 21 Tagen wurde die Herzfunktion durch
transthorakale Echokardiographie (TTE) und die Quantifizierung von Zytokinen im Serum
untersucht, auRerdem wurde der klinische Verlauf und die GrolRe des Infarktes quantifiziert.
PAD4"-Méuse erlitten in der akuten Phase gréRere funktionelle myokardiale Schaden, waren
einer starkeren proinflammatorischen Reaktion ausgesetzt und hatten ein gréReres Risiko in
den ersten sieben Tagen nach MI zu versterben. Im Langzeitverlauf profitierten die
PAD4"-Mé&use jedoch von dem Knockout und hatten nach 21 Tagen geringere enddiastolische
Volumina (EDV) und hdhere Ejektionsfraktionen (EF), als die WT-Mause. Nach dem siebten
Tag post-MI verstarben keine Tiere der PAD4"-Gruppe mehr in diesem Versuch. Die zentrale
Erkenntnis dieser Arbeit ist, dass die Rolle von PAD4 im post-MI-Remodeling stark
zeitabhangig ist: Der PAD4"-Genotyp verschlechtert das Uberleben und die kardiale Funktion
in der akuten Phase nach MI und wirkt in der subakuten Phase protektiv. Im Kontext der
aktuellen Forschung ergaben sich Indizien daflr, dass diese Rolle primar mit der Wirkung von
PAD4 auf kardiale Myofibroblasten assoziiert ist. So bleiben weitere Versuche notwendig, um

die Rolle von PAD4 im post-MI-Remodeling von der von NETSs zu differenzieren.
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2. Einleitung

2.1 Relevanz von Herz-Kreislauf-Erkrankungen in Deutschland

Im Jahr 2024 starben fast 340.000 Menschen in Deutschland an den Folgen von Herz-
Kreislauf-Erkrankungen. Damit sind Herz-Kreislauf-Erkrankungen ein weiteres Jahr in Folge
die haufigste Todesursache in Deutschland.! 70.720 Opfer erlagen der ischamischen
Herzkrankheit und 41.258 entfielen auf akute und rezidivierende Myokardinfarkte (MI).? So
bilden akute und chronische myokardiale Durchblutungsstorungen circa ein Drittel der todlich
verlaufenden Herz-Kreislauf-Erkrankungen. AulRerdem starben 37.633 Menschen an einer
Herzinsuffizienz (HI), die oft im Zusammenhang mit MIs und der ischamischen Herzkrankheit
auftritt.2 Denn 20-30 % der Patient*innen, die mit einem akuten MI hospitalisiert werden,
entwickeln im Laufe des ersten Jahres eine HI, welche ihrerseits zum Tod flihren und die
Lebensqualitdt massiv einschranken kann.*® Von diesem Risiko sind besonders Patient*innen
betroffen, die einen Vorderwandinfarkt erleiden, bei dem typischerweise der Ramus

interventricularis anterior (LAD) betroffen ist.®’

Zusammengenommen bildeten die chronische
ischamische Herzkrankheit, akute Mls und His knapp 50 % der durch Herz-Kreislauf-
Erkrankungen bedingten Todesfalle im Jahr 2024 und somit einen relevanten Anteil der
Todesursachen in Deutschland (siehe Abbildung 1). Die hohe Zahl an Betroffenen
unterstreichen die Notwendigkeit, die Versorgungsstrategien ischamischer Herzerkrankungen

zu verbessern, woflur weitere mechanistische Forschung notwendig ist.

Herz-Kreislauf-
Erkrankungen

chronische ischamische
Herzkrankheit

akuter Myokardinfarkt

Herzinsuffizienz

ORE 0 0O

Sonstige

Todesfalle Todesfalle durch Herz-Kreislauf-
insgesamt Erkrankungen

Abbildung 1: Todesfille durch Herz-Kreislauf-Erkrankungen in Deutschland 2024

Vereinfachte Darstellung der Aufschlisselung durch Herz-Kreislauf-Erkrankungen verursachten
Todesfalle in Deutschland im Jahr 2024
Quelle: Eigene Darstellung basierend auf Daten des Statistischen Bundesamtes’*?
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21.1. Was passiert nach dem MI?
Seit Tennant und Wiggers 1935 erstmals beschrieben, dass nach einem M| Veranderungen
der Kontraktilitat und Funktionalitdt des Myokards auftreten, ist dies Gegenstand der
Forschung.® Die Beobachtung einer Dilatation, Narbenbildung und Verénderungen der
Kontraktionsgeometrie des betroffenen Ventrikels wurde durch Hochman und Bulkley 1982 als
kardiales Remodeling benannt. Sie zogen den Schluss, dass diese Veranderungen durch
Heilungsprozesse nach dem MI entstehen.® Diese Heilungsprozesse werden von diversen
Entziindungsprozessen begleitet und beeinflusst.®'® Dazu zahlt unter anderem auch die
Gewebsinfiltration durch polymorphkernige Neutrophile Granulozyten (PMNs). Sind die PMNs
im Zielgewebe angekommen, bilden sie Neutrophile extrazellulare Fallen (NETs) aus. NETs
bestehen aus extrazellularer dekondensierter Desoxyribonukleinsdure (DNA) und
angelagerten Proteinen, die Pathogene unschadlich machen kénnen." NETs kénnen
Entzindungsprozesse regulieren. Gleichzeitig haben sie zytotoxische Eigenschaften, kénnen
Gewebe schadigen und sind dadurch in der Pathophysiologie unterschiedlicher Erkrankungen
aufgefallen.' Es wurde beispielsweise festgestellt, dass NETs Bestandteil von Thromben sind
und eine treibende Rolle bei ihrer Bildung spielen kénnen." Aber auch die Entstehung und
das Bestehen chronisch entzindlicher Erkrankungen, wie der rheumatoiden Arthritis oder
Multiplen Sklerose werden mit NETs in Zusammenhang gebracht.’ Obwohl es Hinweise gibt,
dass NETs, durch ihre Beteiligung am Remodeling, eine entscheidende Rolle fir das klinische
Outcome nach einem MI haben kdénnen, ist das Ausmal ihres Einflusses und der
zugrundeliegende Mechanismus nicht vollstandig verstanden.'® 2010 zeigten Li et al. im
PAD4-Knockout (PAD47")-Mausmodell, dass das Enzym Peptidylarginin-Deiminase 4 (PAD4)
fir die NETs-Bildung, ausgeldst durch unterschiedliche Stimuli, entscheidend ist.'® PAD4
citrulliniert Argininreste an Histon 3, wodurch die DNA dekondensiert und im Rahmen der
NETose zuganglich wird. Daruber hinaus beeinflusst PAD4 durch diese posttranslationale
Modifikation die Expression verschiedener Signalmolekile. PAD4 wurde auch im Kontext

verschiedener Erkrankungen, wie Herz-Kreislauf-Erkrankungen und Krebs, dokumentiert."’

Es ist davon auszugehen, dass NETs und PAD4 auch im kardialen Remodeling nach MIs eine
groRe Bedeutung haben und neue Erkenntnisse, die ihre Mechanismen spezifizieren, der
Behandlung kardial erkrankter Patient*innen dienen koénnen. Neues Wissen uber die
komplexen Interaktionen im Post-MI-Geschehen kann zur Entdeckung neuer therapeutischer
Ziele fihren, die die Lebensqualitit sowie das Uberleben von Patient*innen positiv
beeinflussen kdnnen. Es gilt zunachst den aktuellen Stand der Forschung betreffend Mis,
kardialem Remodeling und dem Einfluss des Immunsystems auf das kardiale Remodeling, mit

besonderem Augenmerk auf NETs und PAD4, detailliert zu erheben.
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2.2 Pathophysiologie des Ml und kardiales Remodeling

2.21. Der MI: Definition, Diagnostik und Behandlung
Als akuter MI wird eine plotzlich auftretende, ischamisch bedingte Schadigung der
Herzmuskelzellen bezeichnet. Der MI kann je nach Ursache der Ischamie klassifiziert
werden."® Als haufigster Grund gilt die Ruptur oder Erosion von Plaques in Koronararterien
und die darauffolgende Thrombusbildung. Der Thrombus, der sich auf dem rupturierten Plaque
bildet, engt das Lumen der Koronararterie so ein, dass Teile des Myokards nicht mehr
ausreichend durchblutet und somit hypoxisch werden.'®? Wenn dieser Zustand bestehen
bleibt, beginnen Myokardzellen durch verschiedene Zelltodprogramme, wie beispielsweise
Apoptose, Nekrose und Nekroptose, abzusterben.'®2' Besonders im Rahmen der Nekrose und
Nekroptose werden dabei proinflammatorische Mediatoren, wie damage associated molecular

patterns (DAMPs) freigesetzt, die das Immunsystem aktivieren (siehe Abbildung 2).?

m—) Nekrose

O,
QQ >
® So
S o°

Plaqueruptur und Thrombusbildung Nekroptose Inflammation

Abbildung 2: Aktivierung des Immunsystems nach Mi

Nachdem ein Verschluss der Koronararterien zum Zelluntergang fiihrt, werden proinflammatorische
Mediatoren ausgeschiittet, die zur Immunreaktion flihren.

Quelle: Eigene Darstellung

In der Behandlung von Mis steht eine zligige Diagnose und anschlielRende Wiedererdéffnung
der Gefale im Mittelpunkt der Akutversorgung.? Hierzu wird der klinische Verdacht durch
kardiale Biomarker im Blut bestatigt: Wenn das kardiale Troponin (cTNT) Uber die 99.
Perzentile der oberen Referenzgrenze ansteigt, liegt eine Myokardschadigung vor. Diese wird
durch einen Konzentrationsabfall oder -anstieg des cTNT als akut eingestuft und die Therapie

des Mis kann erfolgen.'®

Aufgrund des schnellen Zugangs zur perkutanen
Koronarintervention, kann eine Reperfusion des betroffenen Myokards erreicht und der

Schaden des Herzens oft begrenzt werden.>?*2° Die breit zugangliche Behandlung fiihrt zu
13



einer gestiegenen Uberlebenschance der Patient*innen. Allerdings geht das
wahrscheinlichere Uberleben eines MI mit vermehrten Komplikationen im Langzeitverlauf
einher: Die Entwicklung einer HI nach einem MI betrifft im ersten Jahr circa 30 % der
Patient*innen.>® Eine Hl ist die symptomatische Unfahigkeit des Herzens, ausreichend Blut zu
beférdern, damit der Kérper mit Sauerstoff und anderen Nahrstoffen versorgt ist. Dies kann
akut im Rahmen eines Mls auftreten oder andauernd im Rahmen einer chronischen HI.?
Obwohl die chronische HI in den letzten Jahren friher erkannt und stetig besser behandelt
werden kann, fordert sie geringfiigig mehr Todesopfer.?” Hier zeigt sich ein groRes Potential
den Postinfarktverlauf durch Medikamente oder Interventionen so zu beeinflussen, dass die

Lebensqualitat und die Prognose der Patient*innen verbessert wird.?

2.2.2. Ischamische Gewebsschadigung des Myokards
Der Untergang der Myokardzellen betrifft zunachst die Zellen, die durch das verschlossene
Gefald versorgt werden. Das restliche Myokard wird von anderen Arterien weiterhin mit Blut
versorgt und bleibt intakt. Es gibt jedoch eine Grenzzone zwischen den betroffenen und nicht
betroffenen Zellen, in der lber das Uberleben der Kardiomyozyten nicht unmittelbar
entschieden ist. In dieser Grenzzone zwischen versorgten und hypoxischen Kardiomyozyten
bildet sich ein Sauerstoffgradient und die Kardiomyozyten in diesem Bereich unterscheiden
sich in ihrer Vitalitat.?>3° Besonders in der Grenzzone finden Entziindungsprozesse statt, die
zum Zelltod der Kardiomyozyten fuhren kdnnen und damit die GroRe des Mls beeinflussen.
Die Inflammation moduliert auch die Vernarbung des Gewebes, wodurch die Kontraktilitat des

Myokards beeintrachtigt werden kann.?

2.2.3. Kardiales Remodeling
Kardiales Remodeling beschreibt die strukturellen Umbauprozesse des Herzens nach
kardialer Schadigung. Die Veranderungen des Myokards erfolgen auf zellularer, interstitieller,
expressiver und molekularer Ebene und fuhren zur Veranderung von GréfRe, Form und
Leistungsfahigkeit des Herzens. Kardiales Remodeling wird sowohl durch akute
Schadigungen, wie sie beim MI auftreten als auch durch chronische Herzschadigungen, wie

sie bei chronischen Hls bestehen, ausgelost.®’

So beginnt das kardiale Remodeling mit dem
akuten MI und kann dariiber hinaus mehrere Monate andauern.®'*? Das kardiale Remodeling
involviert verschiedene Zelltypen und Prozesse: Neben Zytokinen, Kardiomyozyten und
Immunzellen, wie Makrophagen, beeinflussen auch externe Faktoren, wie die
Myokardischamie selbst, oder eine prolongierte mechanische Belastung des Herzens den

31,33

Ablauf des Remodelings. Nachfolgend werden die drei Phasen des kardialen
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Remodelings, die Inflammationsphase, die proliferative Phase und die Reifungsphase,

detailliert beleuchtet®*

(1) Inflammationsphase
Das kardiale Remodeling beginnt mit dem Myokardschaden. Dem hypoxischen Schaden folgt
die Freisetzung von DAMPs, die an verschiedene Rezeptoren binden und zur Initiierung der
Immunantwort fiihren.** Die Immunreaktion ist zwar notwendig, um das Gewebe von
apoptotischen und nekrotischen Zellen zu befreien, kann allerdings auch ihrerseits
gewebsschadigende Effekte haben und zum Untergang von Kardiomyozyten fiihren.*® Die
durch den MI freigesetzten DAMPs binden an mustererkennende Rezeptoren (PRRS)
Uberlebender Zellen des Myokards und aktivieren diese. PRRs befinden sich auf der
Zelloberflache unterschiedlichster Zellen, dazu gehéren auch Kardiomyozyten und
Leukozyten, wie Makrophagen und PMNs.*® Makrophagen kénnen in proinflammatorische M1-
Makrophagen und antiinflammatorische M2-Makrophagen unterteilt werden. Die Polarisierung
der Makrophagen wird durch den Kontakt mit T1-Helferzellen und proinflammatorischen
Zytokinen, wie beispielsweise Interleukin 6 (IL-6), Tumornekrose Faktor o (TNF-a),
bakteriellen Lipopolysacchariden oder antiinflammatorischen Zytokinen, wie zum Beispiel
Interleukin 10 (IL-10), induziert.>” In der friihen proinflammatorischen Phase werden durch die
Bindung der DAMPs an PRRs intrazelluldre Signalkaskaden aktiviert. Uber bekannte
intrazellulare Signalmolekule, wie den Nuklearen Faktor «B (NF-xB) und die Mitogen-aktivierte
Proteinkinase (MAPK), erfolgt die Signaltransduktion und folglich werden proinflammatorische
Zytokine ausgeschiittet. Dazu z&hlen unter anderem IL-6 und der TNF-a..*® Zusétzlich werden
Chemokine freigesetzt, die zur Migration von Leukozyten, wie PMNs und Monozyten, in das
infarzierte Gewebe fiihren.® Die rekrutierten Monozyten, Makrophagen und PMNs bauen
nekrotische Zellen und extrazellulare Matrix (ECM) ab und sezernieren ihrerseits
proinflammatorische Mediatoren.* PMNs migrieren als erster rekrutierter Zelltyp ins
Infarktareal. Durch ihre Aktivierung werden intrazellulare Granula freigesetzt. Verschiedene
Entziindungsmediatoren, Proteasen, wie die Neutrophile Elastase (NE), Enzyme, wie die
Myeloperoxidase (MPO) und radikale Sauerstoffspezies (ROS) werden ausgeschuttet.
Zusétzlich bilden PMNSs auch im Infarktgeschehen NETs.* Die, durch die PMNSs sezernierten,
Mediatoren verstarken die lokale Inflammation, wodurch die Rekrutierung von Monozyten und
die Differenzierung zu M1-Makrophagen geférdert wird. M1-Makrophagen sind wiederum an
der Degradierung der ECM beteiligt.***' Die proinflammatorische Reaktion erreicht im
Mausmodell ein bis drei Tage nach Ml ihren Héhepunkt und ist gefolgt von der Transition zu

einer antiinflammatorischen Reaktion.*>43
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(2) Proliferative Phase
Nach einigen Tagen verandert sich die Qualitat der Immunantwort und im Myokard befinden
sich vermehrt antiinflammatorische Zellen und Molekdile.>*** M2-Makrophagen sezernieren IL-
10 und Tumorwachstumsfaktor-f (TGF-B) und stimulieren die Myokardreparatur. Zudem
infiltrieren dendritische Zellen, regulatorische T-Lymphozyten und Myofibroblasten das
Ischamiegebiet (siehe Abbildung 3).3"*® Dendritische Zellen befinden sich in nahezu allen
peripheren Geweben, phagozytieren Umgebungsbestandteile und prasentieren diese

Antigene auf ihrer Zelloberflache.***’

So koénnen unter anderem regulatorische T-
Lymphozyten aktiviert werden. Sie produzieren IL-10, unterdriicken die Inflammation und
unterstlitzen die Polarisation von M2-Makrophagen.*® Myofibroblasten sind differenzierte
kardiale Fibroblasten, die durch TGF-B und inflammatorische Signale, wie IL-6 aktiviert
werden. Sie sezernieren ECM Bestandteile, wie Kollagen, und bilden kontraktile Proteine, wie
a-Smooth Muscle Actin.*****® Besonders in der Grenzzone differenzieren Fibroblasten zu
Myofibroblasten und sind an der Bildung von Granulationsgewebe beteiligt.***? Eine
ubermalige Fibroblastenaktivierung kann zu Kollagenablagerungen flihren, die eine
diastolische Dysfunktion begiinstigen.*® Zunachst wird ein ECM-Netz aus Fibrin und
Fibronectin gebildet, welches als provisorisches Gerlst fungiert. Aulerdem sind matrizellulare
Proteine im Infarktgewebe vorhanden. Diese erfiillen keine mechanische Funktion, sondern
modulieren die inflammatorische Reaktion des kardialen Remodelings durch Aktivierung
intrazellularer Signalkaskaden.*® Ein weiteres Kennzeichen dieser Phase ist die Ausbildung
neuer Gefalke, getriggert durch den Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF).*® Insgesamt

beansprucht die proliferative Phase circa 10 Tage.*'
Leukozyten kdnnen kontextabhangig eine pro- oder antiinflammatorische Rolle in der

Myokardreparatur spielen. Dies hangt von verschiedenen Faktoren in der Dynamik des

Inflammationsprozesses ab.%?
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Abbildung 3: Leukozyten und Zytokine im Infarktgewebe nach Mi

Im Verlauf der Zeit sind verschiedene Immunzellen und Zytokine im MI-Gewebe vorherrschend. Die
initiale proinflammatorische Reaktion wird durch IL-6 und TNF-a vermittelt und PMNs, M1-Makrophagen
und Monozyten dominieren im Infarktgewebe. Die antiinflammatorische Reaktion wird durch IL-10
induziert und es zeigen sich vermehrt M2-Makrophagen, T-Zellen, dendritische Zellen und
Myofibroblasten im Gewebe.

Quelle: Eigene Darstellung nach Pluijmert et al.4®

(3) Reifungsphase
Bis die Reifungsphase, und damit das kardiale Remodeling vollstandig abgeschlossen ist,
kénnen Wochen bis Monate vergehen.®®* Wahrend der Narbenreifung nimmt die Zahl an
Immunzellen und Myofibroblasten im Myokard infolge von Apoptose weiter ab und
matrizellulare Proteine werden abgebaut. Antifibrotische Signale terminieren die
Syntheseleistung der Myofibroblasten und einige Myofibroblasten gehen in einen
Ruhephénotypen, bezeichnet als Matrifibrozyten, iber.**%* Kollagenmolekiile der ECM werden
quervernetzt und stabilisieren somit die Herzstruktur.>* Neu ausgebildete BlutgefaRe gehen
zuriick.®® Die verbleibende Herzfunktion nach dem Remodeling hangt von einem sensiblen
Gleichgewicht zwischen Auf- und Abbau der ECM-Bestandteile im Myokard ab.>®* Auch wenn
es sich zunachst um einen physiologischen Prozess handelt, der die Leistungsfahigkeit des
Herzens wiederherstellen soll, konnte festgestellt werden, dass maladaptives oder auch
prolongiertes Remodeling an der Pathophysiologie verschiedenerer kardialer Erkrankungen
beteiligt ist.*® Ein verstarkter Abbau der ECM kann beispielsweise zur Ausdiinnung der
Myokardwand fihren und somit die Dilatation des linken Ventrikels oder eine Ruptur
begtinstigen. Wird zu viel ECM synthetisiert, kann es zu einer verminderten Myokardmotilitat
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kommen, die mit einer diastolischen Dysfunktion einhergehen und die Entstehung einer

chronische HI begiinstigen kann (siehe Abbildung 4).57%

M1 Makrophage

Abbildung 4: ECM-Synthese und Remodeling nach Ml
Das Gleichgewicht des ECM-Ab- und Aufbau ist entscheidend fiir die Erholung der Herzfunktion nach
MI. PMNs schiitten ROS, NE und MPO aus und aktivieren M1-Makrophagen, die die ECM abbauen.

Die ECM wird durch Myofibroblasten und unter Beteiligung von M2-Makrophagen aufgebaut.
Quelle: Eigene Darstellung

Myofibroblast

M2 Makrophage

Die unterschiedlichen Prozesse, die die Inflammations-, Reifungsphase und Narbenreifung

pragen, gehen mit charakteristischen Mediatoren und Zelltypen einher, die im Infarktareal

nachweisbar sind (siehe Tabelle 1). Durch Untersuchungen der Zellzusammensetzung des

Myokards, lasst sich ableiten, dass es nicht moglich ist, die Phasen strikt voneinander zu

trennen, denn sie laufen zu Teilen parallel zueinander ab und gehen miteinander einher.*

Tabelle 1: Remodelingphasen mit zugehoérigen Biomarkern

Remodelingphase Biomarker
Myokardschaden Troponin®®
Inflammationsphase IL-6, TNF-a5°

Proliferationsphase

Fibroblasten,
Myofibroblasten®®

Narbenreifung

Quervernetztes Kollagen®®
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Zusammenfassend ist herauszustellen, dass das kardiale Remodeling ein komplexer, zeitlich
gestufter Heilungsprozess ist. Die Herzfunktion nach einem MI wird nicht allein durch die
Grole des Ischamieareals bestimmt, sondern auch durch das kardiale Remodeling nach dem
Ereignis.®® Es liegt ein groRes Potential in der Einflussnahme auf die Inflammation im Myokard,

um das Remodeling und damit den Myokardschaden giinstig zu beeinflussen.®’

2.24. Der Ursprung der NETs: PMNs und ihr Auftreten nach dem Ml
PMNs sind die ersten Zellen, die bei Entziindungen und Gewebsschadigungen rekrutiert
werden.* Mittlerweile gibt es viele Hinweise, dass sie in der Infarktheilung eine entscheidende
Rolle spielen koénnten. PMNs reifen im Knochenmark aus ihren Vorlauferzellen, den
Myeloblasten, heran und verweilen unter physiologischen Bedingungen zu 90 % dort.®? Bei
MI-Patient*innen hingegen ist die Zahl der im Blutkreislauf zirkulierenden PMNs erhoht.
Dartber hinaus korrelieren hdhere PMN-Konzentrationen im peripheren Blut mit grofReren

Infarktarealen bei Patient*innen nach perkutaner Koronarintervention.*

Der Abbau der PMNs im Infarktgewebe stellt einen Marker fur die Auflésung der
Inflammationsreaktion dar und hat eine wichtige antiinflammatorische Wirkung.*%*
Apoptotische PMNs schitten Signalmolekile aus, die einerseits zu einer Hemmung der
weiteren PMN-Infiltration und andererseits zur Rekrutierung phagozytierender Makrophagen
fuhren. Makrophagen phagozytieren anschlieRend die untergegangenen PMNs. Dies ist ein
wichtiger Mechanismus in der Auflosung der proinflammatorischen Reaktion. In M1-
Makrophagen wird dadurch beispielsweise die Produktion von TNF-o. gehemmt. Darlber
hinaus wird die Polarisierung zu M2-Makrophagen und die Synthese antiinflammatorischer

Botenstoffe, wie IL-10 und TGF-B verstarkt.®

PMNs kénnen durch unterschiedliche  Mechanismen auf Pathogene oder
Gewebsschadigungen reagieren, etwa durch rezeptorabhdngige Phagozytose mit
intrazellularer Degradierung, die Ausschuittung antimikrobieller Granula, die Bildung von ROS
und die Ausbildung von NETs.*

Abhangig von ihrem Inhalt werden die Granula der PMNSs in primare, sekundare und tertiare
Granula sowie sekretorische Vesikel unterteilt.?*% Einzelne Granulabestandteile, wie MPO,
wurden bereits in ihrer Auswirkung auf Mls untersucht und als prognostischer Marker
identifiziert. In Patienten*innen mit einem ST-Hebungsinfarkt war eine erhéhte MPO-
Plasmakonzentrationen am dritten oder vierten Tag nach MI mit erhohtem Risiko
schwerwiegender kardialer Komplikationen im Laufe der néchsten zwolf Monate assoziiert.®’
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Im Mausmodell konnte gezeigt werden, dass die Depletion von MPO mit einer reduzierten
Leukozyteninfiltration im Infarktareal einhergeht. Dabei wurde im spateren Verlauf auch eine

verringerte Dilatation des linken Ventrikels festgestellt.®®

2.2.5. NETs
Ein weiterer Abwehrmechanismus der PMNs ist die Bildung von NETs. Hierbei werfen PMNs
netzartige Strukturen aus Chromatinfaden mit angelagerten Proteinen in den
Extrazellularraum aus. Bestandteil des Chromatins sind die Histone H1, H2A, H2B, H3 und
H4."" Innerhalb der NETs bilden sich Maschen mit einer GréRe von 0,03 + 0,04 um?.%° Proteine
aus dem Zytoplasma und den Granula der PMNs lagern sich an und werden zu Bestandteilen
der NETs. Dazu gehoren beispielsweise NE, Lactoferrin und Cathepsin G."""° Auch MPO, das
mit schwereren Verlaufen bei MI-Patient*innen assoziiert ist, ist Bestandteil der NETs.%” Neben
einer antimikrobiellen Wirkung, triggern NETs Kaskaden im Rahmen der sterilen
Inflammation.”""? Inzwischen wurden neben Pathogenen, wie Bakterien, Viren und Pilzen
auch physiologische NETs-Trigger identifiziert. Dazu gehoéren diverse Molekile, die an der
Inflammation beteiligt sind, unter anderem IL-8, IL-1B, TNF-a, Komplementfaktor C5a und
auch Cholesterolkristalle.®®"*"* Ex vivo kann die NETs-Bildung durch Phorbol-12-Myristat-13-
Acetat (PMA) und Calcium (Ca®')-lonophore, wie zum Beispiel lonomycin, induziert

werden.%®7

Nachdem NETs zum ersten Mal im Jahr 2004 durch Brinkmann et al. charakterisiert wurden,
wurde im Jahr 2007 der Prozess der NETs-Bildung durch Fuchs et al. als weiterer Weg des
programmierten Zelltodes identifiziert und folglich als NETose bezeichnet.""’>"® Mittlerweile
ist bekannt, dass neben der lytischen oder auch suizidalen NETose, bei der die PMNs
zwangslaufig untergehen, auch eine vitale NETose existiert. Im Falle der vitalen NETose
Uberlebt die Zelle und ist weiterhin zu Phagozytose und Chemotaxis fahig.”” Welche Form der
NETose unter welchen Bedingungen eingeleitet wird, ist nicht abschlieRend geklart. Es gibt
Beobachtungen, die zeigen, dass vitale NETose besonders durch bakterielle

Lipopolysaccharide in Anwesenheit von Thrombozyten induziert wird.”®"°

(1) Lytische NETose
In den letzten Jahren wurden zahlreiche Studien zu den zellularen Mechanismen der lytischen
NETose verdffentlicht, wobei unterschiedliche Kaskaden beschrieben wurden.” Naccache et
al. und Rosazza et al. fuhren dies auf verschiedene experimentelle Bedingungen wie die
Verwendung unterschiedlicher Zellkulturmedien oder verschiedener NETose-Trigger und

auBerst spezifische experimentelle Fragestellungen zu einzelnen Molekiilen zuriick.2%8! Zu
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den Induktoren der lytischen NETose z&hlt neben IL-6, PMA und Pathogenen auch TNF-o..22
Neben unterschiedlichen mdglichen NETose-Stimuli kdnnen auch diverse PRRs involviert
sein: Dazu gehoren beispielsweise Toll-like-Rezeptoren (TLR), Komplementrezeptoren (CR)
und Fc-Rezeptoren (FcR).2*# Die Aktivierung der Proteinkinase C (PKC) und der cRaf-MEK-
ERK-Kaskade infolge der Erhdhung der intrazellularen Ca?*-Konzentration gilt als etablierter
Mechanismus der lytischen NETose.” Dies fiihrt zur Phosphorylierung der NADPH-Oxidase
und damit zur Produktion von ROS.% In intrazelluléren azurophilen Granula befindet sich ein
Enzymkomplex, der als Azurosom bezeichnet wird. Das Azurosom besteht aus acht Proteinen,
darunter NE, MPO und Cathepsin G. Unter dem Einfluss von ROS und MPO dissoziiert das
Azurosom, wodurch NE freigesetzt wird, Zytoskelettelemente degradieren und in den Nucleus
gelangt. Dort spaltet NE Histone, was zur Dekondensation der DNA im Zellkern beitragt. MPO
katalysiert die Bildung von ROS, welche die Freisetzung der NE steigert (siehe Abbildung 5).%¢
Es folgt die Anlagerung verschiedener Proteine wie MPO und NE an die aufgelockerten DNA-
Strange sowie die Lyse der Zellmembran, was zum Zelltod der PMNs fiihrt.”" Die Lyse der
PMN-Zellmembran wird durch Gasdermin D vermittelt, das durch die NE aktiviert wird und

auch an der Porenbildung bei anderen Formen des programmierten Zelltodes beteiligt ist.®”

Die hohe intrazellulare Ca?*-Konzentration aktiviert zudem PAD4. Getriggert durch
proinfammatorische Signale transloziert PAD4 in den Zellkern und katalysiert die
Citrullinierung von Histon H3 (citH3). Dies flihrt seinerseits zur Dekondensation der DNA im

Zellkern und wird als Voraussetzung fiir die NETose beschrieben (siehe Abbildung 5).8:8°

Neben dem cRaf-MEK-ERK-Signalweg wurde auch die Notwendigkeit der Aktivierung der
Milztyrosinkinase (Syk) und der Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K) bei der durch PMA und
Inflammationskomplexe induzierten NETose beschrieben.®® Auch die durch das Bakterientoxin
Pyocyanin induzierte NETose involviert PI3K und c-Jun-N-Terminale Kinasen (JNK).°' Derzeit
wird angenommen, dass die beteiligten Rezeptoren und Signalkaskaden in Abhangigkeit von
den jeweils genutzten NETose-Triggern und dem metabolischen Stadium der Zelle variieren

konnen.®!
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Abbildung 5: Lytische NETose

Im Rahmen der Iytischen NETose werden durch proinflammatorische Trigger Ca®*-lonen aus dem
endoplasmatischen Retikulum (ER) in den intrazelluldren Raum freigesetzt. ROS gelangen aus den
Mitochondrien (MT) ins Zytoplasma oder werden durch die NADPH-Oxidase gebildet. Am Ende der
Kaskade steht entweder die Citrullinierung des Histons H3 oder die Spaltung von Histonen durch die
NE. Dies fuhrt zur Dekondensation der DNA im Zellkern (ZK) und ist eine Voraussetzung fir die NETs-
Bildung.

Quelle: Eigene Darstellung
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(2) Vitale NETose
Die vitale NETose ermdglicht ein Uberleben der PMNs, obwohl NETs aus nuklearer DNA
ausgeworfen werden. Da die NETs durch Vesikel in den Extrazellularraum transportiert
werden, bleibt die Plasmamembran der Zelle intakt.”® Die vitale NETose wurde zum ersten Mal
im Jahr 2013 in einer Review durch Yipp und Kubes unter Verweis auf Daten von Clark et al.
aus dem Jahr 2007 und Pilsczek aus dem Jahr 2010 beschrieben. Hier wurde die NETose
unter anderem durch die Interaktion von TLR4 mit Lipopolysacchariden induziert.””9%%3
Auflerdem wurde die vitale NETose als Reaktion auf Komplementfaktoren, Pathogene und
aktivierte Thrombozyten beschrieben.®? Auch bei der vitalen NETose spielt die Erhéhung der
intrazellularen Ca**-Konzentration eine entscheidende Rolle. PAD4 wird aktiviert und leitet die
Dekondensation des Chromatins ein.®* Da die vitale NETose innerhalb von 5 bis 60 Minuten
ablauft, wahrend die lytische NETose 2-4 Stunden dauert, gehen einige Arbeitsgruppen von
der Aktivierung unterschiedlicher Signalkaskaden aus. Ob und welche Uberschneidungen es
neben der PAD4-Aktivierung gibt, ist bislang unklar.**° Die Porenbildung in der nuklearen

Membran scheint durch das porenbildende Protein Gasdermin D zu erfolgen.®’

Als Reaktion auf Staphylococcus aureus werfen humane PMNs NETs aus, deren Generation
von mitochondrialen ROS (mtROS) und dem mitochondrialen Komplex Il abhangig ist.%
Yousef et al. beobachteten NETs aus mitochondrialer DNA (mtDNA), die 15-20 Minuten nach
der Stimulation mit Komplementfaktor C5a oder Lipopolysacchariden  und
Granulozyten/Makrophagen Koloniestimulierendem Faktor (GM-CSF) ausgeworfen wurden.
Diese Form der NETose fiihrte auch zum Uberleben der PMNs und ist ROS-abhangig.”’
AuRerdem konnte festgestellt werden, dass das Auswerfen von mtDNA eine aktive NADPH-
Oxidase, Zytoskelettveranderungen und Adenosintriphosphat (ATP) als Produkt der Glykolyse
erfordert. Ein genauer Mechanismus, der zur Bildung von NETs aus mtDNA fiihrt, konnte noch

nicht vollstandig identifiziert werden.®®

Das Nomenklaturkomitee zum Thema Zelltod aus dem Jahr 2018, sieht den Gebrauch des
Begriffs ,NETose“ aufgrund des Uberlebens der Zellen kritisch und rét folglich davon ab.
AuRerdem wird darauf hingewiesen, dass der Begriff ,ETose” passender ware, da auch

eosinophile und basophile Granulozyten sowie Mastzellen zum NET-Auswurf fahig sind.*

NETs erfillen wichtige Abwehrfunktionen im Kérper, doch ist ihr vermehrtes Auftreten auch
mit destruktiven Effekten assoziiert: Eine starke NETs-Bildung kann mit Gewebsschadigung
und starker Inflammation in Zusammenhang gebracht werden.'® NETs wurden in
Zusammenhang mit verschiedenen Erkrankungen beobachtet. Dazu zahlen sowohl

Autoimmunerkrankungen wie systemischer Lupus erythematodes oder die rheumatoide
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Arthritis sowie Lungenerkrankungen wie die chronisch obstruktive Lungenerkrankung (COPD)
und Herz-Kreislauf-Erkrankungen. Durch die komplexen Interaktionen des Immunsystems ist
die konkrete Rolle der NETs in der Pathogenese nicht abschlieRend geklart.'* 5% Es scheint,
dass sie prothrombotische Eigenschaften haben und forderlich auf die Ausbildung von
Fibrinnetzen wirken.'®'% |n vitro fiihrte die Inkubation von pulmonalen Fibroblasten mit NETs
zur Differenzierung zu Myofibroblasten, die durch die Stimulation eine erhdhte Kollagenbildung
zeigten.'® Zusatzlich wurden NETs als Bestandteil von rupturierten atherosklerotischen
Plaques und Thromben nachgewiesen.'®® Sie aktivieren das Endothel zur Bildung
prothrombotischer Faktoren und férdern die Thrombinbildung.'%'%" Dies sind Aspekte, die die
Pathophysiologie von Mis beeinflussen kdnnen.'®® Patient*innen mit akutem Koronarsyndrom
zeigen haufig erhéhte NETs-Plasmakonzentrationen. Diese gelten nach dem Auftreten eines
ST-Strecken-Hebungsinfarkts als prognostischer Hinweis flr folgende kardiovaskulare
Ereignisse.'® "% Zusammenfassend ist zu bemerken, dass NETs eine ambivalente Rolle in
der Immunantwort nach Mls haben und schadliche Auswirkungen auf das Ergebnis des

Remodelings haben kdnnen.

2.2.6. PAD4
PAD4 ist eine von funf Isoformen der Peptidylarginin-Deiminasen. Neben PAD4 existieren
PAD1, PAD2, PAD3 und PADG6. Als humanes PAD5 wurde falschlicherweise das murine
Ortholog von PAD4 klassifiziert, was zu der abweichenden Nummerierung in der PAD-Familie
fuhrte."" PAD4 wird vorwiegend in Granulozyten, insbesondere PMNs sowie in Makrophagen
exprimiert und unterscheidet sich von den anderen PADs durch eine
Kernlokalisationssequenz, die die Translokation in den Zellkern ermdglicht. PAD4 ist

vorwiegend im Cytoplasma, zytoplasmatischen Granula und im Zellkern lokalisiert.''2"1?

PAD4 besteht aus 663 Aminosauren und hat eine molekulare Masse von 74 kDa. Das Protein
kann in zwei Domanen unterteilt werden: Die N-terminale Region enthdlt die
Kernlokalisationssequenz und besteht aus zwei immunglobulindhnlichen Subdomanen,
wahrend die C-terminale Region die katalytische Domane enthalt und sich als o-f-
Propellerstruktur darstellt. Fir die katalytische Aktivitat von PAD4 ist die Bindung von Ca*" an
den funf Ca?-Bindungsstellen entscheidend. Dies erméglicht, dass PAD4 seine aktive
Konformation einnimmt und steigert die katalytische Aktivitdt um das 10.000-fache. In seiner
maximal aktiven Form liegt PAD4 als Homodimer vor. Die Substratinteraktion nahe dem
aktiven Zentrum erfolgt Uber Ruckgratinteraktionen, wodurch sich ein breites

Substratspektrum ergibt."'*1°
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Die Citrullinierung oder auch Deiminierung beschreibt die hydrolytische Spaltung von Arginin
zu Citrullin und Ammoniak (siehe Abbildung 6).""® Zu den Substraten gehéren Argininreste und
Monomethylargininreste unterschiedlicher Proteine. Besonders an Histon H3 citrulliniert PAD4
Arginin 2, Arginin 8, Arginin 17 und Arginin 26, wodurch diese ihre positive Ladung verlieren
und die Dekondensation der DNA beglinstigt wird."'>'"® Dies ist, wie bereits erlautert, eine
Voraussetzung fiir die NETose mit nukleérer DNA."'® Weitere Substrate von PAD4 kénnen H4,
Transkriptionsfaktoren und Proteine wie p300, Nucleophosmin 1 (NPM1) und Inhibitor of
Growth Protein 4 (ING4) sein."”'""1"® Da PAD4 Monomethylarginin citrulliniert, ist es ein
wichtiges Enzym, das die posttranslationale Modifikation der Methylierung antagonisieren

kann.'"®

Einerseits kann die Citrullinierung der Histone durch die Dekondensation und die folgende
Zuganglichkeit der DNA einen steigernden Einfluss auf die Transkription von Genen haben.'?°
Andererseits interagiert PAD4 auch mit Transkriptionsfaktoren wie p53 und beeinflusst die
Expression seiner Zielgene. Eine Inhibition von PAD4 begiinstigt so den Zellzyklusarrest und
die Apoptose. Dabei spielen Interaktionen mit anderen Enzymen, die posttranslationale
Histonmodifikationen katalysieren, wie die Histondeacetylase 2 (HDAC2) eine Rolle."
AuRerdem kann PAD4 die Expression Ostrogen-induzierter Gene unterdriicken, indem es

Monomethylarginin citrulliniert und dabei die Methylgruppen entfernt.'"

Die physiologischen Mechanismen, die zur Aktivierung von PAD4 fliihren, sind nicht vollstandig
verstanden.'® Einige Aspekte konnten identifiziert werden: PAD4 wird durch seine Ca?*-
Abhangigkeit reguliert sowie die Dimerisierung.'"®'?? AuRerdem wirken verschiedene PKC-
Isoformen auf die Aktivierung von PAD4 ein: Wie zuvor beschrieben, kann PAD4 durch die
PKC( aktiviert werden. AuRerdem wird PAD4 durch PKCo. gehemmt. 123
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L-Arginin L-Citrullin

H,N \KNH Caz* HzN\'/O
NH PAD4 NH
Peptidkette Peptidkette

Abbildung 6: Citrullinierungsreaktion

PAD4 katalysiert die Ca?*-abhangige Citrullinierung von Arginin zu Citrullin, wodurch anstelle der
positiven Ladung des L-Arginin eine neutrale Gruppe entsteht.

Quelle: Eigene Darstellung nach Rohrbach et. al.®

\
/

PAD4-defiziente Mausmodelle werden in der Forschung genutzt, um den Einfluss von NETs
auf Krankheiten zu untersuchen.'® Die Dysregulation von PAD4 steht im Zusammenhang mit
dem Fortschritt rheumatoider Arthritis, Thrombosebildung und systemischem Lupus
erythematodes, wie es bereits fiir NETs beschrieben wurde.'®'? Septische Mause, die eine
PAD4-Defizienz aufwiesen, zeigten in einem Versuch weniger Organdysfunktionen und eine
héhere Uberlebensrate als septische Wildtyp (WT)-Mause.'?” Auch myokardiale Erkrankungen
werden von der PAD4-Aktivitat beeinflusst. Martinod et al. zeigten 2016 in einem Mausmodell,
dass die altersassoziierte kardiale Fibrose bei PAD4-defizienten Tieren geringer ausfallt als
bei WT-Tieren. Ebenso fallt der Verlust der systolischen und diastolischen Funktion geringer
aus. lhre Daten weisen darauf hin, dass dieser Effekt mit der NETose regulierenden Rolle von
PAD4 im Zusammenhang stehen kénnte.'?® AuRerdem ist die Entwicklung einer HI in einem
Mausmodell fur rheumatoide Arthritis durch die Gabe von PAD4-Inhibitoren reduziert worden.
Die PAD4-Inhibition flhrte in dem Modell zu einer geringeren Infiltration des linken Ventrikels
mit PMNs. Auch dieser Befund wird auf die Aktivierung der PMNs durch PAD4 und die
entscheidende Rolle in der NETose zuriickgefiihrt.””® Neben seiner pathophysiologischen
Rolle im Rahmen der NETs-Bildung kann PAD4 auch unabhangig von NETs in
Pathophysiologien relevant sein. Bei der rheumatoiden Arthritis befindet sich eine hohe
Konzentration durch PAD4 citrullinierter Proteine in der synovialen Flissigkeit betroffener
Gelenke."® AuRerdem spielt PAD4 in der Entwicklung neurologischer Erkrankungen wie zum

Beispiel Multipler Sklerose eine Rolle.""> PAD4 ist somit nicht nur zentraler Mediator der
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NETose, sondern auch ein potenzielles therapeutisches Ziel in der Post-MI-Regeneration und

anderen Erkrankungen.

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass sowohl die Funktion von PAD4 als auch NETs in der
Pathophysiologie verschiedener Erkrankungen und dem Post-MI-Remodeling nicht
abschlieltend geklart ist. Es wurden bisher sowohl schadliche als auch protektive Effekte von
PAD4 und NETs beschrieben. Dieser Widerspruch kann darauf hindeuten, dass die Effekte

kontextabhangig variieren konnten.

2.3 Ziel der Arbeit

Zahlreiche Patient*innen sind jahrlich von Mls betroffen. Sofern sie die akute Phase Uberleben,
entwickeln viele der Betroffenen Langzeitkomplikationen wie chronische Hls, die die
Lebenserwartung und auch -qualitat massiv einschranken. Die kardiale Funktion nach einem
MI wird mafRgeblich durch das kardiale Remodeling bestimmt, welches durch verschiedene
Immunprozesse reguliert wird. Eine zentrale Rolle wird dabei den PMNs zugeschrieben, die
durch die Ausbildung von NETs eine regulierende Wirkung auf die post-MI-Immunreaktion
haben. Dadurch stellen sie potenziell relevante Zielstrukturen fir praventive oder

therapeutische Ansatze in der Pravention chronischer Hls nach Mls dar.

Ziel dieser Arbeit ist es zu untersuchen, ob PAD47-Mause, die einen Ml erleiden, durch das
Ausbleiben der NETose profitieren und wie PAD4 die Funktion des Myokards, die
Immunantwort, die InfarktgréRe und das Uberleben der Mause beeinflusst. Im Hinblick auf die
ausbleibende NETose der PAD4"-Mause, soll in dieser Arbeit ein umfassender Uberblick tber
das Post-MI-Remodeling im Mausmodell erlangt werden. Dabei sollen kritische Zeitpunkte und
Strukturen identifiziert werden, deren Modulation den Verlauf nach MI positiv beeinflussen
konnte. Auf diese Weise soll ein besseres Verstandnis der Pathophysiologie der chronischen
HI nach MIs erlangt werden, um zukilnftig die Entwicklung praventiver Strategien der

Patient*innenversorgung zu unterstitzen.
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3. Material und Methoden

3.1 Material

3.11. Mause
Fir alle Experimente wurden C57BL/6J Mause des Jackson Labors verwendet. Der Knockout
wurde durch die Deletion der Exons 9 und 10 im PAD4-Gen und dem Cre/loxP-System durch
das Labor fur kardiale Regeneration der Uniklinik Kéln generiert und freundlicherweise fur die
Experimente zur Verfligung gestellt. Bei jedem Versuchstier wurde der Knockout mittels
Polymerase-Kettenreaktion (PCR) verifiziert. Zu den Versuchszeitpunkten waren die Tiere
9-12 Wochen alt und es wurden ausschliel3lich mannliche Mause verwendet. Die Tierhaltung
erfolgte bei 22-24 °C zu einem 12-Stunden-Tag-Nacht-Rhythmus. Die Mause wurden mit

Standardnagerfutter gefuttert und erhielten unbegrenzt Wasser.

Alle Tierversuche (OPs) wurden durch das Landesamt fur Natur-, Umwelt und
Verbraucherschutz Nordrhein-Westfalen auf Grundlage des Tierschutzgesetzes (§§ 7 bis 10)
genehmigt (LANUV, Deutschland, Nummer 84-02.04.2014.A234). Die Eingriffe wurden durch
PD Dr. med. Kaveh Eghbalzadeh mit meiner Assistenz durchgefihrt. Alle Untersuchungen
sowie die postoperative Versorgung der Versuchstiere lagen in meinem Aufgabenbereich mit

Ausnahme der Durchfiihrung des Multiplex Immunassays.

3.1.2. Materialien und Reagenzien

Tabelle 2: Auflistung aller fir die Experimente benutzter Materialien und Reagenzien, inklusive
Antikérper und Kits

Bezeichnung Hersteller

2,3,5-Triphenyltetrazoliumchlorid Carl Roth GmbH + Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland

4’,6’-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) Cayman Chemical, Ann Arbor, USA

Hydrochloride

Ampuwa Fresenius Kabi Deutschland GmbH,

Bad Homburg, Deutschland
Anti-Histone H3 (citrulline R2 + R8 + R17) | Abcam, Cambridge, Vereinigtes

antibody ab5103 Konigreich

Anti-Myeloperoxidase antibody ab9535 Abcam, Cambridge, Vereinigtes
Konigreich

Destilliertes Wasser (A. dest.) Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
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Bezeichnung

Hersteller

Bovines Serumalbumin (BSA)

PAN-Biotech GmbH, Aidenbach,

Deutschland

Dako Fluorescence Mounting Medium

(Eindeckmedium)

Dako AG, Wiesentheid, Deutschland

dsDNA from Calf Thymus

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Dulbeccos Phosphatgepufferte
Kochsalzlésung (PBS)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Evans-Blau

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Farbreagenz A (H20>)

R & D Systems, Minneapolis, USA

Farbreagenz B (Tetramethylbenzidin)

R & D Systems, Minneapolis, USA

Fetal Calf Serum (FCS), premium

PAN-Biotech GmbH, Aidenbach,

Deutschland

Goat Anti-Rabbit IgG AF488 4412S

Cell Signaling Technology, Danvers,
USA

lonomycin

InvivoGen, San Diego, USA

Hanks” Balanced Salt Solution (HBSS)

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

Mouse cTNT/TNNT2 ELISA Kit

Immunoway, Plano, USA

Mouse IL-10 DuoSet ELISA

R & D Systems, Minneapolis, USA

Natronlauge (NaOH)

Carl Roth GmbH + Co. KG,

Karlsruhe, Deutschland

Natriumchlorid (NaCl)

Carl Roth GmbH + Co. KG,

Karlsruhe, Deutschland

Normal Goat Serum (NGS)

Cell Signaling Technologies,
Danvers, USA

Paraformaldehyd (PFA)

Merck KGaA, Darmstadt,

Deutschland

Penicillin + Streptomycin (P/S)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Percoll, Easycoll

Biochrom GmbH, Schaffhausen,

Schweiz

PMA (1mM) Assay Reagent

Cayman Chemical, Ann Arbor, USA

Poly-D-Lysin

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

ProcartaPlex 8-plex Immunoassay Kit

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

29



Bezeichnung

Hersteller

Quant-iT PicoGreen dsDNA Assay-Kit

Invitrogen / Molecular Probes,
Waltham, USA

Reagent Diluent

(Reagenzverdinnungspuffer)

R & D Systems, Minneapolis, USA

Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640

PAN-Biotech GmbH, Aidenbach,

Deutschland

Triton X-100 Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Trypanblau Carl Roth GmbH + Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland
3.1.3. Gerate und Software

Tabelle 3: Auflistung aller fiir die Experimente benutzter Gerate und bendétigter Software

Bezeichnung

Hersteller

Allegra X-15R Centrifuge

Beckman Coulter, Brea, USA

Analysewaage ABT 100-5NM

Kern und Sohn GmbH, Balingen,

Deutschland

Control Unit-MS

UNO Roestvaststaal BV, Zevenaar,

Niederlande

Double three-way valve (Dreiwegehahn)

UNO Roestvaststaal BV, Zevenaar,

Niederlande

Eppendorf Pipette Plus,

verschiedene Volumina

Eppendorf-Germany, Wesseling,

Deutschland

Evident OLYMPUS Zoom Stereo Mikroscope
SZ51, binocular

Evident, Tokyo, Japan

Evident OLYMPUS KL1500 HAL,

Beleuchtung fur Stereomikroskope

Evident, Tokyo, Japan

Flat Heating Plate (Heizplatte)

UNO Roestvaststaal BV, Zevenaar,

Niederlande

Gas Exhaust Unit (Abgaseinheit)

UNO Roestvaststaal BV, Zevenaar,

Niederlande

GraphPad Prism 9

GraphPad Software, Boston, USA

Heating Probe (Rektalthermometer)

UNO Roestvaststaal BV, Zevenaar,

Niederlande

ImageJ

Entwickelt durch Wayne Rasband,

National Institutes of Health, USA
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Bezeichnung

Hersteller

Induction Box for Mouse (Einleitungsbox)

UNO Roestvaststaal BV, Zevenaar,

Niederlande

Infrarotlampe IL11

Beurer, Ulm, Deutschland

KERN Edelstahl-Tischwaage, FOB, bis 5 kg

Kern und Sohn GmbH, Balingen,

Deutschland

Laminar Flow Cabinet

KOJAIR Tech Oy, Mantta-Vilppula,

Finnland

Luminex 200 System

R&D Systems, Minneapolis, USA

Microsoft Excel

Microsoft, Redmond, USA

MiniVent Ventilator for Mice
(Model 845)

Hugo Sachs Elektronik, March,

Deutschland

Nikon Eclipse Ti-U Fluorescence Microscope

Nikon, Minato, Japan

Evident OLYMPUS CKX31 Microscope

Evident, Tokyo, Japan

Transducer MX550S

FUJIFILM VisualSonics, Toronto,

Kanada

UNOSORSB Filter (Anasthesiegasfilter)

UNO Roestvaststaal BV, Zevenaar,

Niederlande

Vaporizer Sigma Delta & Flowmeter CM2

UNO Life Science Solutions,

Zevenaar, Niederlande

Vevo LAB

FUJIFILM  VisualSonics,

Kanada

Toronto,

Victor X3 Multilabel Plate Reader

Perkin Elmer, Waltham, USA

VisualSonics Vevo 3100 Imaging System

FUJIFILM VisualSonics, Toronto,

Kanada

3.1.4.

Medikamente und Verbrauchsmaterial

Tabelle 4: Auflistung aller fiir die Experimente benutzter Medikamente und Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung

Hersteller

2-0 PROLENE Polypropylen-Faden

Ethicon, Inc., Raritan, USA

3M Durapore Fixierpflaster TM 1,25. cm x
9.1m

3M, Saint Paul, USA

6-0 PROLENE Polypropylen-Faden

Ethicon, Inc., Raritan, USA

8-0 PROLENE Polypropylen-Faden

Ethicon, Inc., Raritan, USA

70 um Zellfilter

Becton Dickinson, Franklin Lakes,
USA
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Bezeichnung

Hersteller

96-Well-Mikroplatte schwarz

Greiner Bio-One, Kremsminster,

Osterreich

Aortic Cannula 1.9 mm with Luer Fitting

Hugo Sachs Elektronik, March,

Deutschland

BD Microlance TM 326 G x 1/2

Becton Dickinson, Franklin Lakes,
USA

BD Plastipak 1 ml steril

Becton Dickinson, Franklin Lakes,
USA

Baytril Bayer 25 mg/ml Injektionslésung

Enrofloxacin

BAYER AG, Leverkusen,

Deutschland

Bepanthen Augen- und Nasensalbe

BAYER AG, Leverkusen,

Deutschland

Buprenovet Multidose 0,3 mg/ml

Injektionslosung

VetViva Richter GmbH, Wels,

Osterreich

Biroklammer 32mm

DURABLE Hunke & Jochheim
GmbH & Co. KG, Iserlohn,

Deutschland

Costar, 12-Well-Platte, transparent

Corning, New York, USA

Cutasept F Haut-Desinfizienz

BODE Chemie GmbH,

Hamburg, Deutschland

Deckglaser, Starke 1, rund, 12 mm

Carl Roth GmbH + Co. KG,

Karlsruhe, Deutschland

ES Kompressen 10 cm x 10 cm

Hartmann Gruppe, Heidenheim an

der Brenz, Deutschland

Ebelin Wattestabchen 500 Stk.

Ebelin, dm-drogeriemarkt, Karlsruhe,

Deutschland

Einmal Arterienklemmen, Pean, steril 14 cm,

gerade

Edlich & Habel,

Buchholz, Deutschland

Einmalschere Stumpf, Peha-instrument

Hartmann Gruppe, Heidenheim an

der Brenz, Deutschland

Einmalskalpell Figur 22

MediWare GmbH, Ko6In, Deutschland

Elektroden-Gel

P. J. Dahlhausen & Co. GmbH,

Koln, Deutschland

epT.l.P.S. (Pipettenspitzen)

Eppendorf, Wesseling, Deutschland

Extra Fine Graefe Forceps (Pinzette, stumpf)

Fine Science Tools GmbH,
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Bezeichnung

Hersteller

Heidelberg, Germany

Falcon Easy Grip Tissue Culture Dish 60 mm

x 15 mm (Petrischale)

Corning, New York, USA

Fine Scissors

Fine Science Tools GmbH,

Heidelberg, Germany

Handheld Magnetic Plate Washer

(Magnetische Plattenschiene)

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

Heparin-Natrium 5000 I.E./ml

B. Braun SE, Melsungen,

Deutschland

Introcan safety winged PUR (blau)

B. Braun SE, Melsungen,

Deutschland

Isofluran-Piramal Flussigkeit

Piramal Group, Mumbai, Indien

Isotonische Kochsalzlésung, Injektionslésung

Fresenius Kabi Deutschland GmbH,

Bad Homburg, Deutschland

Knete 10 Stangen

Idena, GolRen, Deutschland

MiniCollect EDTA Rohrchen

Greiner Bio-One, Kremsmiinster,

Osterreich

No. 120 Nahgarn fusselfrei

Gutermann GmbH, Gutach-Breisgau,

Deutschland

Nunclon Delta 96-Well-Mikroplatte

R & D Systems, Minneapolis, USA

Objekttragerbox fir 100 Stk.

GLW Storing Systems, Wirzburg,

Bayern

Pinzette, chirurgisch, gerade, Peha-

instruments

Hartmann Gruppe, Heidenheim an

der Brenz, Deutschland

Polysine Adhesion Microscope Slides,
25x75x1mm (Objekttrager)

Epredia Inc., Portsmouth, USA

Reaktionsgefald 1,5 mi

Eppendorf-Germany, Wesseling,

Deutschland

Rohrchen 50 ml, 115 x 30 mm

Greiner Bio-One, Kremsminster,

Osterreich

S&T Forceps — SuperGrip Tips (Pinzette,
spitz)

Fine Science Tools GmbH,

Heidelberg, Germany

Sterican 0,30 x 12 mm BL/LB; 30G x '%”

B. Braun SE, Melsungen,

Deutschland
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Bezeichnung

Hersteller

Ultraschallkontaktgel

Caeser & Lorenz GmbH, Hilden,

Deutschland

Edge

Vannas Spring Scissors — 2 mm Cutting

Fine Science Tools GmbH,

Heidelberg, Germany

Veet Haarentfernungscreme

Reckitt Benckiser Deutschland
GmbH, Heidelberg, Deutschland

Zahlkammer Neubauer

LO - Labor Optik, Lancing,

Vereinigtes Konigreich

3.1.5. Verwendete Losungen
HBSS-Praparationslosung (HBSS prep)

Tabelle 5: Ansatz fir 50 ml HBSS prep (HBSS + 3 % FCS)

Material Menge
HBSS 48,5 ml
FCS 1,5 mi
0,2% NaCl
Tabelle 6: Ansatz fir 50 ml 0,2 % NaCl
Material Menge
A. dest. 50 ml
NaCl 0149
1,2% NaCl
Tabelle 7: Ansatz fiir 50 ml 1,2 % NaCl
Material Menge
A. dest. 50 ml
NaCl 0649
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62% Percoll in HBSS prep

Tabelle 8: Ansatz fiir 10 ml 62 % Percoll in HBSS prep

Material

Menge

Ansatz fur die Stocklosung der isotonischen

Percolllésung

Percoll 9 ml
1,5 M NaCl 1 ml
62% Percoll in HBSS prep
Stock isotonischer Percolllésung 6,2 mi
HBSS prep 3,8 mi
4 % PFA in PBS
Tabelle 9: Ansatz fur 500 ml 4 % PFA in PBS
Material Menge
PBS, 60 °C 400 ml
PFA 20g

Mit NaOH-L6ésung auf pH 7,4 titrieren

Erwarmen bis PFA vollstandig geldst ist, anschliefend abkiihlen

Ad 500 ml PBS

Blockierungspuffer

Tabelle 10: Ansatz fiir 10 ml Blockierungspuffer (PBS + 0,3 % TritonX-100 + 1 % BSA + 5 % NGS)

Material Menge
PBS 8 ml
BSA 0,1g
Triton X-100 30 pl
NGS 500 pl
Vollstandig 16sen
Ad 10 ml PBS

Farbepuffer

Tabelle 11: Ansatz fir 50 ml Farbepuffer (PBS + 0,1 % TritonX-100)
Material Menge
PBS 50 ml
Triton X-100 50 pl
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3.2 Methoden

3.21. Versuchsaufbau
Die Auswirkungen der NETs-Bildung auf die akute und langfristige Heilung nach einem Mi
wurden in einem genetisch modifizierten PAD4”-Mausmodell untersucht. Der Ml wurde durch
die permanente Ligatur der LAD induziert. Dies ist ein etabliertes Verfahren zur Erzeugung
reproduzierbarer, transmuraler Mis."®' Die Mause wurden in zwei OP-Gruppen unterteilt: Die
MI-Gruppe erhielt eine LAD-Ligatur, wahrend bei der Kontrollgruppe (Sham) der Brustkorb
eroffnet wurde, ohne die myokardiale Durchblutung zu manipulieren. Der
zeitpunktsunabhangige Vergleich mit unbehandelten, Baseline (BL)-Tieren diente zur
Kontrolle der Auswirkungen der chirurgischen Prozedur. An Tag 1, Tag 3 und Tag 21 nach der
OP wurden die Mause untersucht: Es erfolgte eine transthorakale Echokardiographie (TTE),
die Versuchstiere wurden gewogen, der Infarktbereich im Myokard wurde quantifiziert und es
wurde Plasma zur anschlieRenden Analyse gewonnen (siehe Abbildung 7). Alle MalRnahmen
wurden identisch an PAD4"-Mausen, WT-M&ausen und Mausen der Kontrollgruppen
durchgefiihrt. Aus diesem Ablauf ergaben sich 14 definierte Versuchsgruppen, die sich aus
Genotyp (WT/PAD4™), chirurgischer Intervention (MI/Sham/BL) und Untersuchungszeitpunkt
(Tag1/3/21) zusammensetzen. Die Daten der Gruppen wurden ausgewertet und verglichen.

Alle chirurgischen Eingriffe wurden von PD Dr. med. Kaveh Eghbalzadeh durchgefihrt.

e DNV

Echokradiographie
—
Sham-OP
Tage
E—
Blutentnahme und
Laboranalyse
LAD-Ligatur \
Tage [ T T T T Ty l

Vermessung

Abbildung 7: Ubersicht der experimentellen Abliufe
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3.2.2. Operative MaBnahmen

(1) Anasthesie
Die Mause erhielten zur Analgesie 30 Minuten vor Eingriffen oder Untersuchungen 0,1 mg/kg
Kérpergewicht Buprenorphin subkutan. Die Anasthesie wurde inhalativ mit Isofluran eingeleitet
und gefiihrt. Uber einen Schlauch wurde Sauerstoff mit 5 Volumen% (Vol.%) Isofluran versetzt
(Control Unit-MS, UNO Roestvaststaal BV) und mit einer Flussgeschwindigkeit von 1 I/min in
die Einleitungsbox (Induction Box Mouse, UNO Roestvaststaal BV) geflihrt (siehe Abbildung
8A). Die Narkosetiefe wurde durch die Auslésung des interphalangealen Reflexes Uberpruft.
Der interphalangeale Reflex wird durch die Kompression der Haut zwischen den Zehen
ausgeldst, woraufhin HUft- und Beinmuskulatur flektieren. Die optimale Narkosetiefe war

erreicht, wenn er erloschen war, wahrend die Maus regelmaRig, aber verlangsamt atmete.

Nach der Einleitung wurde die Maus auf eine Heizplatte (Flat Heating Plate, UNO
Roestvaststaal BV) transferiert und fixiert. Die Heizplatte war auf 37 °C erwarmt, um die
Korpertemperatur aufrechtzuerhalten. Zusatzlich wurde bei Bedarf eine Infrarotlampe zum
Warmen genutzt. Die Narkose wurde durch die Zufuhr von 1 I/min Sauerstoff mit 2-3 Vol.%
Isofluran erhalten. Wahrend des Eingriffs wurde die Narkosetiefe durch regelmaRige
Uberpriifung des interphalangealen Reflexes kontrolliert. AuRerdem wurde wéahrend der
gesamten Narkose die Korpertemperatur, Atemfrequenz und Herzfrequenz, durch ein
Rektalthermometer (Heating Probe, UNO Roestvaststaal BV) und Sensoren in der
Warmeplatte Uberwacht (siehe Abbildung 8B). Die Augen der Maus wurden mit Bepanthen-

Creme bedeckt, um ein Austrocknen der Augen bei fehlendem Lidschluss zu verhindern.
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Dreiwegehahn Abgassystem Isofluran-
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1 I/min O,

Warme- \

lampe

Dreiwegehahn Abgassystem Isoﬂgran- '
Vaporisator Frischgas-
zufuhr

Vitalparameter

Warmeplatte

Abbildung 8: Darstellung der Andsthesie zur Einleitung und am (Operations-)Arbeitsplatz

Die inhalative Einleitung erfolgte in einer luftdichten Box (A), wahrend die Narkose mit 2-3 Vol%
Isofluran iber einen Schlauch, in dem Mund und Nasendffnung platziert war, aufrechterhalten wurde
(B).

Wurde die Narkose zur Vorbereitung einer Thorakotomie bendtigt, musste die Maus durch den
Operateur PD Dr. med. Kaveh Eghbalzadeh intubiert werden. Ansonsten ware der linke
Lungenfligel nach der Eréffnung des Thorax aufgrund des fehlenden Unterdrucks im
Pleuraspalt kollabiert. Die Lunge wurde wahrend des Eingriffs durch ein Beatmungsgerat
(MiniVent Ventilator for Mice, Hugo Sachs Elektronik) mit 150 Atemzigen/min ventiliert. Das

Atemzugvolumen (AZV) berechnete sich gewichtsadaptiert:

AZV (ul) = 10 x Korpergewicht

Bei PAD4"-Mausen war eine Reduktion des errechneten AZV um 10-20 % indiziert, da ein
gehauftes Versterben unmittelbar nach der Intubation und Standardbeatmung auftrat. Die
einmalige Autopsie einer Maus deutete darauf hin, dass die Todesursache ein Pneumothorax
war. Nach Reduktion des AZV bei PAD4"-Mausen hauften sich diese Todesfélle nicht mehr
(Daten nicht veréffentlicht). Die Mause wogen im Alter von 9-12 Wochen 20-30 g, sodass bei

leichteren Tieren das AZV um 10 % und bei schwereren Tieren um 20 % reduziert wurde.
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Die Extubation erfolgte nach nach Stabilisierung der Spontanatmung. Biszu funf Stunden nach
der Narkose wurden die Mause zum Warmemanagement unter einer Infrarotwarmelampe
(Infrarotlampe IL11, Beurer) gehalten. Zum postoperativen Schmerzmanagement wurden die

Mause alle 12 Stunden mit 0,1 mg/kg Kérpergewicht Buprenorphin subkutan versorgt.

(2) Myokardinfarkt-Modell durch permanente LAD-Ligatur

Der operative Eingriff wurde von PD Dr. med. Kaveh Eghbalzadeh unter Assistenz der Autorin
durchgefiihrt. Nach der Enthaarung durch Enthaarungscreme (Veet), wurde die Haut Giber dem
Musculus pectoralis mit einer stumpfen Pinzette angehoben und durch eine Schere langs des
Verlaufs der Rippenbdgen inzidiert. Der Musculus pectoralis wurde stumpf freiprapariert. Unter
Schonung der Arteria mammaria interna wurde der Muskel scharf durchtrennt, ebenso der
darunter liegende Musculus rectus abdominis. Der funfte Interkostalraum wurde unter
Schonung des darunter befindlichen Myokards eréffnet. Die angrenzenden Rippen wurden mit
einem 6-0 Faden (6-0 PROLENE Polypropylen Faden, Ethicon) gespreizt fixiert (siehe
Abbildung 9). Die LAD wurde im loco typico zwischen den Ventrikeln mit einem 8-0 Faden (8-
0 PROLENE Polypropylen Faden, Ethicon) unterstochen und ligiert. War die LAD im Situs
nicht sichtbar, wurde eine Ligatur am Joco typico vorgenommen. Die erfolgreiche Ligatur der
LAD konnte am Verblassen des Myokards distal des Knotens erkannt werden. Ohne
erfolgreiche Ligatur wurden die Versuchstiere aus dem Experiment ausgeschlossen. In den
meisten Fallen wurde eine regionale Hypokinesie des Herzens ersichtlich. Am Ende des
Eingriffs wurden 50 pg/g Korpergewicht Enrofloxacin subkutan als Infektionsprophylaxe
injiziert. Bei der Sham-Gruppe wurde bei identischem Vorgehen lediglich keine LAD-Ligatur
durchgefihrt.
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Abbildung 9: OP-Situs nach Thorakotomie

Die Maus war an allen vier Extremitaten und dem Schwanz mit Fixierpflaster auf der Heizplatte befestigt
und lag quer vor dem Operateur. Die Fotografie (A) wurde zu Zwecken der Ubersichtlichkeit durch die
schematische Darstellung der OP-Situation (B) erganzt.

3.2.3. Postoperative kardiale Untersuchungen

(1) Transthorakale Echokardiographie
Die Herzfunktion der Mause wurde an Tag 3 und Tag 21 echokardiographisch untersucht.
Hierfur waren Anasthesie und Enthaarung geman Kapitel 3.2.2 erforderlich. Zur Untersuchung
wurden das VisualSonics Vevo 3100 Imaging System (FUJIFILM VisualSonics), der Schallkopf
MX550S (FUJIFILM VisualSonics) und Ultraschallgel genutzt. Die Einstellungen der
parasternalen Langsachse und der kurzen Achse entsprechen den standardisierten
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echokardiographischen Protokollen zur Evaluation der kardialen Funktion in Nagetieren."*? Die

transthorakale  Echokardiographie (TTE) ermoglichte die Bestimmung

Funktionsparameter (siehe Tabelle 12).

kardialer

Tabelle 12: Ubersicht tiber die durch die TTE ermittelten kardialen Funktionsparameter in der langen

Achse
Parameter Definition
Linksventrikulare Prozentualer Anteil des enddiastolischen

Ejektionsfraktion (LVEF)

Blutvolumens, welches in der Systole ausgeworfen

wird. 133

WEF =/ %100
“Epv”

SV = Schlagvolumen

EDV = Enddiastolisches Volumen

Schlagvolumen (SV)

Blutvolumen, das pro Herzschlag in

Korperkreislauf ausgeworfen wird."?

SV =EDV — ESV

EDV = Enddiastolisches Volumen

ESV = Endsystolisches Volumen

den

Herzzeitvolumen (HZV)

Blutvolumen, welches pro Zeiteinheit in

Korperkreislauf ausgeworfen wird."?

HZV = SV x Herzfrequenz

den

Aufnahmen in der parasternalen Langsachse

Der Ultraschallkopf wurde entlang der Langsachse des Korpers parasternal links platziert und

leicht in Richtung der rechten Schulter, entlang der Herzachse, gedreht. Die Qualitat der

Einstellung war hoch, wenn die Segel der Aortenklappen, der Ursprung der Aorta sowie der

linke Ventrikel inklusive der Herzspitze erfasst wurde. Aufgenommen wurde mindestens ein

Pumpzyklus des Myokards, der im Anschluss mit dem VevoLAB Computerprogramm

ausgewertet wurde. Dazu wurden die Ventrikelgrenzen markiert (siehe Abbildung 10). Das

Programm errechnete anschlieBend die LVEF, das Ventrikelvolumen und weitere

Funktionsparameter des linken Ventrikels (siehe Tabelle 12). Aulerdem wurde das EDV des

linken Ventrikels bestimmt.
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Abbildung 10: Bildschirmaufnahme der VevoLAB Ansicht in parasternaler Langsachse
Die Aufnahme zeigt ein TTE-Bild des Herzens in der parasternalen Langsachse. Als ersten Schritt der
Messung wurde die Ventrikelbegrenzung markiert (griine Linien).

Aufnahmen in der kurzen Achse

Aus der parasternalen Langsachse wurde der Schallkopf um 90° gedreht und es stellte sich
ein Querschnitt durch die Ventrikel dar, der auf drei verschiedenen Ebenen aufgenommen
wurde: Direkt unterhalb der atrioventrikuldren Klappen, in der Mitte des Ventrikels und apikal
wurden Aufnahmen im B- und im M-Modus gespeichert. Analog zu den Aufnahmen in der
parasternalen Langsachse wurde die Auswertung mit Hife des VevolLAB
Computerprogramms durchgefiihrt. Es konnte der Durchmesser des linken Ventrikels (LV) in
der Systole und in der Diastole sowie die Hinterwand vermessen werden. So konnte die
Reduktion des Ventrikeldurchmessers errechnet werden:

ALV Durchmesser = LV Durchmesser (Diastole) — LV Durchmesser (Systole)
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(2) Kardiale Punktion
An Tag 1, Tag 3 und Tag 21 wurden Blutproben aus den Herzen der Mause entnommen. Es
handelte sich um eine terminale Untersuchung, da das entnommene Blutvolumen von circa
1ml letal war.™®* Zur Vorbereitung wurden die M&use narkotisiert und auf dem Operationstisch
fixiert (siehe 3.2.2).

Mit einer stumpfen Pinzette wurde die Haut des Oberbauchs angehoben, mit einer Schere
eingeschnitten und der Schnitt wurde kranial erweitert. Unter der Haut kam das dinne
Peritoneum mit den darunter liegenden Organen zum Vorschein. Das Peritoneum wurde bis
zum Xiphoid eroffnet. Die Lebern der Tiere wurden behutsam unter Zuhilfenahme einer
stumpfen Pinzette mobilisiert, sodass der Blick auf das Diaphragma frei war. Hierbei konnte
sich ein Ligament zwischen Leber und Zwerchfell zeigen, welches vorsichtig durchtrennt
wurde. Um die Sicht zu optimieren, wurde eine Klemme am Xiphoid befestigt und
umgeschlagen fixiert. Unter dem Diaphragma stellte sich so die Herzspitze dar (siehe
Abbildung 11).

:

Abbildung 11: Vorbereitung der kardialen Blutentnahme einer LAD-ligierten Maus

Das erdffnete Abdomen ermdglichte die Sicht auf die Organe. Durch das Diaphragma sind die
Herzspitze und der rechte Lungenfliigel zu erkennen. Die Ansicht auf die Herzspitze variierte, da durch
die Folgen der LAD-Ligatur die Anatomie der Herzspitze individuell beeintrachtigt war.
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Das Herz wurde mit einer 30G-Kantle und einer 1-ml-Spritze im 30°-Winkel punktiert. Bei
erfolgreicher Punktion sollte die Position der Spritze nicht mehr gedndert werden. Minimale
Bewegungen konnten zum Sistieren des Blutflusses fihren. War dies der Fall, wurde die

Position vorsichtig korrigiert, bis mindestens 1ml Blut aus dem Herzen gewonnen war.

Nach der Punktion wurde das Blut in ein EDTA-R6éhrchen (MiniCollect EDTA Roéhrchen,
Greiner Bio-One) uberfiihrt und 10 Minuten bei 6700 rpm und Raumtemperatur zentrifugiert.
Ohne das Zellpellet zu beriihren wurde das Plasma mit einer Pipette abgenommen und bis zur

weiteren Analyse bei -20 °C gelagert.

(3) Infarktquantifizierung mittels Triphenyltetrazoliumchlorid Farbung
Nach der kardialen Punktion wurde das Diaphragma mit einer Federschere eréffnet, um das
Herz fir die weitere Untersuchung zu entnehmen. Die thorakale Aorta wurde freiprapariert.
AnschlieRend wurde die Aorta ascendens mit einer spitzen Pinzette 1-2 mm Uber ihrem
Ursprung gehalten und mit der Federschere eng dartiber durchtrennt. Das Herz wurde in PBS
auf Eis gelagert und von Blut befreit. Anschliefend wurde es bei -20 °C eingefroren, um das
spatere Zerteilen in Scheiben zu ermdglichen. Die eingefrorenen Herzen wurden nach 60
Minuten mittels 22er Skalpell vom Knoten der LAD-Ligatur ausgehend nach apikal in funf
Scheiben geteilt und in lichtundurchlassige Mikroreaktionsgefalie gegeben. Diese wurden mit
Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC) befllt, sodass die Herzscheiben vollstandig bedeckt waren
und anschlieBend 5 Minuten in einem 38 °C warmen Wasserbad erhitzt. TTC farbte
metabolisch aktive Zellen rot, wahrend infarzierte Zellen ungefarbt blieben. Anschlieffend
wurden die Herzscheiben abgetupft, gewogen und fotografiert. Die verschiedenfarbigen
Flachen wurden mit dem Programm ImageJ quantifiziert. AnschlieRend wurde anhand der

gewonnenen Daten das Infarktgewicht errechnet:

Infarktflache [Pixel] )

I kt icht =H heib icht
nfarktgewicht [g] erzschetbengewicht [g] x (Gesamtfléche der Herzscheibe [Pixel]

3.24. Post-Ml Plasmaanalysen

(1) Quantifizierung zellfreier DNA
Die zellfreie DNA (cfDNA) in den Plasmaproben wurde mit dem Quant-iT PicoGreen dsDNA
Assay-Kit (Invitrogen) bestimmt. Das fluoreszierende PicoGreen-Reagenz band spezifisch an
doppelstrangige DNA (dsDNA), die sich in den Plasmaproben der Mause befand. Das
Fluoreszenzsignal wurde gemessen. Im Vergleich zu einer in jedem Ansatz gemessenen

DNA-Standardkurve wurden die DNA-Konzentrationen in den Plasmaproben ermittelt.
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Dazu wurden 50 pl der Plasmaproben nach griindlichem Vortexen auf eine schwarze 96-Well-
Platte aufgetragen. Jede Probe wurde in vier Wells aufgetragen, sodass eine
Doppelbestimmung mit dem PicoGreen-Reagenz und eine Doppelbestimmung des Leerwerts
mit PBS gemessen wurde. Bei zu geringem Plasmavolumen wurde die Probe mit PBS im
Verhaltnis 1:2 oder 1:3 verdiinnt. Das PicoGreen-Reagenz wurde im Verhaltnis 1:1000 in PBS
verdunnt und es wurden jeweils 150 pl pro Well hinzugefiigt. Zur Bestimmung des Leerwerts
wurden alternativ 150 pyl PBS genutzt. Der DNA-Standard (dsDNA from Calf Thymus, Sigma
Aldrich) wurde ebenso doppelt als Mess- und Leerwert bestimm. Die Konzentrationen
entsprachen den Referenzwerte fur 2 pug/ml, 1 pg/ml, 0,5 ug/ml, 0,25 pg/ml und 0,125 pg/ml.
Sobald die 96-Well-Platte mit PicoGreen aufgeflllt war, wurde die Fluoreszenz mit dem Victor

X3 Multilabel Plate Reader (Perkin EImer) gemessen.

Der durchschnittliche Leerwert wurde vom durchschnittlichen Messwert jeder Plasmaprobe
abgezogen. AnschlieRend konnte unter Zuhilfenahme der Standardkurve die DNA-
Konzentration jeder Probe bestimmt werden. Wenn die Plasmaprobe zuvor verdinnt wurde,

musste die ermittelte Konzentration mit dem entsprechenden Faktor multipliziert werden.

(2) Quantifizierung von Zytokinen
Aufgrund des limitierten Blutvolumens der Mause, das durch die kardiale Punktion gewonnen
werden konnte, war das Plasmavolumen begrenzt. Um trotzdem mehrere Immunmediatoren
erfassen zu kénnen, wurde ein Multiplex Immunassay verwendet. Das Verfahren basiert auf
einer Weiterentwicklung des Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)-Prinzips:
Detektionsantikérper sind an Fluoreszenz- oder Streptavidin-kodierte magnetische Beads
verbunden, die flusszytometrisch einem Zielprotein zugeordnet werden kénnen.'** So kénnen
im Gegensatz zum ELISA mehrere Zielproteine in einer Probe quantifiziert werden. Es wurde
der ProcartaPlex Multiplex Immunoassay der Firma Thermo Fisher genutzt. Das Kit wurde mit
entsprechenden Beads zur Bestimmung von acht Zielproteinen zusammengestellt: MCP-1, IL-
6, TNF-a, Interleukin-1B (IL-1B), Interleukin-4 (IL-4), IL-10, Makrophagen-inflammatorisches
Protein-1ac  (MIP-1a) und Interferon y (IFN-y). Die Arbeitsschritte wurden gemaf
Herstellerprotokoll durchgefuhrt und mit dem Luminex 200 System (R&D Systems)

ausgelesen.

(3) Quantifizierung von kardialem Troponin T
Die cTNT-Konzentration in den Mausplasmaproben wurde mit dem Mouse cTNT/TNNT2
ELISA Kit der Firma ImmunoWay gemal dem Herstellerprotokoll bestimmt. Das Kit folgt dem
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Prinzip eines Sandwich-ELISA. Die im Lieferumfang enthaltenen Platten sind mit einem
Antikorper beschichtet, der spezifisch murines cTNT/TNNT2 bindet und immobilisiert. Der
Detektionsantikérper bindet cTNT und ist mit Biotin gekoppelt, wodurch die Bindung von
Streptavidin-HRP erfolgt. Tetramethylbenzidin wird durch Streptavidin-HRP oxidiert, was zu
einer farbmetrischen Reaktion fuhrt. Die Intensitat der Farbung wurde mit dem VictorX3
Multilabel Plate Reader (Perkin Elmer) quantifiziert. Anhand einer Standardreihe konnte die

Konzentration von cTNT in der Plasmaprobe berechnet werden.

3.2.5. Versuche an nativen murinen PMNs

(1) PMN-Isolation aus dem Knochenmark mittels
Dichtegradientenzentrifugation

Die Versuchstiere wurden kurz vor Beginn der Isolation durch die zervikale Dislokation des
Schéadels getotet. Unmittelbar danach wurde die Haut der unteren Extremitaten entfernt. Nach
Freilegung der Extremitat wurde der Beckenring mit einer Schere durchtrennt und der Ful®
entfernt. Danach wurde die Muskulatur von Femur und Tibia gel6st. Die freigelegten Knochen
wurden in PBS auf Eis gelagert. Eine weitere Petrischale wurde mit HBSS Praparationslésung
(HBSS prep) auf Eis vorbereitet. Nun wurde der Femurkopf, die Epikondylen, der Tibiakopf
und der Malleolus medialis entfernt. Das Knochenmark wurde ber eine 26G Kanule mit HBSS
prep aus den Réhrenknochen in die Petrischale gesplilt, bis der Knochen transparent erschien.
Die HBSS-prep-Zellsuspension wurde in ein 50 ml Zentrifugenréhrchen uberfihrt und
vorsichtig resuspendiert. AnschlieRend wurde die Flussigkeit durch einen 70 um Filter von
groéberen Gewebs- und Knochenbestandteilen befreit. Es folgte die Zentrifugation bei 15 °C

fur 5 Minuten bei 400 g. Der Uberstand, der sich bildete, wurde vorsichtig abgegossen.

AnschlieRend erfolgte die osmotische Lyse der Erythrozyten. Das Pellet wurde 45 Sekunden
lang in 6 ml 0,2 %iger Natriumchloridldsung bei Raumtemperatur resuspendiert. Die Reaktion
wurde mit 6 ml 1,2 %iger Natriumchloridlésung gestoppt und es folgte die Zentrifugation bei
400 g fiir 5 Minuten bei 15 °C. Nach der Entfernung des Uberstands wurde das Pellet in 5 ml
HBSS resuspendiert.

Die PMNs wurden durch einen Percoll-Dichtegradienten von der Ubrigen Zellpopulation
getrennt. Dazu wurden 5 ml 62 % Percoll in ein 15 ml Zentrifugenréhrchen vorgelegt und
anschlieftend mit der HBSS-Zellsuspension Uberschichtet. Das Falcon wurde fir 30 Minuten
bei 1000 g und Raumtemperatur ohne Bremsfunktion zentrifugiert. Der Uberstand wurde

vorsichtig mit einer Pipette abgenommen und das Pellet, in dem sich die PMNs befanden, in
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10 ml HBSS prep resuspendiert und so gespult. Nach einer Zentrifugation bei 400 g und 15

°C fur 5 Minuten wurde das Pellet in 2 ml PBS resuspendiert.

(2) Bestimmung der Zellzahl
Nach der Isolation wurde durch die Neubauer Zahlkammer die PMN-Konzentration bestimmt.
In der Neubauer-Zahlkammer befinden sich fest definierte Messfelder. Durch das Zahlen der
Zellen in den Quadraten konnte die Zellkonzentration der Flussigkeit errechnet werden. Die
Zellsuspension wurde im Verhaltnis 1:3 mit Trypanblau verdinnt und auf die Zahlkammer
aufgetragen. Unter dem Mikroskop wurde die Zellzahl in vier Eckquadraten (L-Form) gezahit.
Gezahlt wurden die Zellen, die nicht durch Trypanblau gefarbt und damit vital waren. Die

Konzentration wurde durch folgende Formel ermittelt:

x Verdinnungsfaktor x 10*

Zellen _ Zellzahl
¢ ( ) ~ gezahlte Quadrate

ml
Die Zielkonzentration zur Farbung der Zellbestandteile betrug 1,5 x 108/ml. Das erforderliche
Volumen wurde in ein Zentrifugenréhrchen transferiert und anschlieRend zentrifugiert. Nach 5
Minuten bei 15 °C und 400 g wurde der Uberstand vorsichtig entfernt und die Zellen in RPMI-
Medium mit 2 % FCS und Penicillin und Streptomycin (P/S) resuspendiert.

(3) Beschichtung von Deckglaschen mit Poly-D-Lysin
Poly-D-Lysin (Sigma-Aldrich) wurde im Verhaltnis 1:10 mit PBS verdinnt. 300 pl wurden
jeweils auf runde 12 mm Deckglaser gegeben, die in 12-Well-Platten platziert waren. Es folgte
die Inkubation bei 37 °C fur 30 Minuten. Danach wurden die Deckglaser mit 1 ml sterilem PBS
gewaschen und eine Stunde unter sterilen Bedingungen bei Raumtemperatur getrocknet.

AnschlieRend wurden sie bei 4 °C Uiber Nacht gelagert.

(4) Stimulation der NET-Freisetzung aus PMN mit PMA oder lonomycin
In jedes Well wurden 1,5 x 10° PMN in 500 pl RPMI-Medium mit 2 % FCS und P/S ausgesét.
Nach mindestens 30 Minuten Inkubation bei 37 °C hafteten die Zellen an den Deckglasern und
konnten zur NET-Freisetzung stimuliert werden. Die PMA-Stocklésung (1mM) wurde mit
RPMI-Medium mit 2 % FCS und P/S zu einer Arbeitsldsung mit einer Konzentration von 10 uM
vorverdunnt. 2,5 pl der Arbeitslésung wurden pro Well fir die Stimulation eingesetzt, sodass
eine Stimulationskonzentration von 50 nM PMA erreicht wurde. Der lonomycin-Stock
(1,33mM) wurde aquivalent dazu zu einer Arbeitslésung mit einer Konzentration von 266 yM
in RPMI-Medium mit 2 % FCS verdinnt. Zur Stimulation wurden 7,5 ul der Arbeitslésung pro

Well eingesetzt, wodurch die Zielkonzentration von 4 uM lonomycin pro Well erreicht wurde.
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Die PMNs wurden zur Stimulation fir 3 Stunden bei 37 °C inkubiert. Anschlief’end wurde das
Medium vorsichtig mit der Pipette aus den Wells genommen, ohne dabei die Oberflache der
Deckglaser zu berihren und mit 1 ml PBS gewaschen. Zur Fixierung der PMNs wurden jeweils
800 ul 4 % Paraformaldehyd aufgetragen und fur 50 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
AnschlieRend wurden die Deckglaser dreimal mit PBS gewaschen und bei 4 °C tUber Nacht

gelagert.

(5) Nachweis der NET-Freisetzung durch Immunfluoreszenz
Die Deckglaser wurden aus den Wells enthommen, vorsichtig auf Zellstoff abgetupft und in
eine lichtundurchlassige feuchte Kammer zur Immunfarbung gelegt. Pro Deckglas wurden
300 pl Blockierungspuffer aufgetragen und 30 Minuten bei Raumtemperatur in Dunkelheit
inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde die Fllssigkeit an den Seiten der Deckglaser
mit einer Pipette abgenommen und das Glas abgetupft. Nun wurden die Deckglaser mit 200 pl
1:100 verdunntem polyklonalem Kaninchen anti-MPO-Antikérper (ab9535, Abcam) in
Farbepuffer, fur 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Zur Farbung von citrulliniertem
Histon H3 (citH3) wurde alternativ ein polyklonaler Kaninchen anti-citH3-Antikérper (ab5103,
Abcam), in einer Verdinnung von 1:500 in Farbepuffer verwendet. Die Farbung erfolgte Uber
Nacht bei 4 °C. Am nachsten Tag wurde die Flussigkeit abgenommen, und die Zellen viermal
vorsichtig mit PBS gewaschen. Dann wurde Ziegen-Anti-Kaninchen-Antikérper (rabbit IgG AF
488, 44128, Cell Signaling Technology) in 1:1000 Verdinnung aufgetragen und 1,5 Stunden
bei Raumtemperatur inkubiert. Der Ziegen-Anti-Kaninchen-Antikorper wurde mit
Blockierungspuffer angesetzt. Erneut wurde die Flissigkeit abgenommen und viermal mit PBS
gewaschen. Zur Markierung der DNA wurden die Glaschen fir 10 Minuten bei
Raumtemperatur mit 4°,6"-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) in einer Konzentration von 1 ng/mi
inkubiert. Die Zellen wurden viermal mit PBS gewaschen und anschlieRend wurde 1 ml steriles
Wasser fur 2 Minuten auf die Glaschen gegeben. Anschliefend wurden die Zellen mit
Fluorescence Mounting Medium eingedeckt und mit dem Fluoreszenzmikroskop (Eclipse Ti-U

Fluoreszenz Microscope, Nikon) analysiert.

3.3 Statistik

Alle Statistischen Analysen wurden mittels der GraphPad Prism 9 Software (GraphPad)
erstellt. Um die Daten auf Normalverteilung zu tberprifen wurde der Kolmogorov-Smirnov-
Test durchgefiihrt. Wenn die Daten normalverteilt waren, wurde der ungepaarte t-Test zur
Uberpriifung der Signifikanz der Unterschiede zwischen zwei Gruppen genutzt. Nicht
normalverteilte Daten wurden mit dem Mann-Whitney-U-Test verglichen. Zur Analyse von zwei

Faktoren Uber mehrere Gruppen wurde der Two-way-ANOVA Test mit anschlielendem
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Tukey-Post-hoc-Test durchgefiihrt. In jedem Fall wurde das Signifikanzniveau als p kleiner als
0,05 definiert. Die Daten wurden als Saulendiagramme mit Standardabweichung + Mittelwert

dargestellt, wobei die einzelnen Datenpunkte dargestellt wurden.
4. Ergebnisse

4.1 PMNs von PAD4"--Mausen bilden keine NETSs in vitro

Zur funktionellen Validierung des PAD4"-Genotyps wurden PMNs aus dem Knochenmark
isoliert und mit lonomycin zur NETose stimuliert. Im Rahmen der NETose katalysiert PAD4 die
Deiminierung von Argininresten im Histon H3 zu citH3. Nach der Stimulation wurden mittels
Immunfluoreszenzfarbung von MPO, citH3 und DAPI potenziell gebildete NETs dargestellt.
Unbehandelte PMNs zeigten eine Kolokalisation von MPO (griin) oder citH3 (griin) und DNA
(blau). WT-PMNs bildeten nach lonomycin-Stimulation NETs, die durch extrazellulare DNA-
Faden (blau) mit angelagertem MPO oder citH3 (griin) sichtbar wurden. PAD4"-PMNs zeigten
trotz der Stimulation mit lonomycin, keine NET-Bildung (siehe Abbildung 12). So konnte
nachgewiesen werden, dass in PAD47-PMNs eine effektive Hemmung der NETose in PMNs

erreicht wurde.
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Abbildung 12: PAD4"--PMNs zeigten keine NETose nach lonomycin-Stimulation

PMNs wurden aus dem Knochenmark von WT-Mausen bzw. PAD4"-Mausen isoliert. AnschlieRend
erfolgte die Immunfluoreszenzfarbung von MPO oder citH3 (griin) sowie die Farbung der DNA mittels
DAPI (blau). lonomycin-stimulierte WT-PMNs zeigten NETs-Bildung. Die NETs sind durch Pfeile
markiert. Die lonomycin-Stimulation von PAD4"-PMNs fiihrte nicht zur NETs-Bildung.

Skalierung: 50 pm
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Zur quantitativen Bestatigung der NETose-Defizienz in PAD4"-PMNs wurde der Anteil der
cfDNA in den Zelluberstanden von PMNs gemessen, die im Vorfeld mit lonomycin stimuliert
wurden. In unbehandelten Proben beider Genotypen lag das Signal bei etwa 2000 relativen
Fluoreszenzeinheiten (RFU). Die lonomycin-Stimulation der PAD4"-PMNs fiihrte zu keinem
signifikanten Anstieg des Fluoreszenzsignals. Im Uberstand der WT-PMNs stieg das
Fluoreszenzsignal signifikant auf etwa 2500 RFU durch die lonomycin-Stimulation an. Die
Differenz zwischen den stimulierten PAD47-Zellen und WT-Zellen war nahezu signifikant
(p = 0,057) (siehe Abbildung 13). Die Ergebnisse bestatigen, dass PAD4"-PMNs keine NETs

freisetzen konnen.
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Abbildung 13: PAD47--PMNs produzierten nach Stimulation weniger cfDNA

Die NETs-Bildung wurde in vitro durch Stimulation von PMNs mit 4 ym lonomycin fir 3 Stunden bei
37 °C induziert. AnschlieRend wurde die cfDNA in den Zelliberstadnden durch das Quant-iT PicoGreen
dsDNA Assay gemessen und als relative Fluoreszenzeinheit (RFU) dargestellt. Die lonomycin-
Stimulation zeigte nur im Zelliberstand der WT-PMNs einen signifikanten Anstieg des
Fluoreszenzsignals im Vergleich zur unbehandelten Probe. Die Daten sind als Mittelwert +
Standardabweichung dargestellt; jeder Punkt entspricht einem Datenpunkt; n = 4; * p < 0,05; p-Werte
ermittelt durch Mann-Whitney-U-Test.
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4.2 PAD4’-Mause erleiden verstarkten myokardialen Schaden nach MI

Zur Untersuchung der Auswirkungen der NETs auf den kardialen Schaden in vivo, wurde in
PAD4"-Mausen und WT-Mausen durch Ligatur der LAD ein MI induziert, was einem
etablierten MI-Modell in Kleintieren entspricht.”*' An Tag 1 und Tag 3 nach Ml wurde das Herz
entnommen und die Infarktgrofe mit TTC bestimmt. TTC farbt vitale Zellen rot, indem es durch
Dehydrogenasen zu rotem Formazan reduziert wird. Nicht-vitales Gewebe bleibt blass (siehe
Abbildung 14A)."%¢

Die gemessene Infarktflache wurde auf das Gewicht normiert und als relativer Anteil des
Gesamtherzgewichts angegeben. Die Messung des Mls zeigte, dass an Tag 1, der Ml im Herz
der PAD4"-Tiere deutlich groRer ausfiel als die der WT-Mause: Im Durchschnitt waren
27,36 % des Gewebes bei WT-Mausen betroffen, bei PAD4"-Mausen waren es 43,07 %. An
Tag 3 war durchschnittlich 10,52 % des Myokardgewebes bei WT-Mausen infarziert und
17,34 % bei PAD4"-Mausen. Die Reduktion der InfarktgréRe von Tag 1 zu Tag 3 kann durch
die ddematdse Wandschwellung, die dem Infarkt an Tag 1 folgt, erklart werden. Zuséatzlich
fuhren frilhe Abbauprozesse der infarzierten Zellen zur Reduktion des infarzierten Bereichs.'’.
Die Infarktflaichenreduktion der PAD4”-Mause von Tag 1 zu Tag 3 fiel starker aus, als die der
WT-Mause und zeigte einen Trend zur Signifikanz (p = 0,057) (siehe Abbildung 14B). Diese
Ergebnisse belegen, dass PAD4"-Mé&use im Vergleich zu WT-M&usen insbesondere in der

akuten Phase grofiere Mls aufweisen.
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Abbildung 14: PAD4""-Mause zeigen groReres Infarktareal

(A) Reprasentative TTC-Farbung des Myokards von WT- und PAD47-M&usen an Tag 1 nach MI. Vitales
Gewebe wurde rot gefarbt, infarziertes Gewebe erschien hellrosa bis weil’. (B) Quantifizierung des
infarzierten Myokards einen Tag (n=3) und drei Tage (n=5) nach MI. Mit dem Computerprogramm
ImageJ wurde die infarzierte Flache ermittelt und anschlie3end auf das Herzgewicht normiert. Die Daten
sind als Mittelwert + Standardabweichung dargestellt; jeder Punkt entspricht einem Datenpunkt; * p <
0,05, ** p < 0,01; p-Werte ermittelt durch two-way ANOVA Test und Tukey-Post-hoc-Test.
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Die cTNT-Konzentration gilt nicht nur als diagnostisches Kriterium fur Mls, sondern korreliert
72 Stunden nach MI auch mit der GroRe des Myokardschadens und kann daher zur
Quantifizierung herangezogen werden."3® Plasmaproben wurden an Tag 1 und Tag 3 nach Ml
gesammelt. Anschliellend wurde mittels ELISA die cTNT-Konzentration in allen Gruppen
ermittelt. Die cTNT-Konzentrationen wurden mit den Werten der Sham-Mause des jeweiligen
Genotyps verglichen. Der Anstieg von cTNT beginnt zwei bis vier Stunden nach dem MI und
halt bis zu 14 Tage an.™® Es zeigte sich, dass in Plasmaproben der Sham-Tiere beider
Genotypen keine relevanten cTNT-Konzentrationen nachweisbar waren. An Tag 1 konnte
signifikant erhdhtes c¢TNT im Plasma der PAD4"-Mause im Vergleich zur Sham-
Kontrollgruppe gemessen werden. Die cTNT-Plasmakonzentration der PAD4"-Mause war
signifikant héher als die der WT-Mause. Bis Tag 3 reduzierte sich die Konzentration signifikant
(siehe Abbildung 15). Zusammen mit den Ergebnissen der Infarktquantifizierung deutet auch
die erhohte cTNT-Konzentration im Plasma der PAD4"-Mause auf einen groReren kardialen
Schaden an Tag 1 nach MI hin. Auflerdem konnte bestatigt werden, dass der Eingriff ohne

LAD-Ligatur keinen myokardialen Schaden verursachte.
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Abbildung 15: Erhéhte cTNT-Plasmakonzentration in PAD4""-Mausen in der akuten Phase nach
MI

Die Plasmatroponinspiegel an Tag 1 (n=5-7) und Tag 3 (n=2-3) nach Ml wurden durch ELISA ermittelt.
Als Kontrollgruppe dienten Plasmaproben der Sham-operierten Mause. Die Daten sind als Mittelwert +
Standardabweichung dargestellt; jeder Punkt entspricht einem Datenpunkt; * p < 0,05; ** p < 0,01; p-
Werte ermittelt durch two-way ANOVA-Test mit Tukey-post-hoc-Test.

Dartber hinaus wurde die cfDNA-Konzentration im Plasma der Versuchstiere an Tag 1, Tag
3, und Tag 21 nach MI bestimmt. In diesem Kontext kann die cfDNA-Plasmakonzentration
einen weiteren Hinweis auf das Ausmal des zellularen Schadens geben, der durch die Mls

entstand. Als Vergleich dienten die Sham-Kontrollgruppen. Im Plasma der PAD4"-M&use stieg
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die cfDNA-Konzentration an Tag 1 signifikant im Vergleich zu den Werten der WT-Gruppe an.
Die cfDNA-Konzentration war zudem signifikant héher als im Plasma der Sham-Mause. An
Tag 3 war die cfDNA-Plasmakonzentration der PAD4"-Mause signifikant geringer als an Tag
1. In WT-Mausen war die cfDNA-Konzentration vergleichbar mit denen der Sham-
Kontrollgruppe. (siehe Abbildung 16). Die erhdhte cfDNA-Konzentration im Plasma der PAD4-
F-Mause unterstitzt, neben cTNT-Konzentration und Infarktquantifizierung, den Befund eines

ausgepragteren myokardialen Schadens nach MI.
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Abbildung 16: Erhéhte cfDNA-Plasmakonzentrationen bei PAD4"-Mausen in der akuten Phase
nach Mi

Die cfDNA-Konzentration im Plasma der Versuchstiere an Tag 1 (n=4-5), Tag 3 (n=4-6) und Tag 21
(n=4) nach Ml wurde durch den Quant-iT Assay bestimmt. Zur Kontrolle wurde die cfDNA-Konzentration
der Sham und BL-Mause beider Genotypen herangezogen. Die Daten sind als Mittelwert +
Standardabweichung dargestellt; jeder Punkt entspricht einem Datenpunkt; **** p < 0,0001; p-Werte
ermittelt durch two-way ANOVA Test und Tukey-Post-hoc-Test.

4.3 PAD4'-Mause zeigen eine verstirkte akute inflammatorische
Immunantwort nach Mi

Zur Analyse der systemischen Immunantwort nach MI, wurden Zytokinkonzentrationen im

Plasma der Mause an Tag 1 und Tag 3 nach MI bestimmt. Durch die Nutzung des ProcartaPlex

8-plex Immunoassay Kits konnten bis zu acht Zytokine in nur einem Versuchsansatz

untersucht werden. Aussagekraftige Daten konnten dabei fir TNF-a, IFN-y, IL-6 und MCP-1

erhoben werden. Die Daten der Sham-Mause wurden in einer Gruppe zusammengefasst, da

die ausgewahlten Immunmodulatoren im Plasma der Sham-Tiere unterhalb der
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Nachweisgrenze lag (siehe Abbildung 17). So konnte gezeigt werden, dass der Einfluss auf

die Immunreaktion durch die operative Prozedur ohne LAD-Ligatur zu vernachlassigen war.

TNF-a ist ein zentraler Mediator im kardialen Remodeling nach MI: Es férdert indirekt die
Degradierung der ECM und begiinstigt die Dilatation des linken Ventrikels.'*® AuRerdem sind
hohe TNF-o-Plasmakonzentrationen mit der Entwicklung einer HI nach MI assoziiert."
PAD4"-Mause zeigten an Tag 1 nach MI einen deutlichen und signifikanten Anstieg der
TNF-a-Plasmakonzentration auf maximal 11,34 pg/ml (siehe Abbildung 17A). An Tag 3 nach
MI normalisierte sich der TNF-a Plasmaspiegel. Die WT-Mause zeigten keine signifikanten
TNF-a. Konzentrationsanderungen nach MI. Die Ergebnisse deuten auf eine ausgepragtere

proinflammatorische Reaktion in PAD4"-M&usen an Tag 1 nach Ml hin.

Im Infarktbereich wird IFN-y vornehmlich von T-Lymphozyten und naturlichen Killerzellen
freigesetzt. Nach dem Auftreten eines MiIs leitet IFN-y chemotaktisch die Infiltration
myeloischer Zellen in das infarzierte Gewebe ein. Die reduzierte Infiltration myeloischer Zellen
geht mit einer schlechteren Herzfunktion und einem geringeren Uberleben nach MI einher.
Besonders in der Akutphase nach einem MI| hat IFN-y eine hohe regulatorische
Bedeutung.'**'* Die Plasmakonzentration von IFN-y ist an Tag 3 in der Gruppe der
PAD4"-Mé&use signifikant hdéher als die der WT-Mause (siehe Abbildung 17B). Die
Konzentration betrug bis zu 2,69 pg/ml. Die WT-Mause zeigten zu keinem Zeitpunkt nach Ml

einen Konzentrationsanstieg von IFN-y.

IL-6 ist ein zentraler inflammatorischer Mediator der akuten Phase nach MI. Es ist mit grof3eren
Infarktarealen und einer ungiinstigeren Langzeitprognose assoziiert."**'*> An Tag 1 waren die
IL-6 Plasmakonzentrationen in PAD4"-M&usen signifikant héher als die der WT-Mause (siehe
Abbildung 17C). An Tag 3 waren die Konzentrationen wieder geringer und ohne signifikanten

Unterschied zueinander und zu denen der Sham-Gruppe.

MCP-1 rekrutiert Makrophagen und Monozyten zum Infarktareal und beglnstigt die
inflammatorische Gewebsschadigung sowie kardiales Remodeling im Ischamie-Reperfusions-
Modell nach MI."*® Die MCP-1 Plasmakonzentration verhielt sich analog zur IL-6-
Plasmakonzentration: An Tag 1 war eine signifikant hohere Plasmakonzentration in den
Proben der PAD4"-Mause als in den Proben der WT-Mé&use messbar (siehe Abbildung 17D).
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Abbildung 17: TNF-a, IFN- y, IL-6 und MCP-1 Plasmakonzentration nach Mi

Die Plasmakonzentration wurde mit Hilfe des ProcartaPlex 8-plex Immunoassays bestimmt. Dazu
wurden Plasmaproben von WT- und PAD4”-Mausen verwendet (n=3-4). Die Daten sind als Mittelwert
+ Standardabweichung dargestellt; jeder Punkt entspricht einem Datenpunkt; * p < 0,05,
**p <0,01, *** p <0,001; p-Werte ermittelt durch two-way ANOVA Test und Tukey-Post-hoc Test.
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Zusammenfassend zeigte sich, dass die proinflammatorische Mediatoren TNF-a, IL-6 und
MCP-1 an Tag 1 nach Ml im Plasma der PAD4"-M3use signifikant erhéht waren. AuRerdem
war das, auf die Inflammation regulatorisch wirkende, IFN-y im Plasma der PAD4"-M&use an
Tag 3 nach Ml erhéht. Dies deutet auf eine gesteigerte friihe Inflammation der PAD4"-M&use

und eine folglich verstarkte Reparaturantwort hin.

44 Die Kontraktionsfahigkeit des Myokards ist bei WT- und PAD4"--Mause
nach Induktion eines Ml reduziert
Der Durchmesser des linken Ventrikels im Verlauf der Herzaktion dient als Maf3 zur Beurteilung
der Ventrikelarchitektur sowie der Funktionsfahigkeit des Herzens.'’ Der mittventrikuléare
Durchmesser des linken Ventrikels wurde sowohl in der Systole als auch in der Diastole
bestimmt. Zwischen den Daten der Sham- und BL-Gruppen bestanden keine signifikanten
Unterschiede, wodurch gezeigt werden konnte, dass der enddiastolische und endsystolische
Ventrikeldurchmesser nicht durch die Thorakotomie beeinflusst wurde. Der enddiastolische
Ventrikeldurchmesser beider Genotypen stieg an Tag 1 nach MI nicht signifikant im Vergleich
zur Sham-Gruppe an (siehe Abbildung 18A). An Tag 21 zeigte sich ein signifikant erhohter
Ventrikeldurchmesser der WT-Mause sowohl im Vergleich zu den Sham-WT-Mausen als auch
im Vergleich zu den WT-M&usen an Tag 3 nach MI. Der enddiastolische Ventrikeldurchmesser
der WT-Mause war an Tag 21 signifikant héher als der der PAD4-M3use. Die Dilatation des
Ventrikels ist zu jedem Zeitpunkt als Konsequenz des kardialen Remodelings nach Ml zu

verstehen.

Der endsystolische Ventrikeldurchmesser der PAD4"-Mé&use war an Tag 21 im Vergleich zur
PAD4"-Sham-Gruppe signifikant erhoht (siehe Abbildung 18B). Die WT-M&use zeigten an Tag
21 auch einen signifikant gréReren Ventrikeldurchmesser am Ende der Systole als die WT-
Sham-M43use. Dies deutete eine reduzierte Inotropie der PAD4"-Mause und der WT-Mause
an Tag 21 nach MI an. Der Anstieg des Ventrikeldurchmessers am Ende der Systole in
Mausen beider Genotypen erfolgte, wie es im Rahmen einer progredienten Herzinsuffizienz
zu erwarten ware.' Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den

Genotypen.

Die fraktionelle Verkirzung des linken Ventrikels ist ein echokardiographisches Maf}, das zur
Beurteilung der systolischen Funktion genutzt werden kann. Sie wird aus dem relativen
Unterschied zwischen enddiastolischem und endsystolischem Ventrikeldurchmesser
errechnet."® Es bestanden keine signifikanten Unterschiede in der fraktionellen Verkiirzung

der BL- und Sham-Gruppe. Die fraktionelle Verklrzung war in beiden Genotypen an Tag 1
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nach MI im Vergleich zur jeweiligen Sham-Gruppe signifikant reduziert und stieg im Verlauf
der Zeit nicht signifikant an. Es zeigte sich ein Trend der starkeren Reduktion der fraktionellen
Verkiirzung der WT-Mé&use an Tag 1 als die der PAD4"-Mé&use, doch dieser Unterschied war
nicht signifikant. Die Unterschiede zwischen den Zeitpunkten und zwischen den Genotypen
war nicht signifikant (siehe Abbildung 18C).
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Abbildung 18: Auswirkung des Ml auf die Myokardkontraktilitdt und Ventrikeldurchmesser

Der (A) enddiastolische und der (B) endsystolische mittventrikulare Durchmesser wurden an Tag 3 und
Tag 21 nach MI mittels TTE gemessen und mit Hilfe des VisualSonic Vevo 3100 Imaging System
quantifiziert. (C) Darstellung der fraktionellen Verkirzung im M-Mode an Tag 3 und Tag 21 nach MI. BL-
Mause und Mause mit Sham-OP dienten als Kontrolle (n=3-11). Die Daten sind als Mittelwert +
Standardabweichung dargestellt; jeder Punkt entspricht einem Datenpunkt; * p < 0,05, ** p < 0,01, ***p
< 0,001, **** p < 0,0001; p-Werte ermittelt durch two-way ANOVA Test und Tukey-Post-hoc-Test.

4.5 Die Ventrikelwand der WT-Mause diinnt nach Ml starker aus

Mittels TTE wurde die Breite der linksventrikularen Hinterwand (LVPW) ermittelt. Diese wurde
sowohl enddiastolisch (siehe Abbildung 19A) als auch endsystolisch (siehe Abbildung 19B)
vermessen. Die LVPW verandert sich durch einen M| und die folgenden Remodelingprozesse.
Der Wert kann die morphologischen Veranderungen des Herzens unter dem Einfluss des
PAD4-Kockout im Vergleich zum WT abbilden. AulRerdem kann die LVPW die kardiale
Restfunktion beeinflussen.™®'** Die Kontroligruppen beider Genotypen (BL und Sham)
zeigten, dass die operative Prozedur keinen Einfluss auf die LVPW hatte. An Tag 1 nach MI
zeigte sich endsystolisch eine signifikante Ausdinnung der linken Ventrikelhinterwand in
PAD4"-M&usen im Vergleich zu WT-Mé&usen (siehe Abbildung 19B). An Tag 3 konnte
hingegen eine signifikante Reduktion der Ventrikelhinterwand der WT-Mause im Vergleich zu
PAD4"-M&usen gemessen werden (siehe Abbildung 19A, B). 21 Tage nach MI gab es keinen
signifikanten Unterschied zwischen den Genotypen. Die initial geringere LVPW der PAD4"-
Mause an Tag 1 kann als Hinweis auf einen verstarkten akuten Schaden der Myokardstruktur
unmittelbar nach Ml interpretiert werden. Die hdhere LVPW der PAD4"-Mause an Tag 3 deutet
zusammen mit den geringeren enddiastolischen Ventrikeldurchmesser auf einen besseren

Funktions- und Strukturerhalt des Myokards im Langzeitverlauf hin.
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Abbildung 19: Systolische und diastolische LVPW nach Ml oder Sham-OP in WT- und PAD4"-
Mausen

Die LVPW wurde an BL-Mausen, Sham-Mausen sowie an Tag 1, Tag 3 und Tag 21 nach Ml durch TTE
ermittelt (n=3-11). Die Auswertung erfolgte mittels VisualSonics Vevo 3100 Imaging System. (A) Die
LVPW der Diastole (B) Die LVPW der Systole. Die Daten sind als Mittelwert + Standardabweichung
dargestellt; jeder Punkt entspricht einem Datenpunkt; * p < 0,05, *** p < 0,001; p-Werte ermittelt durch
two-way ANOVA Test und Tukey-Post-hoc-Test.

4.6 PADA4’-Mause zeigten eine langfristig bessere kardiale Funktion nach Ml

Mittels TTE wurden nach M| echokardiographische Funktionsparameter des Herzens erhoben.
Neben dem enddiastolischen Volumen (EDV), dem Schlagvolumen (SV) und der
linksventrikularen Ejektionsfraktion (LVEF) wurde auch das Herzzeitvolumen (HZV) bestimmt.

Dartber hinaus konnten die durch den MI aufgetretenen Wandbewegungsstérungen
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dargestellt werden. Sie dienten der Validierung der erfolgreichen LAD-Ligatur (siehe Abbildung
20).

Abbildung 20: Reprasentative Darstellung der parasternalen Langsachse im TTE eines Herzens
mit Ml an Tag 3

Zur Validierung der Mls eigneten sich TTE-Aufnahmen, in denen die Wandbewegungsstdrungen
sichtbar wurden, die bei einer suffizienten Ligatur der LAD zu erwarten waren. Die Herzspitze (gelbe
Markierung) veranderte ihre Form von der (A) enddiastolischen zur (B) endsystolischen Aufnahme
kaum. Alle Aufnahmen wurden mit Hilfe des VisualSonics Vevo 3100 Imaging System ausgewertet.

Das EDV gilt als indirektes MaR fur die Vorlast des Herzens. Ein erniedrigtes EDV kann ein
Hinweis auf eine diastolische Dysfunktion sein, wahrend ein erhdhtes EDV mit einer dilatativen
Herzinsuffizienz einhergehen kann. Das EDV Kann als Konsequenz des Kkardialen
Remodelings nach MI bewertet werden."*® Die Bestimmung des EDV ergab bei BL- und Sham-
Mausen beider Genotypen im Mittel etwa 60 pl (siehe Abbildung 21). Bis Tag 3 gab es keine
signifikanten EDV-Veranderungen im Vergleich zu den Kontrollgruppen (Sham und BL). Eine
nicht signifikante Tendenz zur Erhéhung des EDV der PAD4"-M&use im Vergleich zu dem der
WT-Mause deutete sich jedoch an Tag 1 an. An Tag 21 war das EDV der PAD4"-Herzen
signifikant erhéht im Vergleich zur Sham-Gruppe. Das EDV der WT-Herzen war an Tag 21
signifikant erhéht im Vergleich zum EDV der WT-Herzen an Tag 3 nach MIl. Am finalen
Versuchstag, Tag 21, war das EDV der WT-Mause signifikant héher als das der PAD47-M3use

was insgesamt auf eine starkere diastolische Dysfunktion der WT-Mause hindeutet.
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Abbildung 21: EDV nach Ml in PAD4"-M3usen und WT-Mausen

Die Mause wurden an Tag 1, Tag 3 und Tag 21 nach MI sowie als BL- und Sham-Mause mittels TTE
untersucht (n=3-9). Die Auswertung erfolgte anschlieRend mit Hilfe des VisualSonics Vevo 3100
Imaging System. Die Daten sind als Mittelwert + Standardabweichung dargestellt; jeder Punkt entspricht
einem Datenpunkt; * p < 0,05, **** p < 0,0001; p-Werte ermittelt durch two-way ANOVA Test und Tukey-
Post-hoc-Test

Das SV war zu allen untersuchten Zeitpunkten nach Ml in beiden Genotypen reduziert (siehe
Abbildung 22). Der Unterschied in den Genotypen war ab Tag 1 signifikant im Vergleich zur
BL-Gruppe. Es gab zu keinem Zeitpunkt signifikante Unterschiede zwischen den Genotypen.
Das Volumen, das pro Schlag in den Kreislauf gelang, war also in beiden Genotypen trotz
erhohter Flllung des Ventrikels ab Tag 1 reduziert. Dies weist auf eine systolische

Funktionsstérung durch den MI hin.
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Abbildung 22: SV nach einem Ml in PAD4”-Mausen und WT-M&usen

Die Mause wurden an Tag 1, Tag 3 und Tag 21 nach MI sowie als BL und Sham-Mause mittels TTE
untersucht (n=3-11). Die Auswertung erfolgte anschlieRend mit Hilfe des VisualSonics Vevo 3100
Imaging System. Die Daten sind als Mittelwert + Standardabweichung dargestellt; jeder Punkt entspricht
einem Datenpunkt; * p < 0,05, ** p < 0,01; p-Werte ermittelt durch two-way ANOVA und Tukey-Post-
hoc-Test.

Die LVEF ist ein wichtiger diagnostischer Parameter zur Beurteilung der systolischen
Herzfunktion.’® Der Sham-Eingriff verursachte keine deutlichen Abweichungen der LVEF im
Vergleich zu den BL-Mausen (siehe Abbildung 23). Die Kontrollgruppen zeigten eine LVEF
von etwa 65 %. Dadurch wurde ausgeschlossen, dass die operative Prozedur selbst einen
Einfluss auf die LVEF hatte. Der Ml flhrte in allen Versuchsgruppen zu einer ausgepragten
Reduktion der LVEF, was auf eine systolische Dysfunktion hinwies. Zwischen Tag 3 und Tag
21 reduzierte sich die LVEF der WT-Mause signifikant, was als Auswirkung des adversen
Remodelings zu verstehen ist. An Tag 21 war die LVEF der WT-Mause signifikant geringer als
die der PAD4"-Méuse. Trotz erhéhtem EDV (siehe Abbildung 21) verfiigten die PAD4"-Mause
somit Uber eine erhdhte LVEF. Dies zeigte, dass die globale systolische Funktion des Herzens

im Langzeitverlauf in PAD4"-Mausen profitierte.
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Abbildung 23: LVEF nach einem Ml in PAD4"-Mausen und WT-Ma3usen

Die Mause wurden an Tag 1, Tag 3 und Tag 21 nach MI sowie als BL und Sham-Mause durch TTE
untersucht (n=3-11). Die Auswertung erfolgte anschlieRend mit Hilfe des VisualSonics Vevo 3100
Imaging System. Die Daten sind als Mittelwert + Standardabweichung dargestellt; jeder Punkt entspricht
einem Datenpunkt; * p < 0,05, ** p < 0,01, **** p < 0,0001; p-Werte ermittelt durch two-way ANOVA Test
und Tukey-Post-hoc-Test.

4.7 PAD4’-Mause zeigten einen abgeschwachten klinischen Verlauf nach Mi

Als klinische Verlaufsparameter wurden der Gewichtsverlust und das Uberleben nach MI
dokumentiert und ausgewertet. Die Ausgangsgewichte von PAD4"-M&usen und WT-M&usen
unterschieden sich nicht signifikant (siehe Abbildung 24). Am Tag 3 war der Gewichtsverlust
jedoch signifikant unterschiedlich: PAD47-M&use verloren durchschnittlich 1,55 g
Korpergewicht und WT-Mause 2,92 g (siehe Abbildung 25A). Der Gewichtsverlust kann als
Indikator fir den allgemeinen Gesundheitszustand von Labormausen herangezogen werden.
Ein isolierter Gewichtsverlust ist kein spezifischer Marker, allerdings korrelierte er mit der
geringeren Herzleistung und konnte in diesem Versuch als Gesundheitsparameter interpretiert

werden. "’
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Abbildung 24: Praoperatives Korpergewicht

Das Gewicht wurde unmittelbar vor der OP ermittelt und bezieht sich somit auf das Alter zwischen neun
und zwolf Wochen. Die Daten sind als Mittelwert + Standardabweichung dargestellt; jeder Punkt
entspricht einem Datenpunkt; ns p > 0,05; p-Wert ermittelt durch Student's t-Test.

71,43 % der PAD4"-M&use Uberlebten den Versuchszeitraum bis Tag 21, wahrend nur
55,56 % der WT-Mause Uberlebten (siehe Abbildung 25B). Es zeigte sich ein Unterschied im
Zeitpunkt des Versterbens: PAD4"-Mause starben ausschlieRlich in der akuten Phase nach
Ml an Tag 1. Alle WT-Mause Uberlebten den MI bis Tag 3 und starben dann zwischen Tag 3
und Tag 8. Die WT-Mause, die den achten Tag Uberlebten, starben nicht vor Ende des
Versuchszeitraums. Dadurch konnte eine vulnerable Phase der PAD4"-Mause in der akuten
Phase des MI festgestellt werden, wobei WT-Mause eher im Langzeitverlauf verstarben. Es
konnte keine signifikante Hazard Ratio ermittelt werden, wobei dies auf die Unterschiede der
Gruppen im Verlauf der Zeit zuriickzufiihren ist. Dies deutet in Zusammenschau mit den
inflammatorischen Daten und echokardiographischen Daten darauf hin, dass WT-Mause im

Rahmen des Remodelings klinisch schlechtere Verlaufe erzielten.
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Abbildung 25: PAD4"-Miuse erleiden einen geringeren Gewichtsverlust und sterben in der
akuten Phase nach einem MI

(A) Gewichtsverlust zwischen OP-Tag und Tag 3 nach Sham-Operation oder MI-Induktion. (B) Kaplan
Meier Kurve der WT und PAD4" -Versuchstiere (n=9) nach MI. Die Daten sind als Mittelwert +
Standardabweichung dargestellt; jeder Punkt entspricht einem Datenpunkt; * p < 0,05; p-Werte ermittelt
durch two-way ANOVA Test und Tukey-Post-hoc-Test.
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5. Diskussion

Diese Arbeit hatte es sich zum Ziel gesetzten Effekt von NETs und PAD4 auf das myokardiale
Remodeling nach MI im Mausmodell zu untersuchen. Dazu wurden PAD4"-Mause genutzt,
die durch ihre Genotypen nicht zur NETose fahig waren. Der Fokus wurde auf die
inflammatorische Reaktion, die kardiale Funktion, die Entwicklung einer HI und den klinischen
Verlauf der Versuchstiere gesetzt. Im Folgenden gilt es die Ergebnisse kritisch im Rahmen

des aktuellen Forschungsstandes zu reflektieren und einzuordnen.

51 PAD4 reduziert die Inflammation und verbessert das Uberleben in der
akuten Phase nach MI
Die vorliegende Arbeit zeigte, dass durch Einflussnahme auf die akute Inflammation, das
Uberleben unmittelbar nach MI beeinflusst werden kann. Im PAD4"-Genotyp wurde die
NETose stark beeintrachtigt und andere PAD4-abhangige Prozesse wurden dartber hinaus
unterbunden. Der Mechanismus, in dem PAD4 NETs-abhangig und NETs-unabhangig auf das
kardiale Remodeling nach MI wirkt, muss jedoch weiter eruiert werden, da die vorliegenden
Daten diese Differenzierung nur eingeschrankt zulassen. Obwohl in dieser Arbeit gezeigt
werden konnte, dass der PAD4"-Genotyp auf die langfristige kardiale Funktion protektiv
wirkte, trat bei PAD4"-Mausen in der akuten Phase nach MI zunachst ein groRerer Schaden
auf. Es ist bekannt, dass PAD4 wichtiger Bestandteil der klassischen lytischen NETose ist und
durch den PAD4"-Genotyp eine reduzierte NETose erfolgt.8 Auch wenn NETs mit verstarkter
Inflammation und maladaptiven Remodeling assoziiert sind, zeigte sich in der akuten Phase
nach Ml eine stérkere Inflammation und ein schlechteres Uberleben der PAD4"-M&use. Diese
Ergebnisse waren Uberraschend, doch stimmen sie mit weiteren Forschungsergebnissen der
Arbeitsgruppe fur kardiale Regeneration der Uniklinik Kéln tGberein und werfen ein neues Licht
auf PAD4 im kardialen Remodeling nach MI. Eine pharmakologische PAD-Inhibition im
Mausmodell konnte mit einem grofReren akuten kardialen Schaden an Tag 1 nach Ml assoziiert
werden, der mit denen der PAD4"-Mé&use vergleichbar war.'®® AuBerdem konnte gezeigt
werden, dass NETs die Expression inflammatorischer Gene in M1-Makrophagen unter
hypoxischen Kulturbedingungen hemmen, was zu den erhéhten TNF-a, IL-6 und MCP-1-
Plasmaspiegeln in PAD4"-M3ausen an Tag 1 nach Ml passt.'® Hier gilt es einen differenzierten

Blick auf die Ergebnisse zu werfen, um Hypothesen zum Pathomechanismus zu entwickeln.

TNF-a steigt im Plasma der PAD4"-M&use in der akuten Phase nach MI starker an als in WT
Tieren, wobei PAD4"-Mause in dieser Phase gleichzeitig eine erhdéhte Mortalitat zeigten.
Diese Ergebnisse entsprechen dem aktuellen Stand der Forschung zur Bedeutung von TNF-a
nach MI: TNF-a wird als negativer prognostischer Marker nach MI eingesetzt und gilt als
starker Treiber der Inflammation, der andere Immunzellen zum MI rekrutiert. Des Weiteren
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fordert TNF-a die Apoptose der Kardiomyozyten und es wird ein negativ inotroper Effekt auf
das Myokard beschrieben, der jedoch in der Konstellation der vorliegenden Arbeit nicht
ersichtlich war.'%141.1% Neben der erhdhten akuten Mortalitdt, korrelierte auch in den
vorliegenden Ergebnissen eine besonders starke akute Myokardschadigung der
PAD4"-M&use mit einer hohen TNF-o. Plasmakonzentration. Ob dieser Effekt mit dem Fehlen

von NETs zusammenhangt, bleibt jedoch unklar.

IL-6 stieg in der akuten Phase nach MI in PAD4"-Mausen, die einen starkeren
Myokardschaden zeigten als WT-Mause. Auch diese Korrelation zwischen hohen
IL-6-Plasmaspiegeln und groReren Myokardschaden nach Ml ist vorbeschrieben.'® IL-6 wird
in der akuten Phase des MIs mit stdrkeren Entziindungsreaktionen in Zusammenhang
gebracht. Besonders hohe IL-6 Plasmakonzentrationen kédnnen mit einer reduzierten LVEF
und einer héheren Mortalitat einhergehen, wie sie auch in der vorliegenden Studie auftraten.*
Auch wenn 2025 gezeigt werden konnte, dass NETs in fibroblastenartigen Synoviozyten bei
rheumatoider Arthritis die IL-6-Ausschittung triggern, gibt es viele bekannte Signale, die zu
erhdhten IL-6-Plasmaspiegeln fluhren kdénnen, sodass auch hier kein sicherer und
generalisierbarer Ruckschluss auf die Rolle von NETs oder NETs-unabhangigen PAD4

Effekten moglich ist.'

Auch MCP-1 istan Tag 1 nach Ml bei den starker kardial geschadigten PAD4"-Mausen erhéht.
Neben proinflammatorischen Effekten, wie der Rekrutierung von Monozyten zum
Infarktgewebe nach einem MI, scheint MCP-1 auch eine protektive Wirkung auf
Kardiomyozyten zu haben. Es konnte gezeigt werden, dass Kardiomyozyten von Ratten durch
MCP-1 vor der Hypoxie induzierten Apoptose geschiitzt werden konnten.'” AuRerdem kann
MCP-1 die Differenzierung von kardialen Fibroblasten zu Myofibroblasten férdern und zu einer
besseren kardialen Funktion nach Ml fiihren."®® Die hohe Konzentration von MCP-1 im Plasma
der PAD4"-Mause kann als unspezifischer Hinweis auf das Uberwiegen schadigender MCP-1
Wirkungen im post-MI-Remodeling gedeutet werden: Zwar gehen erhdéhte MCP-1-
Plasmakonzentrationen mit der erhohten akuten Wahrscheinlichkeit zu versterben und
gréReren Infarktflachen der PAD47-Mé&use einher, doch bedarf diese Hypothese aufgrund der
Komplexitadt des myokardialen Remodelings weiterer Untersuchungen. MCP-1 und NETs
haben eine sich gegenseitig verstarkende Funktion im Rahmen von Mis, werden aber auch
von anderen Faktoren beeinflusst, sodass auch hier kein direkter Ruickschluss auf die

spezifische Wirkung von NETs im post-MI-Remodeling méglich ist."*®

Neben den inflammatorischen Markern, zeigte auch die Ventrikelarchitektur akute Effekte des
PAD4"-Genotyps auf das myokardiale Remodeling: Die LVPW der PAD4"-M&use war an
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Tag 1 nach MI zunachst reduziert und nahm an Tag 3 zu. Auffallig ist, dass die LVPW nicht
das unmittelbare LAD-Versorgungsgebiet abbildet, was typischerweise die Vorderwand des
linken Ventrikels darstellt und damit nicht direkt von der Ischamie betroffen sein sollte.'®® Die
Reduktion der LVPW der PAD47-Mé&use an Tag 1 kann aufgrund des groRen AusmaRes des
Myokardschadens als Ausweitung des Infarktgebiets auf die Grenzzone interpretiert werden.
Das Ansteigen der LVPW an Tag 3 kann als Schwellung im Rahmen der Immunreaktion

interpretiert werden.31°

Zusammenfassend ist herauszustellen, dass durch die vorliegenden Daten unklar bleibt, ob
die schadigende Wirkung des PAD4”-Genotyps in der akuten Phase nach MI durch die
reduzierte NETose oder durch andere PAD4-abhangige Mechanismen bedingt ist. Zwar
konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass PMNs gewonnen aus PAD4”-M3usen
nicht in der Lage sind NETs zu bilden, doch schlief3t dies nicht aus, dass PAD4 auf anderen
Wegen auf das post-MlI Remodeling einwirkt. Weitere Ergebnisse der Arbeitsgruppe fur
kardiale Regeneration der Uniklinik KoIn kdnnen die Einordnung der Ergebnisse unterstitzen.
Holthausen et al. publizierte im Jahr 2025 wegweisende Daten, die weitere Hinweise zur
Beantwortung dieser Fragen aufbringen: Es konnte gezeigt werden, dass die Expression
infammatorischer Gene in Makrophagen durch die PAD4-abhangige Translokation von NF-kB
in den Nukleus reguliert wird. So spielt PAD4 eine bedeutende Rolle in der Polarisation von
M1-Makrophagen.'®? Hier ist es wichtig zu erwahnen, dass die Inflammation besonders in der
akuten Phase nach MI mit einer protektiven Wirkung auf das Myokard assoziiert ist.'®? Somit
konnte die NETs-unabhangige, aber PAD4-abhangige Unterdriickung proinflammatorischer
Makrophagen eine weitere Erklarung fir den verstarkten kardialen Schaden in PAD47-
Mausen in der akuten Phase nach Ml liefern.'®® In der Studie von Eghbalzadeh et. al konnte
gezeigt werden, dass NETs die Makrophagenpolarisation in vitro sowohl unter anti- als auch
proinflammatorischen Kulturbedingungen zum antiinflammatorischen M2-Typ begunstigen.
Diese Ergebnisse zeigten, dass NETs im Rahmen einer Hypoxie einen antiinflammatorischen
Effekt haben koénnen.'™ Nach Myokardinfarkten zeigte sich in humanen Ventrikeln
Verstorbener eine erhdhte Prasenz von citH3 im betroffenen Myokard und in der Grenzzone
des MI. PAD4"-M3use zeigten nach MI deutlich geringere Nachweise von citH3 im Myokard
als WT-Mause. Da das Produkt von PAD4, citH3, ein Bestanteil von NETs darstellt, kann dies
darauf hindeuten, dass NETs in der akuten Phase nach MI auch im humanen infarzierten
Herzen eine Rolle spielen kénnten.' Diese Hinweise sind vereinbar mit der der Arbeit
zugrungeliegenden Annahme, dass NETs im myokardialen Remodeling eine pathologische
Relevanz haben kénnten, die zu diesem Zeitpunkt nicht weiter beschrieben ist. Um jedoch die
schadigenden Wirkungen des PAD4"-Genotyps in der akuten Phase nach MI eindeutig auf

NETSs zurlckflihren zu kénnen fehlen Daten, die diesen Mechanismus eingrenzen.
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5.2Der PAD4--Genotyp wirkt langfristig protektiv auf die kardiale Funktion
Im langfristigen Verlauf zeigte sich ein signifikanter positiver Effekt des PAD4"-Genotyps auf
die Herzfunktion und die Gewichtsentwicklung der Mause. Besonders die Entwicklung der HlI
der PAD4"-Mause war in der vorliegenden Arbeit gemildert: Das SV und die LVEF der
PAD4"-Mause waren an Tag 21 signifikant hoher als die der WT-Méause. Diese Ergebnisse
konnten in nachfolgenden Studien der Arbeitsgruppe fir kardiale Regeneration reproduziert
werden. Darlber hinaus konnte gezeigt werden, dass die pharmakologische PAD4- und
PAD2-Inhibition ab Tag 7 nach MI ebenfalls positive Auswirkungen auf die SV und das LVEF

hatte.'®?

Es konnte gezeigt werden, dass der PAD4"-Genotyp sowie die PAD4 und PAD2 Inhibition
durch den pan-PAD Inhibitor BB-CI-Amidin (ab Tag 7) nach Ml mit einer kleineren Fibrosezone
im Herzen assoziiert ist."*? Die reduzierte Fibrose, die mit einer Verbesserung der kardialen
Funktion einhergeht, kdnnte ebenfalls auf NETs-abhangige oder NETs-unabhangige PAD4
Effekte zurlickzufihren sein. Studien belegen, dass sowohl die Expression von TGF- in
Makrophagen als auch die Kollagenproduktion in kardialen Fibroblasten durch PAD4
beeinflusst werden: Die Bildung von Kollagen in Fibroblasten konnte NETs unabhangig durch

Inhibition von PAD4 unterbunden werden.*>%4

Auf der anderen Seite zeigten Shao et al., dass NETSs in vitro die Formation von Fibroblasten
zu kollagenproduzierenden Myofibroblasten induzieren kann.'®® Dies deutet darauf hin, dass
eine NETs-induzierte Fibrose, die in PAD4"-M&usen ausbleibt, ein Grund fiir die verbesserte
kardiale Funktion der PAD4"-M&use sein kann. Diese Hypothese leitet sich jedoch nicht von

den vorliegenden Daten ab und sollte in weiteren Experimenten Uberprift werden.

Auch in anderen kardialen Erkrankungen wurden bereits fibrosefordernde Effekte von NETs
diskutiert: In einem PAD4"-Mausmodell konnte gezeigt werden, dass bei Vorlasterhéhung
durch Aortenkonstriktion PAD4"-Mause eine bessere LVEF als WT-M&use hatten.
Mechanistisch wird eine mitochondriale Dysfunktion durch ausbleibende NETose postuliert.'®
Im Kontext der altersbedingten kardialen Dysfunktion konnte gezeigt werden, dass IL-6- und
TNF-a-Plasmaspiegel in PAD4"-M&usen auch reduziert waren. Chemotaktische Zytokine, wie
MCP-1 waren altersbedingt hochreguliert, jedoch bewirkte der PAD4"-Genotyp eine
Reduktion dieses Effekts, die im post-MI Setting dieser Arbeit nicht beobachtet werden konnte.
Mechanistisch wurde die NETs-abhangige Férderung der Fibrose in altersbedingten kardialen

Dysfunktionen erwégt, die auch im post-MI Setting eine Rolle spielen kénnte.'® Auch wenn
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diese Erkrankungen in ihrer Pathophysiologie nicht mit der eines MI Gibereinstimmen, kénnten
diese Erkenntnisse auch im post-MI Remodeling eine Rolle spielen. Dies zu belegen, erfordert

weitere Untersuchungen.

Eine weitere Hypothese fir die langfristig protektiven Effekte im post-MI-Remodeling in PAD4-
F-Mausen, kénnte eine versatrke regulatorische Gegenreaktion sein, worauf sich ein Hinweis
aus der vorliegenden Arbeit ableiten Iasst: An Tag 3 nach MI zeigte sich in PAD4"-Mausen
eine Erhohung des IFN-y-Plasmaspiegels. IFN-y kann zur Rekrutierung von Monozyten
beitragen, die wiederum nekrotische Zellreste entfernen und reparative Prozesse im Myokard
begiinstigen.’® Besonders in der akuten Phase ist eine hohe IFN-y Aktivitat mit einer
immunregulierenden Funktion assoziiert, die sich foérderlich auf das post-MI-Remodeling
auswirken kann, wie es auch mit den vorliegenden Ergebnissen vereinbar ware. Da an Tag 3
nach MI die inflammatorische Phase abklingen und der reparativen Phase weichen sollte,
dann die Erhdhung des IFN-y-Plasmaspiegels in PAD4"-Mausen als Hinweis auf eine
verstarkte regulatorische Gegenreaktion nach der initialen starken Schadigung des Myokards
interpretiert werden.*® Von einer solchen regulatorischen Immunreaktion kénnte die

Myokardfunktion langfristig profitieren, wie es die Daten fiir den PAD4"-Genotypen zeigten.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass besonders die langfristigen positiven Effekte des
PAD4"-Genotyps zwar mit NETs zusammenhangen kénnen, in der Zusammenschau mit
aktuellen Veroffentlichungen, allerdings vermehrt Hinweise zu finden sind, dass PAD4 nicht

primar durch NETs maladaptives Remodeling nach Ml férdert.

5.3Zusammenfassung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnten die folgenden Ergebnisse festgestellt werden:

1. Im Vergleich zur WT-Kohorte wurde bei PAD4"-Mausen ein stérkerer
myokardialer Schaden an Tag 1 nach MI festgestellt. AuRerdem zeigten PAD4™"-
Mause eine erhohte Mortalitat an Tag 1 nach MI. Diese ging mit einer starkeren
inflammatorischen Reaktion mit erhdhten Plasmaspiegeln von TNF-a, IL-6 und
MCP-1 einher.

2. An Tag 3 wurde ein erhdhter Plasmaspiegel von IFN-y in PAD4"-Mausen
nachgewiesen, was ein Hinweis auf eine verstarkte immunmodulierende Reaktion
sein konnte. AuRerdem hatten PAD47-Mause, wenn sie die akute Phase
Uberlebten, eine bessere Uberlebenschance bis zum Ende des Versuchszeitraums

als WT-Mause und einen geringeren Gewichtsverlust.
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3. Im TTE konnte gezeigt werden, dass PAD4"-Méause langfristig bessere kardiale
Funktionen erzielten als WT-Mause. An Tag 21 hatten PAD4"-Mause ein
geringeres EDV, was auf eine geringere dilatative HI hinwies und ein hoheres SV
und eine hohere LVEF, was eine bessere systolische Funktion zeigte.

4. Daraus ergibt sich, dass PAD4 im Remodeling nach MI eine zweischneidige Rolle
abhangig vom Zeitpunkt der Infarktentwicklung spielt. In der akuten Phase scheint
PAD4 assoziiert mit einer reduzierten Inflammation die kardiale Funktion klinisch
relevant zu verbessern, wahrend der langfristige Verlauf von dem PAD4™-Genotyp

profitierte.

5.4Limitationen
Auch wenn die vorliegende Arbeit relevante und reproduzierbare Ergebnisse zum Einfluss von
NETs und PAD4 nach Ml lieferte, gibt es drei auffallige Limitationen:

1. Kleine Versuchsgruppen reduzieren die statistische Aussagekraft der Daten
PAD4"-Genotyp als Modell fiir NETs-Defizienz
Begrenzte mechanistische Daten liefern Hinweise, die mit aktueller Literatur

interpretiert werden kénnen, jedoch Raum fiir weitere Forschungsfragen offenlasst

Durch den experimentellen Aufbau, der sowohl zwei verschiedene Genotypen als auch drei
verschiedene Zeitpunkte miteinander vergleichen sollte, ist die GroRRe der Vergleichsgruppen
klein (n=2-11). So kdnnten eventuell signifikante Unterschiede in den erhobenen Parametern
nicht detektiert werden. Um eine hohere statistische Belastbarkeit der Ergebnisse zu
gewabhrleisten, sollten Untersuchungen mit grofkeren Versuchsgruppen angeschlossen

werden.

Besonders die Nutzung des PAD4"-Genotyps zur Beantwortung wissenschaftlicher Fragen
zur Auswirkung von NETSs sollte kritisch betrachtet werden. Zwar konnte in den Ergebnissen
gezeigt werden, dass PMNSs, isoliert aus PAD4"-Mausen, in vitro keine NETs bildeten,
allerdings vernachlassigte das experimentelle Design, die verschiedenen NETose-Wege, die
jeweils durch unterschiedliche Trigger experimentell provoziert werden kdnnen. Auch wenn
davon ausgegangen wurde, dass PAD4 fir die NETose zwingend nétig ist, wurden durch
Kenny et al. im Jahr 2017 Ergebnisse erzielt, die die Arbeitsgruppe zu dem Schluss fuhrten,
dass PAD4 keine Voraussetzung fiir die erfolgreiche NETose ist.'® Diese Studie ist allerdings
kritisch zu hinterfragen: Um die Funktion von PAD4 zu untersuchen wurde ein spezifischer
PAD4-Inhibitor (Trifluoracetatsalz) eingesetzt. Er wurde in sehr hohen Konzentrationen
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eingesetzt, die die ICso-Werte fir Enzyme der gleichen Familie, PAD2, PAD3 und PAD1 um
ein Vielfaches (iberschritt.'®®'"° 2018 konnten Tatsiy und McDonald mit einem selektiven
PAD4-Inhibitor GSK484 und einem NETose-spezifischen Nachweisverfahren zeigen, dass
dieser die NETose verhindert.?° So ist davon auszugehen, dass PAD4 fiir die lytische NETose
notwendig ist. Um zu verstehen, welche Einflisse NETs auf die Entwicklung nach einem Ml
haben und welche Einfliisse anderen Effekten des PAD4"-Genotypen zuzuordnen sind, sind
weitere Untersuchungen nétig. AulRerdem zeigten die vorliegenden Ergebnisse, dass die akute
Wirkung von PAD4 von der Beurteilung der subakuten Wirkung im post-MI-Setting differenziert
werden muss. Aufgrund der weiteren Veroffentlichungen der Arbeitsgruppe fir kardiale
Regeneration der Uniklinik Kéln wurde klar, dass PAD4 neben der NETose auf verschiedenste
Mechanismen nach MI einwirkt, sodass die Ergebnisse auf NETs-abhangige und NETs-

unabhangige Effekte durch PAD4 zurtickzufiihren sind.

Die vorliegende Arbeit konzentrierte sich in ihrem experimentellen Setting auf die Detektion
von klinisch messbaren Unterschieden, die durch einen PAD4"-Genotypen nach einem Ml
auftraten. Hierbei wurden verschiedene Parameter erhoben, um den ,lst-Zustand“ der
Herzfunktion und des klinischen Verlaufs zu beschreiben. AuflRer der Erhebung der
Immunmodulatoren im Plasma der Mause wurden keine Experimente im Rahmen dieser Arbeit
durchgefiihrt, die Hinweise auf die Mechanismen liefern konnten, die den

Gruppenunterschieden zugrunde liegen.

5.5Ausblick
Durch die aktuellen Publikationen der Arbeitsgruppe fur kardiale Regeneration der Uniklinik
Koéln konnten die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zu groR3en Teilen validiert und weiter
kontextualisiert werden. Die vorliegende Arbeit, nach Einordnung in den aktuellen Stand der
Forschung legt nahe, dass zukiinftige Untersuchungen eine Differenzierung der zeitlichen und
mechanistischen Ebene berticksichtigen sollten: Zunachst sollte die akute Inflammation nach
MI (Tag 1) von der reparativen Phase des Remodelings (Tag 7) getrennt betrachtet werden.
Daruber hinaus sollte differenziert betrachtet werden, welche Effekte durch NETs und welche

Effekte durch PAD4 hervorgerufen werden.

Dass citH3 in der akuten Phase nach MI vermehrt im Myokard und in der Grenzzone
vorhanden sind, konnte durch Holthausen et al. sowohl im Mausmodell als auch an
Ventrikelproben Verstorbener MI-Patient*innen gezeigt werden und unterstreicht die Relevanz
von PAD4 im post-MI Remodeling. NETs begtnstigen die Polarisierung antiinflammatorischer

M2-Makrophagen in vitro. Welche Mechanismen weiterhin zur starken inflammatorischen
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Reaktion in PAD4"-Mausen nach MI beitragen, ist nicht abschlieRend geklart und sollte in

zukunftigen Untersuchungen eruiert werden.

Die vorliegende Arbeit konnte zeigen, dass ein PAD4"-Genotyp im akuten post-MI Setting mit
einem besseren langfristigen Krankheitsverlauf einhergeht. Ob diese klinischen Effekte an
NETs-abhangigen oder NETs-unabhangigen PADA4-Effekten liegen, konnte nicht geklart
werden. Zur genaueren Beschreibung der Rolle von PAD4 und von NETs im post-MiI-

Remodeling sind weitere Untersuchungen notig.
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