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Einflihrung

= Zebrafisch hat ein beachtliches Potential zur Herzregeneration
= Komplexe Prozessreihe sind fur die Cardiomyozyten (CM) Proliferation
erforderlich

Bis jetzt ist das Wissen Uber die Revaskularisierung Mechanismen im
verletzen Bereich vom Herzen unklar




Einflihrung

Kardiomyopathien

= Kardiomyopathien sind Herzstérungen, welche besonders in
Industrielandern zur Krankheitsanfalligkeit und Mortalitat fihren

® Fine Person von funf daran leiden

= Steigerung der Krankenhausaufenthaltsrate > 20%

Heilung ist verbunden mit einer fibrotischen Vernarbung —> beeintrachtigt
die Zusammenziehung und den Gewebeaufbau vom Herzen



Einflihrung

VEGFA (Vaskular Endothelial Wachstumsfaktor A) als Revaskularisierung
Regulierer

* Vegfa ist ein wichtiger Regulierer Faktor bei
der Vaskulogenese und Revaskularisierung
ingerung der VEGFA durch die krankhafte
pertrophie und Fortgeschrittene Phasen von
Herzstorung




Einflihrung

Zielsetzung der Studie

Neue Studien zeigen, im Gegensatz zum langjahrigen Dogma, das Herz von
Saugetieren in der Lage ist, sich wieder zu erneuern

Auf welcher Art und Weise fuhrt die Revaskularisierung und Regeneration von
Herzen bei den Wirbeltieren durch, ist bis jetzt unklar

Die Kenntnisse Gber den Herz Heilungsprozess ist ein wesentlicher Faktor bei der
Entwicklung neuer Therapien




Ergebnisse 1

KoronargefaRRe dringen friihzeitig im verletzen Bereich ein




® Tg(flila:EGFP)
AR

e Das Herz von adulten Fischen wurde durch Kryotechnik tiefgefroren
e 15 St. n. Verl.—> erste Gefaldsprosse
e 40 St. n. Verl.—> Gefaligeflecht

» Tg(flil:EGFP): zeigt alle Blutgefafle in griin



 Bis 15 St. n. Verl.—> keine arterielle GefalRe
 Erst 24 St. n. Verl. —> Erste arterielle GefalRe

» Tg(flil:EGFP) und Tg(kdrl:EGFP): zeigen alle BlutgefaRe in griin
» Tg(kdrl:mCherry): zeigt nur arterielle GefaRe in rot



€Wl 70(D//4in3:TagRFP) . 43 Tg(cxcrda:YFP)

e Zur Bestatigung der Befunden wurde gleicher Versuch auf andere
Zebrafisch Linien durchgefihrt

* Ahnliche Ergebnisse:

1. Erste arterielle Gefalle —> 40 St. n. verl.

2. Gut entwickeltes Koronargeflecht —> 7 T. n. Verl.
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Ergebnisse 2

Koronargefal3entwicklung und Herzregeneration bei
vegfaa Mutanten
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Um die grundlegende Mechanismen bei der schnellen Revaskularisierung besser zu
erkennen, wurde die Expression von vegfaa und vegfab durch (gPCR) untersucht

* Signifikante Erh6hung von Vegfaa
e Vegfab unverandert

vegfaa

B sham
4 « B Cryoinjured

Relative mRNA expression >
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Vegfaa Mutanten (Vegfaa”/") —> zur
Erkennung der Rolle von vegfaa bei
Herzregeneration

Herzverletzung durch Kryotechnik

40 St. n. Verl. —> verzogerte
Revaskularisierung und ungeordnetes
efalRgeflecht

| o etv2 EGFP
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Kompensatorische Mechanismen
4 T. n. Verl. —> Expandiertes
Gefallgeflecht

I Tg(etv2:EGFP
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45 T. n. Verl.—> Narbengewebe verschwunden und durch neuen
Muskeln ersetzt
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Um diese kompensatorische Mechanismen in Abwesenheit von vegfaa zu erkennen,
wurde transkriptomische Analyse durchgefihrt

Hochregulierung von: H
» vegfab % 1] vegfaa -/-
- gfac -
e / plasminogen (plg) E >
Collagen und calcium binding EGF s “
. o 3
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Ergebnisse 3

Revaskularisierung Blockade durch Induzierung dominant
negativ vegfaa (dn-vegfaa) Expression
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Zum Verstehen Revaskularisierung Blockierungsmechanismen wurde
dominant negativ vegfaa (dn-vegfaa) Expression Induziert

e Zuerst Kryotechnik
~ ] A Tg(h§,f:'\701:dn—veZlgch)‘c;‘c')i A’- ' ’.,‘/,f_ S e 9
e ab 24 St. n. Verl. tagl. Hitzeschocks zur " &I '
Induzierung (dn-vegfaa) Expression

. a3

wesentlich blockiert und Gefale waren getrennt
oneinander, bis 4 T. n. Verl. unverandert

WT: gut entwickeltes Gefallgeflecht und groRe
GefaRe ansehbar




Ergebnisse 4

Einfluss von Revaskularisierung Blockade auf
Cardiomyozyten (CM) Proliferation
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Tg(etv2:-EGFP)

Il dn-Vegfaa
301 _—

C Ta(hsp 70/.:%_1— uegf::

e (dn-vegfaa) Zebrafische zeigten im Vergleich zu e = @hsﬂo,_ﬂn_vemj‘,w:'

e

WT, eine bedeutende Reduzierung bei der
Revaskularisierung (75% geringer)
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Ergebnisse 5

Negative Auswirkungen von Friihzeitiger
Revaskularisierung Blockade auf
GefaBentwicklung und Herzregeneration
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= 7um Schluss wurde die Frage gestellt, ob
Revaskularisierung im Herzen zeitlich begrenzt ist oder
nicht!

m diese Frage beantworten zu kdnnen, wurde nach
Verletzung der Fische Hitzeschock Regimen verwendet und
Ventrikel 21, 45, 75 und 150 T. n. Verl. Untersucht

22



21 T. n. Verl.:

* (dn-vegfaa) Zebrafisch: mangelhafte
Revaskularisierung mit signifikant geringer Anzahl
von Gefalse

Keinen offenbaren Unterschied in Muskelersatz, aber!
—> Muskelaufbau unterschiedlich
 WT/Fibrin in groBen Mengen statt Kollegen ersetzt
e (dn-vegfaa) Zebrafisch: das verletze Gewebe
rofSteils mit Kollegen gefillt, fibrotische Vernarbung

Anti-MHC antibodies (griin)—> Cardiomyozyten
Acid fuchsin orange G/AFOG (blau) —> Kollagen
Acid fuchsin orange G/AFOG (rot)—> Fibrin
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45 T. nach Verl.:
e WT: Ventrikel mit Koronarnetz und neuen Muskel

statt Narbe

* (dn-vegfaa) Zebrafisch: Ventrikel nicht
regeneriert und nur einige Gefalde im verletzen

eine/fibrotische Vernarbung, bestehend vor allem K I ' L | Tothsp0kdniegfo)
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75 und 150 T. n. Verl.: Keine signifikante Veranderungen,

d.h. (dn-vegfaa) Zebrafische zeigten eine immer noch fehlerhafte
Revaskularisierung und eine grof3e Vernarbung, bestehend wesentlich aus
Kollegen

P Tg(hspmlja-veﬁabj
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™ Insgesamt diese Daten zeigten,dass fruhzeitige
Revaskularisierung Blockade die
Regenerationsfahigkeit von Zebrafisch-Herzen
verhindert
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Schlussfolgerung

® |n dieser Studie wurde gezeigt, dass Revaskularisierung bei den Zebrafischen sehr frih nach
Herzverletzung beginnt

= Mit Ausnutzung (dn-vegfaa) Zebrafische, welche Revaskularisierung Blockade austiben, wurde
gut erklart, wie friihzeitige Blockierung von GefaRe zu sprossen, auf Herzregeneration negativ
beeinflussen kann!

rgebnisse haben darauf hingewiesen:

er Revaskularisierungsprozess zeitlich begrenzt ist

fruhzeitige Revaskularisierung Blockade in den ersten Stunden n. Verl. Verhindert,

Revaskularisierung optimal zu beendigen und am Ende der Heilung eine fibrotische Vernarbung
bleibt

daher kbnnen wir es interpretieren;

,rechtzeitige Revaskularisierung fur eine effiziente Herzheilung von grofSer Bedeutung ist”



Vielen Dank fir lhre Aufmerksamkeit!
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