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Referat

Immunologische Prozesse im Rahmen der Heilungsphase nach einem Myokardinfarkt
gewinnen immer mehr an Bedeutung in der gegenwartigen Forschung. In
vorangegangenen Studien konnte bereits bewiesen werden, dass autoimmunologische
Prozesse nach einem Myokardinfarkt gegen herzspezifische Antigene eine bedeutende
Rolle spielen. Erst vor kurzem konnte unsere Arbeitsgruppe nachweisen, dass die
alpha-Myosin Schwerkette eines der Hauptantigene nach einem Myokardinfarkt
darstellt. Das Ziel dieser Arbeit war es, die Auswirkungen einer verstarkten
herzspezifischen Autoimmunantwort auf die Heilungsphase des Myokards nach einem

experimentellen Myokardinfarkt bei Mausen zu untersuchen.

Um eine verstarkte herzspezifische Autoimmunantwort zu induzieren, wurden
mannliche Balb/c Wildtyp Mause 7 Tage vor einem experimentellen Myokardinfarkt mit
dem kompletten Herzextrakt oder mit kardialem Myosin subkutan immunisiert. An Tag
6 nach dem Myokardinfarkt erfolgte eine Echokardiographie zur Beurteilung der
linksventrikularen Pumpfunktion. AnschlieBend wurden an Tag 7 die Mause getotet
und Folgendes enthommen: das Blut, das Herz und u.a. die mediastinalen
Lymphknoten. Daraufhin wurde der herzspezifische Immunglobulin-Titer, die
InfarktgroRRe, die Infiltration des Infarktgebietes und der mediastinalen Lymphknoten mit
Zellen des angeborenen und erworbenen Immunsystems und die Expression von pro-
und anti-inflammatorischen Mediatoren sowie von Mediatoren der Heilungs- und
Remodelingphase im Infarktgebiet bestimmt. Die Immunisierung sowohl mit dem
Herzextrakt als auch mit Myosin induziert die Bildung von herzspezifischen
Immunglobulinen. Dies konnte mittels eines ELISA und einer Immunofluoreszenz-
Farbung bewiesen werden. Die Ergebnisse zeigen eine signifikant erhohte Infarktgrofie
bei den mit Herzextrakt immunisierten Tieren im Vergleich zur Kontrollgruppe
(73,56 + 8,66 % vs. 36,53 + 7,55 %; p<0,01). Die mit Myosin immunisierten Tiere
weisen im Vergleich zur Kontrollgruppe keine Zunahme der Infarktgrof3e auf.
AulRerdem konnte eine signifikant erhéhte Expression der Gene MMP2, MMP9 und
Collal im Infarktgebiet der mit Herzextrakt immunisierten Tiere im Vergleich zur
Kontrollgruppe nachgewiesen werden, was auf einen verstarkten und damit

unginstigen kardialen Remodeling-Prozess hindeutet.

Die Immunisierung von mannlichen Balb/c Wildtyp Mausen mit dem Herzextrakt fuhrt
zu einer Zunahme der Infarktgrof3e und verstarkt das ungunstige kardiale Remodeling.
Die Immunisierung mit Myosin hat hingegen keinen nachteiligen Effekt auf die

Heilungsphase nach einem Myokardinfarkt.

Koch, Charlotte: Bedeutung einer verstarkten herzspezifischen Autoimmunantwort nach einem
experimentellen Myokardinfarkt bei Mausen, Halle (Saale), Univ., Med. Fak., Diss., 47 Seiten,
2020
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1 Einleitung
1.1 Die koronare Herzkrankheit als Ursache des Myokardinfarktes

Kardiovaskulare Erkrankungen sind die haufigste Todesursache weltweit. Im Jahr 2016
machten sie ca. 30% der Todesfélle aus, wovon 85 % durch einen Myokardinfarkt (MI)
oder Schlaganfall bedingt waren (Cardiovascular diseases (CVDs)). Die Koronare
Herzkrankheit (KHK) zahlt zu den kardiovaskularen Erkrankungen und ist durch die
Manifestation der Arteriosklerose in den Koronararterien definiert (Herold 2015,
S.237). Der akute MI beginnt mit einem thrombotischen Verschluss einer
Koronararterie, entwickelt sich tiber mehrere Stunden und endet schlie3lich, wenn die
Nekrose des Myokards ihre grofte Ausbreitung erreicht hat (Ertl und Frantz 2005b).
Die Ausdehnung des Infarktes ist davon abhangig, wie grof3 das Versorgungsgebiet
der verschlossenen Koronararterie ist und ob es einen Kollateralkreislauf gibt (Ertl und
Frantz 2005b). Medizinische Fortschritte in der Akutbehandlung von Ml haben die
Mortalitdt gesenkt und das Outcome der Patienten verbessert (Dargie 2005). Die
zeitnahe Reperfusion des verschlossenen GefalRes ist heutzutage Standardtherapie
(Frantz et al. 2009). Zudem erhalten die Patienten anschlieRend eine medikamentdse
kardioprotektive Therapie bestehend aus B-Blockern, ACE-Hemmern,
Thrombozytenaggregationshemmern und Statinen (Herold 2015, S. 259f.). Dennoch ist
die Prognose bei den MI-Patienten schlecht (Krum und Teerlink 2011).

1.2 Chronische Herzinsuffizienz durch Remodeling nach einem Mi

Menschliche adulte Herzen haben generell ein schlechtes Potential zur Regenerierung
nach einem MI (Keppner et al. 2018). Das zugrunde gegangene vitale Myokard wird
anschliel3end weitgehend durch eine kollagene Narbe ersetzt (Keppner et al. 2018).
Wird die Reperfusion der verschlossenen Koronararterie zu spat durchgefiihrt, kann
sich ein grofRer transmuraler Infarkt entwickeln (Ertl und Frantz 2005b). Obwohl die
Patienten eine angemessene Behandlung nach einem MI erhalten, kommt es bei
vielen MI-Uberlebenden zum pathologischen Remodeling-Prozess des Ventrikels
(O'Donohoe et al. 2016). Die Standard-Therapie heutzutage versucht, das ungunstige
kardiale Remodeling zu verhindern, indem man die Vor- und Nachlast des Herzens
reduziert (Ertl und Frantz 2005b). Dennoch bleibt die Prognose bei Patienten mit
grof3en Infarkten und ausgeprégter linksventrikularer Dysfunktion ernst (Pfeffer et al.
2003). Ein entscheidender Faktor fur das kardiale Remodeling nach einem Ml ist die
InfarktgrofRe (McKay et al. 1986). Grol3e Infarkte induzieren den Remodeling-Prozess
des Myokards, was grofie morphologische, histologische und molekulare

Veranderungen der Infarktzone und des umliegenden vitalen Myokards mit sich bringt



(Pfeffer et al. 1991). Das ungtinstige kardiale Remodeling nach einem Ml fuhrt zu einer
Dilatation des Ventrikels und beginstigt die Entstehung einer progredienten
Herzinsuffizienz (Gaudron et al. 1993). Somit ist das unglnstige kardiale Remodeling
ein starkes prognostisches Kriterium und steht in engem Zusammenhang mit dem
Auftreten von Arrhythmien und dem plotzlichen Herztod (Gaudron et al. 2001). Heilt
das Infarktgebiet jedoch ohne eine Expansion auf das umliegende Myokard, bleibt die
urspriingliche Form des Herzens bestehen und die Prognose des Patienten ist gut (Ertl
und Frantz 2005b).

1.3 Immunologische Prozesse im Infarktgebiet

Immunologische Prozesse haben einen groRen Einfluss auf die Entziindungs-,
Heilungs- und Remodelingphase nach einem MI (Keppner et al. 2018). Die Heilung ist
ein komplexer Prozess, bestehend aus der Invasion, Transformation und Apoptose
verschiedener Zelltypen (Ertl und Frantz 2005a). In der frlhen Phase des
Heilungsprozesses dominiert die Entziindungsphase, welche den Abbau der
Extrazellularmatrix (EZM) und die Freisetzung von inflammatorischen Mediatoren
beinhaltet (Frantz et al. 2009). Darauf folgt der Wiederaufbau, der durch die Zunahme
der Matrixsynthese, der Proliferation von Fibroblasten und die Bildung einer Narbe

charakterisiert ist (Frantz et al. 2009).

Nach einem MI wird das angeborene Immunsystem durch die Verletzung des
Myokards aktiviert (Blankesteijn et al. 2001; Taqueti et al. 2006) und es kommt zur
Infiltration des Infarktgebietes mit pro-inflammatorisch differenzierten Makrophagen
und neutrophilen Granulozyten (Ertl und Frantz 2005a; Nahrendorf et al. 2010). Diese
induzieren inflammatorische Prozesse und férdern den Abbau von Zellresten (Frantz et
al. 2009) sowie der EZM (Nahrendorf et al. 2010) Uber die Synthese von
Matrixmetalloproteasen (MMP) (Ertl und Frantz 2005a). Somit entsteht eine sterile
Entzindung im Infarktgebiet (Yan et al. 2013). Die Dauer und das Ausmafd der
Entzindungsphase hat einen bedeutenden Einfluss auf die InfarktgréRe und das

ventrikulare Remodeling (Henson 2005).

Nach ca. einer Woche klingt die Entziindungsphase ab und die Heilungsphase beginnt
(Sattler und Kennedy-Lydon 2017, S. 227). Wahrend der Heilungsphase Uberwiegen
die anti-inflammatorisch differenzierten Makrophagen (Nahrendorf et al. 2007). Sie
induzieren die Heilung des Myokards u.a. durch die Phagozytose apoptotischer
neutrophiler Granulozyten (Harel-Adar et al. 2011) und die Expression von anti-
inflammatorischen Zytokinen wie Interleukin (IL-) 10 (Yan et al. 2013). Aul3erdem

vermitteln die anti-inflammatorisch differenzierten Makrophagen die Heilung tber die
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Akkumulation von Myofibroblasten, die Angiogenese und die Ablagerung von Kollagen
im Infarktgebiet (Nahrendorf et al. 2007). Die Myofibroblasten sind an dem Aufbau
eines neuen Kollagennetzwerkes beteiligt (Ertl und Frantz 2005a). Um eine
Ventrikelruptur zu verhindern, ist die Formation einer stabilen Narbe essentiell (Sattler
und Kennedy-Lydon 2017, S.227). Wohingegen eine exzessive Fibrose und das
ungunstige kardiale Remodeling die Kontraktilitdét des Myokards beeintrachtigen und

letztendlich zur Ausbildung einer Herzinsuffizienz fihren (Frangogiannis 2015).

1.4 Aktivierung des adaptierten Immunsystems und T-Zell vermittelte

Immunantwort

In der Vergangenheit konnte bereits nachgewiesen werden, dass Bestandteile des
Myokards eine Autoimmunreaktion triggern kdnnen (Scheerder et al. 1991; Stork et al.
2006; Kaya et al. 2010; Lindahl et al. 2010; O'Donohoe et al. 2016; Rieckmann et al.
2019). Nach einem MI werden die herzspezifischen Antigene von zugrunde
gegangenen Kardiomyozyten freigesetzt und in den herzdrainierenden Lymphknoten
(LK) gegenuiber den CD4" T-Zellen prasentiert (Hofmann et al. 2012). CD4" T-Zellen
erkennen ihre Antigene auf Major Histocompatibility Complex Il Molekilen (MHC II),
welche von Antigen-prasentierenden Zellen (APZ) wie Makrophagen, dendritischen
Zellen und B-Zellen exprimiert werden. (Sattler und Kennedy-Lydon 2017, S. 235).
Neben der Antigenerkennung ist auch eine Kostimulation erforderlich, um die T-Zelle
zu aktivieren (Hofmann und Frantz 2016). Die aktivierten T-Zellen proliferieren in den
herzdrainierenden LK und infiltrieren daraufhin einige Tage nach dem MI das
Infarktgebiet (Hofmann et al. 2012). CD4" T-Zellen tragen zur Auflosung der
Entziindungsphase im Infarktgebiet bei und fordern die Heilung des Myokards
(Hofmann und Frantz 2016). Insbesondere Foxp3® CD4" T-Zellen (=T-
Regulatorzelle=Treg) fordern die Bildung einer stabilen Narbe (Weirather et al. 2014).

Nicht nur T-Zellen, sondern auch autoreaktive B-Zellen werden durch das Erkennen
von herzspezifischen Autoantigenen nach einem MI aktiviert (Zouggari et al. 2013;
O'Donohoe et al. 2016; Keppner et al. 2018). Eine Kostimulation der B-Zellen durch
spezifische T-Zellen gegen dasselbe Antigen ist fur eine Immunglobulin (Ig) Produktion
notwendig (Parker 1993). Die aktivierten B-Zellen sezernieren nun Igs, die gegen

Bestandteile des Myokards gerichtet sind (O'Donohoe et al. 2016).



2 Zielstellung

Das Ziel dieser Arbeit ist es, die Auswirkungen einer verstarkten herzspezifischen
Autoimmunantwort auf die Heilungsphase des Myokards nach einem experimentellen
Myokardinfarkt bei Mausen darzustellen. Dafir soll genauer untersucht werden, ob die
Immunisierung mit dem kardialen Myosin oder dem kompletten Herzextrakt eine

Woche vor einem experimentellen Myokardinfarkt

1. eine verstarkte herzspezifische Autoimmunantwort bei den Mausen triggert

2. Einfluss auf die linksventrikulare Pumpfunktion nach dem Myokardinfarkt hat

3. Einfluss auf die Infiltration des Infarktgebietes mit Zellen des angeborenen und
erworbenen Immunsystems eine Woche nach dem Myokardinfarkt hat

4. die Infarktgrof3e und das kardiale Remodeling beeinflusst



3 Material und Methoden
3.1 Versuchsaufbau

Die Funktion der Myosin-spezifischen T-Helfer-Zellen wahrend der Entziindungs- und
Heilungsphase nach einem MI st bis heute nicht ausreichend geklart.
Da vermutet wird, dass das freigewordene Myosin aus dem ischdmischen Myokard
nach einem MI eine T-Zell-spezifische Autoimmunantwort hervorruft, wurden
mannliche Balb/c Wildtyp (Wt) Mause zunéchst mit Myosin immunisiert, um bereits vor
der MI-Operation eine T-Zell-vermittelte Immunreaktion zu triggern. Ergéanzend wurde
einer Versuchsgruppe auch das vollstandige Herzextrakt (HE) der gleichen Mauslinie
injiziert. Die unten stehende Abbildung verdeutlicht den Versuchsaufbau und dessen
zeitlichen Ablauf (Abbildung 1 Versuchsaufbau)

>
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nav - Axilldre Lymphknoten
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Abbildung 1 Versuchsaufbau

Die Mause wurden drei verschiedenen Gruppen zugeordnet. An Tag -7 wurde
Gruppe 1 das Adjuvant Titermax Gold injiziert, Gruppe 2 wurde mit Myosin immunisiert

und Gruppe 3 wurde das HE injiziert. Gruppe 4 erhielt keine Injektion.

Nach einer Woche (Tag 0) wurden die Mause erneut in drei verschiedene Gruppen
eingeteilt, je nachdem, welche Art von Operation sie erhielten. Einen MI erhielten

sowohl Myosin- und HE-immunisierte Mause (Myosin- und HE-Gruppe), als auch Tiere,



die nur Titermax Gold (Titermax-Kontrollgruppe) injiziert bekommen hatten. Sham-
operiert wurden nur Mause, die entweder mit Myosin oder Titermax Gold immunisiert
wurden (Sham-Myosin- und Sham-Titermax-Gruppe). Eine geringe Anzahl der Myosin-
immunisierten Mause wurde keiner Operation unterzogen. An Tag 7 nach der MI-
Operation wurden alle Mause mittels Genickbruch get6tet und Folgendes entnommen:
das Herz, mediastinale, subiliakale und axillare LK, sowie das Blut und wurde flr die

weiteren Experimente aufbewabhrt.

3.2 Tiere

Es wurden ausschlie3lich ménnliche Balb/c Wt Mause im Alter von 6 bis 12 Wochen
von Charles River fur die Experimente verwendet. Die Tiere wurden unter speziellen
pathogen-armen Bedingungen (SPF) und einem geregelten Tag-Nacht-Rhythmus
gehalten. Sie erhielten eine Standard-Diat. Alle Tiere hatten den gleichen genetischen
Hintergrund.

3.3 Immunisierung

3.3.1 Titermax

Die Titermax-Injektion diente als Kontrolle, um ausschlieen zu kénnen, dass die
alleinige Gabe von Titermax Gold (Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland) vor der Ml-
Operation bereits eine Immunantwort triggert. Pro Maus wurden 100 pl Titermax Gold
in PBS 1:1 v/iv (Dulbecco's Phosphate Buffered Saline ohne Ca®’Mg*", Merck,
Darmstadt, Deutschland in 1l Milli-Q-Wasser, pH 7,4) s.c. injiziert.

3.3.2 Myosin
Zunachst wurde die Myosin-Stammlésung (Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland) in
sterilem PBS 1:3 v/v verdinnt und anschlielend wurden den Mausen 200 pg Myosin

pro Tier in Titermax Gold 1:1 v/v s.c. injiziert.

3.3.3 Herzextrakt

Zur Herstellung des HE wurden zunachst Balb/c Wt Mause einem MI unterzogen und
an Tag 3 nach der Operation wurden die Herzen entnommen. Die entnommenen
Herzen wurden zunachst in Milli-Q-Wasser 1:10 w/v mit dem Dispergiergeréat T 10
basic ULTRA-TURRAX® (IKA, Staufen, Deutschland) homogenisiert. AnschlieRend
wurde die physiologische Osmolaritédt wieder hergestellt, indem eine 0,9 % NacCl-
Losung hinzugefigt wurde. Die Messung des Proteingehaltes erfolgte anhand der
Anleitung des BCA Assay Kit (Pierce, Darmstadt, Deutschland). Es wurde 1 mg pro

Tier HE verdinnt in Titermax Gold 1:1 v/v s.c. injiziert.



3.4 MI Operation

An Tag 0 wurden die Versuchstiere der MI Operation unterzogen. Hierfiir wurde die
Narkose durch Isofluran-Inhalation (ca. 4,0 vol. %) und unter Opioid-Analgesie
eingeleitet. Sobald die Narkose eingetreten war, erfolgten die Intubation und eine
kontrollierte Beatmung mittels eines Beatmungsgerates. Um die Augen der Mause vor
dem Austrocknen zu schitzen, wurde Bepanthen-Augensalbe hineingegeben. Die
Aufrechterhaltung der Narkose erfolgte mittels 2,0 bis 2,3 vol. % Isofluran. Gelagert
wurden die Mause auf einer temperaturregulierten Arbeitsplatte (39° C) und zum
Messen der Korperkerntemperatur wurde eine Rektalsonde verwendet. Die Operation
wurde unter aseptischen Bedingungen durchgefiihrt. Zunachst erfolgte eine
Thorakotomie mit anschlieBender permanenter Ligatur der linken Herzkranzarterie
(LAD). Verschlossen wurde der Thorax schichtweise mittels chirurgischer Nahte und
anschlie3end erfolgte die Extubation, nachdem die Spontanatmung wieder eingesetzt
hatte. Zur Analgesie wurde den Tieren regelmafiig ein hochpotentes und gleichzeitig
lang wirksames Opioid-Analgetikum (Buprenorphin 0,1 mg/kg, s.c. mind. 2 x tgl.)

unmittelbar vor der Operation und bis drei Tage postoperativ injiziert.

Die Sham-Operation erfolgte nach dem selben Protokoll, nur dass die LAD nicht ligiert

wurde.

3.5 Echokardiographie

Die Echokardiographie wurde an Tag 6 mit dem Gerat Vevo 1100 (VisualSonics,
Amsterdam, Niederlande) durchgefiihrt. Zunéchst erfolgte die Narkose mittels
Isofluran-Inhalation (ca. 4,0 vol. %). Nun konnte die Maus auf der vorgewarmten Platte
(39° C) in Rickenlage mit der Schnauze in der Isofloranmaske positioniert werden.
Das Isofluran wurde auf 0,5 bis 1 vol. % angepasst, um die Narkose
aufrechtzuerhalten. Nun wurden die Pfoten mit Leitgel benetzt und mit Klebestreifen
auf den Elektrodenflachen der Platte fixiert, um ein EKG ableiten zu kénnen.
Wahrenddessen wurde das Ultraschallgel auf 35° C aufgewarmt und nach dem
Rasieren des Thorax aufgetragen. Die durchschnittliche Dauer der Echoaufnahmen
betrug ca. 10 Minuten. Die Koérperkerntemperatur wurde auch hier Glberwacht und bei
einem Abfall unter 36° C mittels einer Rotlichtlampe erhéht. Die Daten wurden mit der
Analysesoftware Vevo LAB 1.7.1 am Computer ausgewertet (Abbildung 2,
Abbildung 3).



Abbildung 2 Linker Ventrikel in der Diastole Abbildung 3 Linker Ventrikel in der Systole

3.6 Organentnahmen

Die Tiere wurden mittels Genickbruch getétet und anschlieBend der Thorax eréffnet.
Zunachst wurde das rechte Atrium mithilfe eines Schnittes gedffnet, um das kardiale
Blut mit einer Spritze besser entnehmen zu kénnen. Das Blut wurde in ein Eppendorf
Rohrchen gefillt, welches anschlieBend fiir 10 Minuten, 5000 x g zentrifugiert wurde.

Das Serum wurde aspiriert und in einem Rdhrchen bei -80° C aufbewahrt.

Als nachstes erfolgte die Perfusion des Herzens mit PBS fir 2-3 Minuten, bevor es aus
dem Thorax entnommen wurde. Das Herz wurde in der Mitte der Infarktnarbe mit einer
Schere halbiert. Die Herzbasis wurde sofort mit PolyFreeze Tissue Freezing Medium
(Polysciences, Inc, Hirschberg an der Bergstral’e, Deutschland) bedeckt und bei
-80° C eingefroren, um spater Kryoschnitte des Gewebes anfertigen zu kdénnen. Der
Ubrige Teil der Infarktnarbe des Herzapex wurde in drei weitere Teile zerschnitten. Das
erste diente der FACS-Analyse und wurde in ein Falcon Tube, welches mit HBSS/BSA
(Hank’s balanced Salt Solution, Merck, Darmstadt, Deutschland angereichert mit 1 %
BSA Albumin Fraktion V w/v, proteasefrei, Roth, Karlsruhe, Deutschland) gefillt war,
transferiert und bei 4° C gelagert. Ein weiteres Stlick der Infarktnarbe inkubierte fur 24
Stunden, 4° C in RNAlater (RNA Stabilization Reagent, Qiagen, Hilden, Deutschland)
und wurde anschlieBend ebenso bei -80° C eingefroren. Zu einem spateren Zeitpunkt
wurde es zur Bestimmung des mMRNA-Expressionslevels verschiedener Gene

aufbereitet.

Zuletzt erfolgte die Entnahme der mediastinalen, subiliakalen und axillaren LK und
diese wurden ebenfalls in Falcon Tubes transferiert, welche HBSS/BSA enthielten. Bis

zur Weiterverarbeitung lagerten sie bei 4° C.



3.7 FACS-Analyse

Die entnommenen LK sowie ein Stick der Infarktnarbe wurden noch am selben Tag
der Organentnahmen fiir die FACS-Analyse aufbereitet. Zunachst inkubierte das
Herzgewebe im Wasserbad fur 35 Minuten, 37° C in 3000 IU Kollagenase Typ I
(Worthington, Troisdorf, Deutschland) pro Herz gelést in RPMI wiv (VLE RPMI 1640
Medium, Merck, Darmstadt, Deutschland). AnschlieBend wurden die Gewebestiicke in
einem 70 pm Filter (MACS® SmartStrainers, MiltenyiBiotec, Bergisch Gladbach,
Deutschland) zermahlen und durch das Hinzugeben von HBSS/BSA auf den Filter
konnten die freigewordenen Zellen in einem neuen Falcon Tube aufgefangen werden.
Das Volumen wurde bis auf 5 ml ergénzt. Die mediastinalen, subiliakalen und axillaren
LK wurden in einem 30 pum Filter (MACS® SmartStrainers, MiltenyiBiotec, Bergisch
Gladbach, Deutschland) zermahlen. Die subilikalen und axillaren LK wurden in einem
Falcon Tube zusammengefligt und als drainierende LK bezeichnet.

Im Anschluss wurden die Falcon Tubes zentrifugiert (5 min, 400 x g, 4° C) und der
Uberstand aspiriert. Das Zellpellet wurde in FACS Puffer (1 % BSA; 0,1 % Sodium
Azide, Merck, Darmstadt, Deutschland; 1 mM EDTA, Calbiochem, Darmstadt,
Deutschland verdinnt in PBS w/v) geldst. Zu jeder Herzprobe und jedem
mediastinalen LK (med. LK) wurden 200 ul des FACS-Puffers hinzugefiigt und die
subiliakalen und axillaren LK wurden in 1000 ul FACS-Puffer gel6st, da hier eine
deutlich hohere Zellzahl zu erwarten war. Nun konnten die Zellen auf eine
96 Well Platte (Mikrotestplatte 96 Well, Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland) fur die

FACS-Farbung transferiert werden.

Zunachst wurden 10 pl/Well von jeder Probe auf eine Mikrotestplatte pipettiert und der
CD45 Rezeptor gefarbt (Tabelle 1), um die Zellzahl der Leukozyten bestimmen zu
kénnen. Die 123count eBeads™ Counting Beads (eBioscience, Darmstadt,
Deutschland) wurden in einer Verdinnung von 1:10 v/v zu jedem Well hinzugefigt.
Anhand der 123count eBeads™ Counting Beads konnte in der nachfolgenden FACS-

Analyse die Zellzahl jeder Probe berechnet werden.

Auf eine zweite Mikrotestplatte wurden 150 pl/Well von jeder Herzprobe und 100
pl/Well von jedem med. sowie den drainierenden LK transferiert. AnschlieRend wurde
die Platte fur 3 Minuten, 400 x g, 4° C zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Nun
konnten 25 pl/Well einer Blockierungslésung hinzugefigt werden, die den Antikdrper
mADb gegen den Fc-Rezeptor CD 16/32 (Tabelle 1) enthielt. Der Antikbrper wurde in
FACS Puffer 1:500 v/v verdinnt. Die Platte inkubierte fur 15 Minuten, 4°C. In der



Zwischenzeit

konnte die Antikdrperlosung (Tabelle 1) fir

Oberflachenrezeptoren vorbereitet werden.

Tabelle 1 FACS-Antikdrper der Herzproben

die Féarbung der

Rezeptor

Fluorophor

Hersteller

Wirt

Klon

Verdunnung

mAb against
Fc- Rezeptor
CD16/32

BD Bioscience,
Heidelberg,
Deutschland

Ratte

2.4G2

1:500

CD45

Buv 395

BD Bioscience,
Heidelberg,
Deutschland

Ratte

30-F11

1:100

CD11b

PE

BioLegend®,
Koblenz,
Deutschland

Ratte

m1/70

1:200

Ly6G

APC/Cy7

BioLegend®,
Koblenz,
Deutschland

Ratte

1A8

1:300

CD206

A488

BioLegend®,
Koblenz,
Deutschland

Ratte

C068C2

1:200

TCRB

PE/Cy7

BioLegend®,
Koblenz,
Deutschland

Hamster

H57-597

1:200

B220

APC

BioLegend®,
Koblenz,
Deutschland

Ratte

RA3-6B2

1:200

CD4

Brillant Violet
421

BioLegend®,
Koblenz,
Deutschland

Ratte

rm4-5

1:200

Die Antikorperldsung fur die Lymphknotenproben (Tabelle 2) enthielt ausschlieflich

Antikorper gegen T-Zell-spezifische Marker.

Tabelle 2 FACS-Antikérper der Lymphknotenproben

Rezeptor Fluorophor Hersteller Wirt Klon Verdlnnung
agari]:é:)Fc— BD B_ioscience,
- Heidelberg, Ratte 2.4G2 1:500
Rezeptor Deutschland
CD16/32
BrilliantViolet BioLegend®,
CD4 421 Koblenz, Ratte rm4-5 1:200
Deutschland
BioLegend®,
TCRB PE/Cy7 Koblenz, Hamster | H57-597 1:200
Deutschland
BioLegend®,
CD62L A488 Koblenz, Ratte MEL-14 1:200
Deutschland
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BioLegend®,

CD44 APC fire 750 Koblenz, Ratte IM7 1:200
Deutschland
BioLegend®,

CD25 PE Koblenz, Ratte PC61 1:200

Deutschland
ThermoFisher
Scientific,
Darmstadt,
Deutschland

Foxp3 A660 Ratte FJK16s 1:50

Beide Antikorperlosungen wurden in 25 pl/Well FACS-Puffer v/v verdinnt. Dieser
wurde zu jeder Probe direkt im Anschluss an die 15 Minuten Inkubationszeit
hinzugefugt. Die Platte inkubierte erneut fir 15 Minuten, 4° C und wurde anschlie3end

zentrifugiert (3 min, 400 x g, 4° C). Der Uberstand wurde verworfen.

Da Foxp3 ein intrazellularer Marker ist, war ein weiterer Schritt fur die Farbung
notwendig. Zu allen Proben wurden zunachst 100 pl/Well von dem Fixation/
Permeabilization Buffer (True-Nuclear™ Transcription Factor Buffer Set, BioLegend®,
Koblenz, Deutschland, Verdinnung 1:4 v/v) hinzugefligt, um die Zellen zu fixieren. Die
Platte inkubierte fur 30 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln. Nun wurden die
Proben mittels Permeabilization Buffer (100 pl/Well; True-Nuclear™ Transcription
Factor Buffer Set, BioLegend®, Koblenz, Deutschland, Verdiinnung in Milli-Q-Wasser
1:10 v/v) gewaschen und anschlieRend zentrifugiert (3 min, 400 x g, 4° C). In der
Zwischenzeit konnte die Foxp3-Antikdrperldsung, verdinnt in Permeabilization Buffer

1:50 vl/v, vorbereitet werden.

Der Uberstand wurde verworfen und 25 pl/Well der Foxp3-Antikorperldsung zu jeder
Lymphknotenprobe hinzugeftigt. Die Herzproben wurden nur in FACS-Puffer
resuspendiert. Erneut inkubierte die Platte fur 30 Minuten bei Raumtemperatur im

Dunkeln.

AbschlieBend wurden die Proben erneut mit Permeabilization Buffer (100 pl/Well)
gewaschen und zentrifugiert (3 min, 400 x g, 4° C). Der Uberstand wurde verworfen
und die Zellen in 100 ul/Well FACS-Puffer geldst. Nun war die Platte bereit fir die
anschlieRende FACS-Analyse mit dem Gerat BD Fortessa (BD Bioscience Heidelberg,
Deutschland).

Die Auswertung der Daten erfolgte mit dem Programm FlowJo™ Single Cell Analysis
Software v10.

11



3.8 ELISA

Um den Myosin-Antikorper-Titer zu bestimmen, wurde ein Myosin-ELISA angewandt.
Die high binding 96 Well Platte (flacher Boden, Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland)
inkubierte zunachst mit 2 pg/100 ul Myosin, verdinnt in Carbonat Puffer viv (3,03 g
Na’CO;, Merck, Darmstadt, Deutschland; 6,0 g NaHCO;, Merck, Darmstadt,
Deutschland in Milli-Q-Wasser w/v, pH 9,6) bei 4° C Gber Nacht. Hierflir wurden 100
pl/Well der hergestellten Losung hinzugefligt und die Platte daraufhin abgedeckt. Am
nachsten Tag wurde die Platte 5 x mit PBS-T (0,05 % Tween 20, Sigma-Aldrich,
Munchen, Deutschland in 1xPBS v/v; 200 pl/Well) gewaschen (HydroFlex™
microplate washer for 96-well format, TECAN, Crailsheim, Deutschland) und
anschlieRend fur eine Stunde bei Raumtemperatur mit 2 % not-fat dry milk (Cell
Signaling Technology®, Frankfurt am Main, Deutschland) in PBS-T w/v (200 pl/Well)
geblockt.

Im Anschluss wurde die Blockierungslosung verworfen und die Verdiinnungsreihe der
einzelnen Sera wie folgt pipettiert: 1:100, 1:200, 1:400, 1:800, 1:1600, 1:3200 und
1:6400. Die Sera wurden mit 2 % not-fat dry milk in PBS-T w/v (100 pl/Well) verdiinnt.
Die Platte inkubierte fur eine Stunde bei 37° C.

AnschlieBend folgten erneut funf Waschschritte mit PBS-T (200 pl/Well). Nun wurden
100 pl/Well des zweiten Antikdrpers (goat anti-mouse IgG, IgM, IgA; Verdinnung
1:10000; Life Technologies, Darmstadt, Deutschland) verdunnt in 2 % not-fat dry milk
in PBS-T v/v hinzugegeben. Die Platte inkubierte fur eine Stunde bei 37° C.

Ein weiterer Waschschritt folgte (7 x mit 200 ul/Well PBS-T). Letztendlich inkubierte die
Platte mit HRP substrate solution (100 pl/Well; BioLegend®, Koblenz, Deutschland) fir
ca. 20 bis 30 Minuten im Dunkeln. Die Inkubationszeit kann je nach der Intensitat der
Farbentwicklung variieren. Die Reaktion wurde durch das Hinzufugen der ZN sulphuric
stop solution (100 pl/Well; BioLegend®, Koblenz, Deutschland) gestoppt. Nun wurde
die Absorption bei 450 nm mit einem ELISA-Reader (Spectra Fluor Fluorescence and
Absorbance Instrument, Tecan, Crailsheim, Deutschland) gemessen. Fir jede
Serumverdinnung wurde die optische Dichte bestimmt und die einzelnen Werte fir

jedes Tier addiert. Die Summe ergab den Myosin-Antikdrper-Titer.
3.9 Histologie

3.9.1 Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Zunéchst wurden die Herzen mittels des Leica CM1850 Kryostat (Leica Biosystems,

Wetzlar, Deutschland) in 12 pm dicke Kryoschnitte geschnitten und auf einen
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Objekttrager (Objekttrager Super Frost Plus, Menzel-Glaser, Braunschweig,
Deutschland) ubertragen. Nach 24 Stunden Trocknen bei Raumluft erfolgte die
Féarbung der Kryoschnitte, um die InfarktgroRe bestimmen zu kénnen. Die HE-Farbung
wurde nach folgendem Protokoll angewandt: Hamatoxylin sauer nach Mayer (10 min,
Morphisto, Frankfurt am Main, Deutschland); Entfarbung unter flieRendem
Leitungswasser fur 10 Minuten, 2 x Eintauchen in dH,O; Eosin (5 min, 1 % wassrig,
Morphisto, Frankfurt am Main, Deutschland); 2 x Eintauchen in dH,O; 2 x Eintauchen
in dH,O; 2 x Eintauchen in Ethanol 96 % (vergdllt, Roth, Karlsruhe, Deutschland);
2 x Eintauchen in Ethanol 96 %; Xylol (Isomere, Roth, Karlsruhe, Deutschland)
verdinnt in Ethanol 1:1 v/v fir 5 Minuten; Xylol (5 min.); Roti-Histol (5 min, Roth,
Karlsruhe, Deutschland); Roti-Histol (5 min.) AnschlieRend wurde ein Tropfen Entellan
(Merck, Darmstadt, Deutschland) auf den Schnitt hinzugegeben und mit einem
Deckglas abgedeckt. Die Objekttrager wurden eingescannt (Abbildung 4) und die
Bestimmung der InfarktgroBe erfolge eigenhdndig mit dem Programm ZEN 2.3 lite
(Abbildung 5).

sitat 123,929
Flache 6425380,535 um*
Mittlere Intensitdt 197,958

Abbildung 4 HE-Féarbung, 12 pm, Myo+MI Abbildung 5 Analyseschema mit ZEN 2.3 lite

3.9.2 Immunofluoreszenz-Farbung fir Autoantikdrper

Zunachst wurden 12 um Herzgewebeschnitte der AID”/uS™-Linie (aus eigener Zucht)
aufgetaut und far 15 Minuten luftgetrocknet. Anschlieend inkubierten sie fir 10
Minuten in Azeton (99,5 %, Roth, Karlsruhe, Deutschland) und wurden dann fir 3 x 5
Minuten in PBS-T (0,05 % v/v) gewaschen. Die Blockierung der Schnitte erfolgte mit
50 ul pro Schnitt Blockierungslésung (Carbo-Free Blocking Solution 10 x Concentrate,
Vector Laboratories, Inc. Bulingame, Eching, Deutschland verdinnt in 1 x PBS-T 1:10
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v/v) fur 30 Minuten in einer feuchten Kammer. Nach der Blockierung wurden die

Schnitte erneut fir 3 x 5 Minuten in PBS-T gewaschen.

Nun wurden die Herzgewebeschnitte mit den Sera der HE-immunisierten Mause
inkubiert. Das Serum wurde in Blockierungspuffer 1:5 v/v verdinnt und 50 pl der
Serumverdinnung auf einen Herzgewebeschnitt hinzugegeben. Die Inkubationszeit
betrug eine Stunde bei Raumtemperatur in der feuchten Kammer. Die Schnitte wurden
anschliel3end fur 3 x 5 Minuten in PBS-T gewaschen.

Als zweite Antikérper wurden ein goat anti-mouse IgG Antikdrper (Alexa Fluor 488, Life
Technologies, Darmstadt, Deutschland) und ein goat anti-mouse IgM Antikérper (Alexa
Fluor 555, Life Technologies, Darmstadt, Deutschland) verwendet. Diese wurden in
Blockierungspuffer 1:200 v/v verdiinnt und 50 pl pro Schnitt aufpipettiert. Die Schnitte
inkubierten fir 30 Minuten bei Raumtemperatur in einer dunklen, feuchten Kammer.
Nach 25 Minuten Inkubationszeit wurden zu jeder Probe noch 5 pl Hoechst 33342
(DAPI, in PBS 1:1000 v/v, Thermo Fisher Scientific, Darmstadt, Deutschland)
hinzugefugt. AbschlieRend wurden die Schnitte fir 3 x 5 Minuten in PBS-T gewaschen
und mit Entellan bedeckt. Nun konnten die Herzgewebeschnitte mit dem Axioskop 2
plus (Zeiss, Oberkochen, Deutschland) mikroskopiert werden.

3.10 Quantitative PCR

Fir die gesamte Versuchsreihe wurde das TagMan™ Probe System (Thermo Fisher
Scientific, Darmstadt, Deutschland) fir die qPCR verwendet. Diese Methode sollte
Aufschluss Uber die mRNA-Expressionslevel verschiedener pro- und anti-
inflammatorischer Gene (Tnfa, 1I-10, Mrcl), sowie Uber Gene, die fur den Matrixumbau
und die Angiogenese verantwortlich sind (Mmp2, Mmp9, Collal, Vim, Acta2 und Vwf),
geben (Tabelle 3).

Die RNA-Isolierung aus dem Infarktgewebe des Herzens erfolgte nach Anleitung des
RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland). AnschlieRend wurde die cDNA
aus 300 ng RNA mithilfe des iScript™ cDNA Synthesis Kit (Bio Rad Laboratories,
Minchen, Deutschland) synthetisiert. Die Proben wurden in Triplikaten auf eine 96-
Well PCR-Platte (Biozym, Hessisch Oldendorf, Deutschland) pipettiert. Die
Zusammensetzung pro Well lautet wie folgt: 12,5 pl TagMan™ Gene Expression
Master Mix (Applied Biosystems™, Darmstadt, Deutschland); 1,25 pl ABI Sondemix
(Tabelle 3); 6,25 pl Nuclease-free Water (Qiagen, Hilden, Deutschland) und 5 ul der
Probe. AnschlieRend wurde die Platte abgedeckt und fur 3 Minuten, 400 x g, 4° C
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zentrifugiert. Nun konnte die qPCR durchgefuhrt werden.

festgelegt.

Tabelle 3 TagMan™ Sonden fir die PCR

Der Treshold wurde auf 0,1

TagMan™ Sonde Katalognummer Hersteller
Gapdh Mm 99999915 Thermo Fisher Scientific,
Darmstadt, Deutschland
o moossoare mi | oo e Soene

3.11 Statistik

Die Graphen reprasentieren den Mean + SEM der Titermax-Kontrollgruppe, der
Myosin-Gruppe und der HE-Gruppe von n Tieren. Die genaue Anzahl der Tiere wird flr
jede Abbildung separat angegeben. Zur Erstellung der Graphen wurde das Programm
Graph Pad Prism verwendet und als statistischer Test das one-way ANOVA und der
Dunnett’'s multiple comparisons Test angewandt; * markiert einen p-Wert <0,05 und **

markiert einen p-Wert von <0,01 und geben somit eine Signifikanz an.
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4 Ergebnisteil

4.1 Validierung der Immunisierung

4.1.1 Myosin-ELISA

Eine Zunahme des Myosin-spezifischen Ig-Titers im Myosin-ELISA bestatigte eine
erfolgreiche Immunisierung mit dem Antigen Myosin. Ausschliel3lich Mause, dessen Ig-
Titer oberhalb des errechneten Wertes des Median — 2 x Standardabweichung lagen,
zeigten nach unserer Definition eine positive Immunantwort auf die Immunisierung mit
Myosin und wurden in die weiteren Analysen der Gewebeproben mit einbezogen.
Mause mit einem Titer unterhalb des berechneten Wertes wurden als Impfversager
definiert und von der weiteren Datenanalyse ausgeschlossen. Die Werte dieser Tiere
werden in den folgenden Graphen nicht gezeigt.

Um zu beweisen, dass die alleinige Immunisierung mit Myosin ohne anschlieRenden
MI bereits eine Myosin-spezifische Immunantwort triggert, wurden Balb/c Wt Méause
nach dem beschriebenen Immunisierungsprotokoll mit Myosin immunisiert. Diese Tiere
erhielten allerdings keine MI- oder Sham-Operation an Tag 0. Die Organentnahmen
fanden ebenfalls an Tag 7 (14 Tage nach der Immunisierung) statt. Der Myosin-ELISA
zeigte einen Myosin-spezifischen Ig-Titer Anstieg um das 15-fache der Myosin-
immunisierten Mause im Vergleich zu naiven Balb/c Wt Mausen (Abbildung 6).
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Abbildung 6 Myosin-spezifischer Ig-Titer an Tag 7 ohne MI:
n=2 naiv und 5 mit Myosin-lImmunisierung; die Graphen
reprasentieren den mean + SEM

Abbildung 7 zeigt den Myosin-spezifischen Ig-Titer nach der Myosin-Immunisierung
und anschlieRender Operation an Tag 0. Bei den Sham-operierten Tieren gibt es

keinen Unterschied des Ig-Titers zwischen der Sham-Myosin- und Sham-Titermax-
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Gruppe (0,32+0,15 vs. 0,34 +£0,01). Vergleicht man die Tiere, welche einem M

unterzogen wurden, sieht man einen Myosin-spezifischen Ig-Titer Anstieg um das

Vierfache zwischen der Titermax-Kontrollgruppe und Myosin-Gruppe (0,3 £ 0,05 vs.

1,14 + 0,13).
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Abbildung 7 Myosin-spezifischer Ig-Titer an Tag 7 nach MI: n=4 Sham-Tit, 2 Sham-

Myo, 8 MI-Tit und 11 MI-Myo; die Graphen reprasentieren den mean + SEM

4.1.2 Immunofluoreszenz-Farbung

Der Nachweis Myokard-spezifischer IgM- und IgG-Antikdrper der HE-immunisierten

Mause mit anschlieBendem MI erfolgte anhand der Immunofluoreszenz-Farbung.

Die Aufnahmen der Immunofluoreszenz-Farbung zeigen ein deutlich starkeres

Fluoreszenz-Signal der HE-immunisierten Mause nach Farbung gegen IgM (Balb/c Wt
HE+MI) im Vergleich zur Titermax-Kontrollgruppe (Balb/c Wt Tit+MI) (Abbildung 8). Der

Unterschied nach Farbung gegen IgG ist eher weniger stark ausgepragt zwischen der

Titermax-Kontrollgruppe und der HE-Gruppe. Bei allen mit HE-immunisierten Mausen

konnte eine Zunahme des Fluoreszenz-Signals nach Farbung gegen IgM beobachtet

werden. Abbildung 8 zeigt beispielhaft jeweils 3 Tiere der HE-Gruppe sowie der

Titermax-Kontrollgruppe.
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Balb/c Wt
HE+MI

Tier 1 & Tier 3
Balb/c Wt
Tit+MI

Tier 4 Tier 6
Balb/c Wt
HE+MI

Tier 1 Tier 3
Balb/c Wt
Tit+MI

Tier 4 Tier 5

Abbildung 8 Nachweis Myokard-spez. IgG- und IgM-Antikdrper

4.2 Echokardiographie

Die operierten Versuchstiere jeder Gruppe erhielten an Tag 6 nach der Operation eine
Echokardiographie auf der Papillarmuskelebene. Analysiert wurden der Fractional Area
Change (FAC), die Endiastolic Area (EDA) und die Endsystolic Area (ESA). Die
Ergebnisse der Echokardiographie zeigen einen signifikanten Unterschied des FAC
zwischen der Myosin- und HE-Gruppe (Myosin-Gruppe 32,53 + 2,80 % vs. HE-Gruppe
49,42 + 4,16 %; p<0,05) (Abbildung 9). Der FAC der Sham-Myosin-Gruppe betrug
63,71+ 2,50 %. Die Werte des FAC, der EDA und der ESA werden in Tabelle 4
gezeigt. Es zeigte sich keine signifikante Veranderung der EDA oder ESA zwischen

den Versuchsgruppen.
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Abbildung 9 Fractional Area Change nach MI: n=11 Tit, 11 Myo, 5 HE; die
Graphen reprasentieren den mean + SEM; als statistischer Test wurde das
one-way ANOVA und der Dunnett's multiple comparisons Test angewandt;
* markiert p<0,05 im Vergleich zur Myosin-Gruppe

Tabelle 4 Ergebnisse der Echokardiographie

Versuchsgruppe FAC in % EDA in mm? ESA mm?
Titermax-Kontrollgruppe 40,37 + 3,92 13,48+ 0,67 8,33+0,88
Myosin-Gruppe 32,53+2,80 13,62 +0,74 9,48 £ 0,84
HE-Gruppe 49,42 + 4,16 15,53 £ 0,89 7,93 £ 0,96
Sham-Titermax-Gruppe 59,53 + 3,93 9,97 + 0,28 4,22 +0,46
Sham-Myosin-Gruppe 63,71+ 2,50 9,05+ 0,53 3,27 £ 0,03

FAC=Fractional Area Change; EDA=Endiastolic area; ESA=Endsystolic area

4.3 InfarktgrofRe

Abbildung 13 zeigt die InfarktgroRe der 3 Versuchsgruppen in Prozent. Es ist zu

erkennen, dass es keinen Unterschied in der InfarktgréRe zwischen der Titermax-

Kontrollgruppe und der Myosin-Gruppe an Tag 7 gibt. Jedoch zeigt der Vergleich der

Titermax-Kontrollgruppe mit

der HE-Gruppe einen

signifikanten

Unterschied

(36,53 + 7,55 % vs. 73,56 + 8,66 %; p<0,01). Der Mittelwert der Infarktgrof3e hat sich

mehr als verdoppelt.
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Abbildung 12 HE-Farbung, 12 pm, HE+MI
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Abbildung 13 Infarktgroe in Prozent nach MI: n=9 Tit, 9 Myo, 5
HE; die Graphen reprasentieren den mean + SEM; als statistischer
Test wurde das one-way ANOVA und Dunnett’'s multiple comparisons
Test angewandt; ** markiert p<0,01 im Vergleich zur Titermax-
Kontrollgruppe
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4.4 FACS Daten

Die nachfolgenden Graphen zeigen ausschlief3lich die Daten von MI-Tieren. Punktuell

werden die Daten der Sham-operierten Tiere im Text erwahnt.

4.4.1 Anzahl der gesamten Leukozyten in den mediastinalen Lymphknoten und

im Infarktgebiet

Die absolute Zellzahl der Leukozyten (CD45") in den mediastinalen Lymphknoten ist in
allen Gruppen ahnlich (Abbildung 14). Der Vergleich zwischen der Titermax-
Kontroligruppe und HE-Gruppe ergibt einen p-Wert von 0,094 (0,462 x 10° +
0,191 x 10° Zellen pro LK vs. 1,695 x 10° + 11,290 10° Zellen pro LK).

In der Infarktnarbe ist ein signifikanter Unterschied der Zellzahl der kardialen CD45"
Zellen zwischen der Titermax-Kontrollgruppe und Myosin-Gruppe (876 = 196 Zellen
pro Milligramm Gewebe vs. 2484 + 246 Zellen pro Milligramm Gewebe, p<0,05) zu
erkennen. Die Infarktnarbe in der Myosin-Gruppe wurde mit fast der dreifachen Anzahl
an Leukozyten infiltriert (Abbildung 15).
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Abbildung 14 Anzahl CD45" Zellen in den mediastinalen Lymphknoten nach
MI: n=11 Tit, 11 Myo, 5 HE; die Graphen reprasentieren den mean + SEM; als
statistischer Test wurde das one-way ANOVA und Dunnett's multiple comparisons
Test angewandt
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Abbildung 15 Anzahl der CD45" -Zellen im Infarktgebiet: n=5 Tit, 7 Myo, 5 HE;
die Graphen reprasentieren den mean + SEM; als statistischer Test wurde das
one-way ANOVA und Dunnett’s multiple comparisons Test angewandt; * markiert
p<0,05 im Vergleich zur Titermax-Kontrollgruppe

4.4.2 Gating der Herzproben

Die Abbildung 16 zeigt die FACS-Gating-Strategie der Herzproben. Zunéchst wurden
die Einzelzellen mithilfe des FSC-H und FSC-A ermittelt. Um die kardialen Leukozyten
von den restlichen Zellen unterscheiden zu kénnen, wurde der CD45-Rezeptor gefarbt.
Die CD45"-Zellen wurden als kardiale Leukozyten definiert. Als nachstes konnte
anhand des CD11b- und Ly6G-Oberflachenmarkers zwischen den Kkardialen
Monozyten (CD45" CD11b" Ly6G’), den neutrophilen Granulozyten (CD45" CD11b*
Ly6G") und den restlichen Leukozyten (CD45" CD11b Ly6G’) unterschieden werden.
Diese Zellen wurden weiter in T- und B-Zellen unterteilt (T-Zellen: CD45" CD11b Ly6G
TCRB", B-Zellen: CD45" CD11b Ly6G B220").
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Abbildung 16 FACS-Gating-Strategie der Herzproben

4.4.2.1 Leukozyteninfiltration im Infarktgebiet

Die nachfolgenden Graphen zeigen zum einen den relativen Anteil der einzelnen
Zellpopulationen an den gesamten kardialen Leukozyten, sowie die absoluten
Zellzahlen mancher Zellpopulation zum Vergleich. Die Daten der Sham-operierten
Tiere werden in den Graphen nicht gezeigt, sondern werden gesondert im Text

erwahnt.

Betrachtet man den relativen Anteil der kardialen Monozyten an den Kkardialen
Leukozyten, sieht man einen signifikanten Unterschied von ca. 25 % zwischen der
Titermax-Kontrollgruppe und HE-Gruppe (46,56 = 6,48 % vs. 72,56 + 4,99 %, p<0,05)
(Abbildung 17). Im Vergleich zu der Sham-Titermax- und Sham-Myosin-Gruppe
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(33+£11 % vs. 36+22 %) sient man in allen 3 Gruppen eine Zunahme der
Monozyteninfiltration.

Berechnet man hingegen die absolute Anzahl der Monozyten pro Milligramm Gewebe,
verschiebt sich das Verhaltnis der 3 Versuchsgruppen zugunsten der Myosin-Gruppe
(Titermax-Kontrollgruppe 431+ 139 Zellen pro mg Gewebe vs. Myosin-Gruppe
1513 £ 239 Zellen pro mg Gewebe, p<0,05; Vgl. Sham-Titermax-Gruppe 174 t 64
Zellen pro mg Gewebe) (Abbildung 18).
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Abbildung 17 Anteil der kard. Monozyten an den Leukozyten nach MI:
n=11 Tit, 11 Myo, 5 HE; die Graphen reprasentieren den mean * SEM; als
statistischer Test wurde das one-way ANOVA und Dunnett's multiple
comparisons Test angewandt; * markiert p<0,05 im Vergleich zur
Titermax-Kontrollgruppe
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Abbildung 18 Absolute Zellzahl der kard. Monozyten an den Leukozyten
nach MI: n=5 Tit, 7 Myo, 5 HE; die Graphen reprasentieren den
mean + SEM; als statistischer Test wurde das one-way ANOVA und
Dunnett’'s multiple comparisons Test angewandt; * markiert p<0,05 im
Vergleich zur Titermax-Kontrollgruppe
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Die kardialen neutrophilen Granulozyten zeigen keinen Unterschied in ihrem relativen
Anteil an den kardialen Leukozyten (Abbildung 19), wohingegen auch hier sich die
absoluten Zellzahlen zwischen der Titermax-Kontrollgruppe und Myosin-Gruppe
signifikant unterscheiden (56 + 20 Zellen pro mg Gewebe vs. 131 + 25 Zellen pro mg
Gewebe, p<0,05; Vgl. Sham-Titermax-Gruppe 33 +13 Zellen pro mg Gewebe)
(Abbildung 20).
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Abbildung 19 Anteil der kard. neutrophilen Granulozyten an den
Leukozyten nach MI: n=11 Tit, 11 Myo, 5 HE; die Graphen repréasentieren
den mean + SEM; als statistischer Test wurde das one-way ANOVA und
Dunnett’s multiple comparisons Test angewandt
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Abbildung 20 Absolute Zellzahl der kard. neutrophilen Granulozyten an
den Leukozyten nach MI: n=5 Tit, 7 Myo, 5 HE; die Graphen
représentieren den mean + SEM; als statistischer Test wurde das one-way
ANOVA und Dunnett’'s multiple comparisons Test angewandt; * markiert
p<0,05 im Vergleich zur Titermax-Kontrollgruppe
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Sowohl bei dem relativen Anteil der kardialen T- und B-Zellen, sowie bei der absoluten
Zellzahl pro Milligramm Gewebe der beiden Zellpopulationen an den kardialen
Lymphozyten sind keine Unterschiede zwischen den 3 Versuchsgruppen zu
beobachten. Es sind lediglich leichte Trends erkennbar (Abbildung 21, Abbildung 22,
Abbildung 23, Abbildung 24).
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Abbildung 21 Anteil der kardialen T-Zellen an den Lymphozyten nach
MI: n=11 Tit, 11 Myo, 5 HE; die Graphen reprasentieren den mean + SEM;
als statistischer Test wurde das one-way ANOVA und Dunnett's multiple
comparisons Test angewandt
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Abbildung 22 Absolute Zellzahl der kard. T-Zellen an den Lymphozyten
nach MIl: n=5 Tit, 7 Myo, 5 HE; die Graphen reprasentieren den
mean + SEM; als statistischer Test wurde das one-way ANOVA und
Dunnett’s multiple comparisons Test angewandt
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Abbildung 23 Anteil der kardialen B-Zellen an den Lymphozyten nach
MI: n=11 Tit, 11 Myo, 5 HE; die Graphen reprasentieren den mean + SEM,;
als statistischer Test wurde das one-way ANOVA und Dunnett's multiple
comparisons Test angewandt
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Abbildung 24 Absolute Zellzahl der kard. B-Zellen an den Lymphozyten
nach MI: n=5 Tit, 7 Myo, 5 HE; die Graphen reprasentieren den
mean + SEM; als statistischer Test wurde das one-way ANOVA und
Dunnett’s multiple comparisons Test angewandt
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4.4.3 Gating der mediastinalen Lymphknoten

Zunachst wurden auch hier die Einzelzellen von den tbrigen Zellen mithilfe des FSC-A
und FSC-A getrennt und anschliel3end die vitalen Leukozyten mit dem SSC-A und
in CD4"T-Zellen
(CD4" TCRB") und CD8" T-Zellen (CD4 TCRB") unterteilt. Der Anteil der Tregs an den
CD4" T-Zellen intrazellularen
(CD4" TCRB* CD25" Foxp3™) (Abbildung 25).

FSC-A von den toten Zellen separiert. Diese wurden weiter

wurde mithilfe des Markers Foxp3 ermittelt

250K = 250K =
200K 5 200K 5
] Einzelzellen ] s
] 461 ] . vitale Leukozyten
150K = 150K = 62,7
T S -
3 %))
. (/) B
L ook = 100K =
50K = 50K -
0 0
T e ——
0 50K 100K 150K 200K 250K 50K 100K 150K 200K 250K
FSC-A FSC-A
jof -  CD8+T-Zelen CD4+ T-Zellen 5 1
175 331 A 05 Treg
4
g '3 10* 3
0 g
ST 8 3
< 3 B 10 1.-.
5 {3
L.) 2 Q 2
L 10 E 10° 3
o E
: £ ]
1
8 10 E g 10'—51
] O E
10° e 100 ]
i IR el B Sk R P T Ty T— Ty — T rrrry—T
10° 10! 10° 10 10 10 10? 10! 102 10° ot 10°
Comp-Pacific Blue-A::CD4 Comp-APC-A::Foxp3

Abbildung 25 FACS-Gating-Strategie der Lymphknoten-Proben

4.4.3.1 Leukozyteninfiltration in den herzdrainierenden Lymphknoten

Die FACS-Analyse des relativen Anteils der CD4" T-Zellen an den vitalen Leukozyten,
sowie der Foxp3' T-Zellen an den CD4" T-Zellen in den mediastinalen Lymphknoten
ergab keinen Unterschied zwischen der Titermax-Kontrollgruppe und den beiden
Versuchsgruppen (Abbildung 26, Abbildung 27).
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Abbildung 26 Anteil der CD4" T-Zellen an den vitalen Leukozyten nach
MI: n=11 Tit, 11 Myo, 5 HE; die Graphen reprasentieren den mean + SEM;
als statistischer Test wurde das one-way ANOVA und Dunnett's multiple
comparisons Test angewandt
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Abbildung 27 Anteil der Foxp3" Zellen an den CD4" T-Zellen nach MI:
n=11 Tit, 11 Myo, 5 HE; die Graphen reprasentieren den mean + SEM; als
statistischer Test wurde das one-way ANOVA und Dunnett's multiple
comparisons Test angewandt

4.5 qPCR

Die mRNA-Expressionslevel der untersuchten Gene wurden an das Expressionslevel
des Haushaltsgens Gapdh angeglichen und mithilfe der qPCR gemessen. Die
nachfolgenden Graphen zeigen nicht die Werte der Sham-operierten Tiere, sondern

ausschliel3lich der Tiere nach erleiden eines MI.
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4.5.1 Pro-inflammatorische und anti-inflammatorische Mediatoren

Es zeigen sich keine relevanten Unterschiede des mRNA-Expressionslevels des
untersuchten pro-inflammatorischen Gens Tnfa und des anti-inflammatorischen Gens
[110 in den 3 Versuchsgruppen (Abbildung 28, Abbildung 29). Jedoch ist eine leichte
Hochregulierung der Mrcl mRNA-Expression in der HE-Gruppe im Vergleich zur
Titermax-Kontrollgruppe zu erkennen (0,018 + 0,004 vs. 0,008 + 0,002; P=0,016)
(Abbildung 30). Mrcl ist das dazugehdrige Gen des Oberflachenrezeptors CD206 und

ist daher ein Marker der anti-inflammatorisch differenzierten Makrophagen.
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Abbildung 28 mRNA-Expressionslevel des Gens Tnfa nach MI: n=8 Tit, 11
Myo, 5 HE; die Graphen reprasentieren den mean * SEM; als statistischer Test
wurde das one-way ANOVA und Dunnett’'s multiple comparisons Test angewandt
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Abbildung 29 mRNA-Expressionslevel des Gens 1110 nach MI: n=8 Tit, 11
Myo, 5 HE; die Graphen reprasentieren den mean = SEM; als statistischer Test
wurde das one-way ANOVA und Dunnett’s multiple comparisons Test angewandt
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Abbildung 30 mRNA-Expressionslevel des Gens Mrcl nach MIl: n=3 Tit, 4
Myo, 5 HE; die Graphen reprasentieren den mean + SEM; als statistischer Test
wurde das one-way ANOVA und Dunnett’s multiple comparisons Test angewandt

4.5.2 Mediatoren der Heilungs- und Remodelingphase nach einem Mi

Die Expression des Gens Collal der HE-Gruppe ist gegeniber der Titermax-
Kontrollgruppe um mehr als das Zweifache signifikant hochreguliert (10,9 £ 2,4 vs.
4,0 £ 1,3; p<0,01) (Abbildung 31). Zum Vergleich liegt das Expressionslevel der Sham-
Titermax-Gruppe bei 0,08 + 0,03.
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Abbildung 31 mRNA-Expressionslevel des Gens Collal nach MI: n=8 Tit,
11 Myo, 5 HE; die Graphen représentieren den mean + SEM; als statistischer
Test wurde das one-way ANOVA und Dunnett's multiple comparisons Test
angewandt; ** markiert p<0,01 im Vergleich zur Titermax-Kontrollgruppe
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Die Expressionslevel der Matrixmetalloproteasen Mmp2 (Abbildung 32) und Mmp9

(Abbildung 33) zeigen ebenfalls eine signifikante Hochregulierung der Gene in der HE-

Gruppe im Vergleich zur Titermax-Kontrollgruppe (Mmp2: 0,07 £ 0,01 vs. 0,03 + 0,01;

p<0,05 und Mmp9: 0,04 +0,02 vs.

0,01 £ 0,003; p<0,05).

Wohingegen das

Expressionslevel der Sham-Titermax-Gruppe sich im Bereich 0,003 £ 0,0007 fir Mmp2

und 0,00006 + 0,00002 fir Mmp9 befindet.
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Abbildung 32 mRNA-Expressionslevel des Gens Mmp2 nach MI: n=8 Tit, 11
Myo, 5 HE; die Graphen reprasentieren den mean + SEM,; als statistischer Test
wurde das one-way ANOVA und Dunnett’'s multiple comparisons Test angewandt;

* markiert p<0,05 im Vergleich zur Titermax-Kontrollgruppe
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Abbildung 33 mRNA-Expressionslevel des Gens Mmp9 nach MI: n=8 Tit, 11
Myo, 5 HE; die Graphen reprasentieren den mean + SEM; als statistischer Test
wurde das one-way ANOVA und Dunnett’s multiple comparisons Test angewandt;

* markiert p<0,05 im Vergleich zur Titermax-Kontrollgruppe
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Das Gen Vwf dient als Marker der Angiogense. Zwischen den 3 Versuchsgruppen
konnte kein Zusammenhang zwischen der Immunisierung mit Myosin oder HE und

einer gesteigerten Expression von Vwf erkannt werden (Abbildung 34).
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Abbildung 34 mRNA-Expressionslevel des Gens Vwf nach MI: n=8 Tit, 7 Myo,
5 HE; die Graphen reprasentieren den mean + SEM; als statistischer Test wurde
das one-way ANOVA und Dunnett’'s multiple comparisons Test angewandt

Die Expressionslevel der Gene Vim (Abbildung 35) und Acta2 (Abbildung 36) zeigen
ebenfalls keine Korrelation zwischen der Myosin- oder HE-Immunisierung und einer
gesteigerten Genexpression im Vergleich zur Kontrollgruppe. Es ist lediglich ein Trend

erkennbar, ohne jedoch eine statistische Signifikanz zu erreichen (Vim p=0,09).
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Abbildung 35 mRNA-Expressionslevel des Gens Vim nach MI: n=5 Tit, 5 Myo,
5 HE; die Graphen reprasentieren den mean + SEM; als statistischer Test wurde
das one-way ANOVA und Dunnett's multiple comparisons Test angewandt
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Abbildung 36 mMRNA-Expressionslevel des Gens Acta2 nach MI: n=5 Tit, 5
Myo, 5 HE; die Graphen reprasentieren den mean + SEM; als statistischer Test
wurde das one-way ANOVA und Dunnett’s multiple comparisons Test angewandt
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5 Diskussion

5.1 Immunisierung mit Herzextrakt

5.1.1 Die Immunisierung mit Herzextrakt induziert eine Autoimmunantwort

Durch die Immunisierung mit dem kompletten HE wird eine adaptive T-und B-Zell
Immunantwort mit Antikdrperbildung gegen Bestandteile des Myokards ausgelost. Dies
beweist der IgM- und IgG-Nachweis mittels der Immunofluoreszenz-Farbung in
Abbildung 8. Gegen welche Bestandteile des Myokards die Igs gerichtet sind, konnte
mit dieser Methode nicht geklart werden. Aus einigen bisherigen Studien geht hervor,
dass bestimmte Proteine des Myokards als Autoantigene vom Immunsystem erkannt
werden, wie u.a. das kardiale Myosin (Pummerer et al. 1996; Dangas et al. 2000),
insbesondere die alpha-Myosin Schwerkette (Rieckmann et al. 2019), Troponin (Kaya
et al. 2010; Lindahl et al. 2010), Aktin (Scheerder et al. 1991) und der kardiale Anti-31-
adrenerger Rezeptor (Stork et al. 2006). Das HE beinhaltet alle Bestandteile des

Myokards und liefert somit viele Antigene fir eine Autoimmunreaktion.

5.1.2 Infarktexpansion durch erhéhte Antikdrperproduktion und Aktivitét der

Matrixmetalloproteasen

MMPs sind Enzyme, die Bestandteile der EZM spalten. Eine Reihe von Zytokinen und
Wachstumsfaktoren wie TNFa, IL-1 und PDGF (platelet-derived growth factor) sollen
die Synthese von MMPs stimulieren (Dollery et al. 1995). MMP9 macht den gréf3ten
Anteil an den MMPs im Infarktgebiet aus und wird von infiltrierenden Leukozyten in den
ersten Tagen nach einem MI sezerniert (Hofmann et al. 2012). Eine erhéhte MMP
Aktivitdt steht in Zusammenhang mit unglnstigem linksventrikularen Remodeling
(Ducharme et al. 2000). Bei Patienten mit Herzinsuffizienz konnte eine verstarkte MMP
Aktivitdit nachgewiesen werden und war mit einer progressiven linksventrikularen
Dilatation assoziiert (Janicki et al. 1995; Gunja-Smith et al. 1996). Theoretisch wirde
eine erhdhte MMP Aktivitdt den Abbau von Kollagen in der EZM bewirken (Li et al.
2000). Es passiert aber das Gegenteil: ein Anstieg der MMP Aktivitat geht mit einer
verstarkten Fibrose einher, wohingegen die Hemmung der MMP Aktivitat mit einer
verminderten Bildung von fibrotischem Gewebe assoziiert ist (Dixon et al. 1997; Cowan
et al. 1999). Dies ist anhand dessen zu erklaren, dass es ein Gleichgewicht zwischen
der Synthese und dem Abbau der EZM gibt (Li et al. 2000). Der Abbau von
Matrixproteinen stimuliert die Kollagensynthese (Li 2000) und daraufhin kommt es zu
einer verstarkten Bildung eines instabilen, fibrotischen Gewebes im Myokard (Li et al.
2000). Nicht nur die MMPs sondern auch das Kollagen | (Gen: Collal), sollen das

myokardiale Remodeling fordern (Keppner et al. 2018). Im Myokard von Erwachsenen
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sind verschiedene Kollagentypen zu finden, wobei das Kollagen | den grof3ten Antell
ausmacht (Weber 1989).

Unter Zusammenschau der Ergebnisse der vorangegangenen Studien ist davon
auszugehen, dass eine vermehrte Aktivitat der MMPs, insbesondere der MMP9, sowie
eine Zunahme der Kollagen | Expression im Infarktgebiet zum unglinstigen
myokardialen Remodeling beitragen und somit eine Infarktexpansion bewirken.

Die Analyse der InfarktgroBe an Tag 7 nach einem Ml zeigt einen signifikanten
Unterschied zwischen der HE-Gruppe und Titermax-Kontrollgruppe. Die InfarktgroRRe,
gemessen an der histologisch bestimmten Flache der bindegewebigen Narbe, hat sich
im Gegensatz zur Myosin-Gruppe und Titermax-Kontrollgruppe mehr als verdoppelt
(Abbildung 13).

AulRerdem zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit eine signifikant erhéhte Expression der
Gene Collal (Abbildung 31), MMP2 (Abbildung 32) und MMP9 (Abbildung 33) in der

HE-Gruppe im Vergleich zur Titermax-Kontrollgruppe.

Keppner et al. beschrieben, dass eine Agammaglobulindmie zu einer signifikanten
Abnahme der InfarktgréRe fuhrt, was vermuten lasst, dass herzspezifische Igs nach
einem MI schadlich sind. Somit ware die Bildung herzspezifischer Igs nach der
Immunisierung mit HE eine Erklarung fir die signifikant erhéhte Infarktgrée der

Mause der HE-Gruppe.

Wie bereits erlautert, sind u.a. die MMPs und das Kollagen | an dem unginstigen
Remodeling-Prozess im Myokard beteiligt und fuhren somit zur Infarktexpansion.
Daher wiirde die Hochregulierung der Gene MMP9 und Collal die signifikant erhdhte
InfarktgroRe durch Infarktexpansion in der HE-Gruppe erklaren. Die Studie von
Keppner et al. konnte einen Zusammenhang zwischen einer Agammaglobulinamie und
einer verminderten Expression von MMP9 und Kollagen | herstellen, was darauf
hindeutet, dass eine adaptive B-Zellantwort das unginstige kardiale Remodeling

fordert.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass eine herzspezifische B-Zellantwort nach
einem MI mit Bildung von Igs gegen Bestandteile des Myokards schéadlich ist und eine
Zunahme der Infarktgréf3e bedingt. Zudem steigern die herzspezifischen Igs die MMP9
Aktivitdt und Kollagen | Sekretion im Infarktgebiet und férdern daher das ungtinstige
kardiale Remodeling und die Infarktexpansion auf das umliegende vitale Myokard.
Somit lasst sich schlussfolgern, dass die Ergebnisse dieser Arbeit den nachteiligen

Effekt einer adaptiven B-Zell-Antwort mit Bildung herzspezifischer Igs bestatigen. Die
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Autoimmunreaktion gegen das Myokard nach der Immunisierung mit HE und
anschlie@endem MI fihrt zu einer Zunahme der InfarktgroBe und fordert das
unginstige kardiale Remodeling.

Der Vergleich der Ergebnisse von Keppner et al. und dieser Arbeit wird jedoch durch
die unterschiedlichen Zeitpunkte der Analyse der Infarktgré3e nach einem MI limitiert.
Keppner et al. untersuchten die Infarktgrof3e an Tag 56 nach einem MI, wohingegen
bei dieser Arbeit die Organentnahmen bereits an Tag 7 nach einem MI stattfanden.
Neben dem Effekt auf die Bindegewebebildung in der Narbe kann nicht
ausgeschlossen werden, dass in Abwesenheit herzspezifischer Autoantikorper
moglicherweise auch der initiale Schaden nach einem MI und damit die Infarktgré3e
geringer ist.

Normalerweise geht eine grofRe Infarktnarbe mit einer verminderten linksventrikularen
Pumpfunktion einher. Der FAC ist ein geeigneter Parameter zur Beurteilung der
systolischen Pumpfunktion. Erstaunlicherweise zeigt die HE-Gruppe einen signifikant
erhohten FAC bei einer signifikant erhohten InfarktgréRe im Vergleich zur Myosin-
Gruppe (Abbildung 9), was eine gute linksventrikulare Pumpfunktion bedeutet. Eine
eingeschrankte Wandbewegung des Ventrikels wirde man am ehesten auf der
apikalen Schnittebene durch den Ventrikel erwarten, da hier die Infarktausdehnung am
grolRten ist. Bei dieser Arbeit wurde jedoch die Schnittebene auf der
Papillarmuskelebene untersucht und dies wiirde daher den widerspriichlich guten FAC
in der HE-Gruppe erklaren. Diese wichtige Limitation muss bei der Betrachtung der

diskrepanten Ergebnisse berticksichtigt werden.
5.2 Immunisierung mit Myosin

5.2.1 Das kardiale Myosin induziert eine Autoimmunantwort

Es wird angenommen, dass das kardiale Myosin nicht von den Epithelzellen im
Thymus gegenuber den naiven T-Zellen prasentiert wird (Lv et al. 2011). Somit werden
autoreaktive T-Zellen gegeniber Myosin nicht negativ selektiert und kdénnen eine
Autoimmunreaktion triggern (Lv et al. 2011). Das kardiale Myosin ist ein normalerweise
intrazellular gelegenes Protein (O'Donohoe et al. 2016). Eine Studie konnte jedoch
nachweisen, dass bei gesunden Mauseherzen, ohne Verletzung des Myokards,
kardiale APZ Myosin Uber MHC Il Molekile exprimieren, ohne dass eine
Autoimmunreaktion ausgelést wird (Smith und Allen 1992). Aufgrund dieser

Erkenntnisse kann die Hypothese formuliert werden, dass grundsatzlich eine
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Autoreaktivitat gegen Myosin besteht, diese jedoch durch periphere Toleranz

supprimiert wird.

Die Ergebnisse dieser Arbeit belegen eindeutig, dass es 14 Tage nach der
Immunisierung von Balb/c Wt Mausen mit kardialem Myosin zu einem Anstieg des Ig-
Titers gegen Myosin kommt (Abbildung 6). Dies beweist, dass Myosin eine humorale
Immunantwort bei den Mausen auslost. Wenn die Tiere nicht nur mit Myosin
immunisiert wurden, sondern auch einen Ml erlitten, kann ein Ig-Anstieg um das
Vierfache im Vergleich zur Titermax-Kontrollgruppe beobachtet werden (Abbildung 7).
Jedoch bleibt der Ig-Titer weit unterhalb der Werte der nur immunisierten Tiere in
Abbildung 6. Warum es bei der MI-Versuchsgruppe zu einer geringeren lg-Produktion
im Vergleich zu den Tieren, die nur immunisiert und keinem MI unterzogen wurden,
kommt, kann nicht mit Sicherheit erklart werden. Eine Hypothese ware, dass die
Antigenfreisetzung im Rahmen des MI eine Toleranz gegen das Autoantigen Myosin

induziert hat und somit weniger Anti-Myosin-lgs gebildet wurden.

Das kardiale Myosin ist schon seit langerer Zeit im Fokus der Forschung. Die
Ergebnisse  einiger  Arbeitsgruppen  verdeutlichen, dass Myosin  eine
Autoimmunreaktion sowie bei Nagetieren als auch bei Menschen auslésen kann (Neu
et al. 1987; Pummerer et al. 1996; Dangas et al. 2000). In der Vergangenheit konnte
bereits bewiesen werden, dass ein erhohter Anti-Myosin-Titer langfristig einen
schadlichen Einfluss auf das Myokard hat. Pummerer et al. konnten nachweisen, dass
es 3 Wochen nach der Immunisierung mit kardialem Myosin zu einer
Autoimmunmyokarditis bei den Mausen kam. Dangas et al. demonstrierten, dass es
einen Zusammenhang zwischen dem Anti-Myosin-Titer und erhdhten Troponin-I|
Werten bei Patienten wahrend und bis 3 Monate nach einem kardiovaskularen Ereignis
gab. Zudem konnte eine Korrelation zwischen einem erhthten Anti-Myosin-Titer und
einer schlechteren Prognose bei Patienten mit einem MI beobachtet werden
(O'Donchoe et al. 2016). Somit wurde eine Autoimmunreaktion gegen Myosin mit
Bildung autoreaktiver Igs bisher als schadlich angesehen. Jedoch war bislang unklar,
was fur einen Einfluss die Immunisierung mit Myosin eine Woche vor einem MI auf die

Entzindungs-, Heilungs- und Remodelingphase des Myokards hat.

5.2.2 Myosin-spezifische T-Zell-Antwort nach einem M

Vorangegangene Studien konnten belegen, dass die Aktivierung von CD4" T-Zellen
nach einem MI die Heilung des Myokards fordern (Hofmann et al. 2012; Weirather et
al. 2014). Hofmann et al. bewiesen zum ersten Mal, dass CD4" T-Zellen nach einem

MI aktiviert werden und einen positiven Effekt auf die Heilung des Myokards haben. Sie
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konnten nachweisen, dass es in der ersten Woche nach einem MI zu einer T-Zell-
Rezeptor abhangigen Aktivierung von konventionellen Foxp3™ CD4" und
regulatorischen Foxp3® CD4" T-Zellen durch Antigenprasentation in den
herzdrainierenden LK kam.

Die Ergebnisse einer neuen Studie unserer Arbeitsgruppe lassen vermuten, dass das
kardiale Myosin, insbesondere die alpha-Myosin Schwerkette, ein Hauptantigen nach
einem MI darstellt und die Aktivierung von T-Helferzellen triggert. Diese tragen dann im
Infarktgebiet zu einer protektiven Immunantwort bei, indem sie einen Treg-Zell-

Phéanotyp entwickeln (Rieckmann et al. 2019).

Da man nun davon ausgehen kann, dass Myosin-spezifische CD4" T-Zellen eine
bedeutende Rolle in der Heilungsphase nach einem MI spielen, wurde in dieser Arbeit
das Vorkommen von CD4" und Foxp3® CD4" T-Zellen in den med. LK nach der

Immunisierung mit Myosin und anschlieendem MI naher untersucht.

Der relative Anteil der CD4" T-Zellen an den gesamten vitalen Leukozyten weist nur
kleine Unterschiede zwischen der Myosin-Gruppe und Titermax-Kontrollgruppe auf
(Abbildung 26). Die Frequenz der CD4" T-Zellen in der Myosin-Gruppe ist leicht erhoht
im Vergleich zur Titermax-Kontrollgruppe. Die HE-Gruppe weist sogar die niedrigste
Frequenz auf. Generell ist die Frequenz von Antigen-spezifischen T-Zellen eher gering
(Rieckmann et al. 2019). Daher ist es wahrscheinlich, dass es zu einer Proliferation
von Myosin-spezifischnen CD4" T-Zellen in den med. LK kam und diese daraufhin das
Infarktgebiet infiltrieren, ohne jedoch einen signifikanten Unterschied zwischen der

Myosin-Gruppe und Titermax-Kontrollgruppe zu erreichen.

Der Anteil der Foxp3® CD4" T-Zellen an den gesamten CD4" Zellen ist bei der Myosin-
Gruppe und Titermax-Kontrollgruppe annahrend gleich, wobei die HE-Gruppe die
geringste Frequenz aufweist (Abbildung 27). Eine Hypothese, warum es kaum einen
Unterschied zwischen den Frequenzen der Foxp3® CD4" T-Zellen in den med. LK gibt,
ware, dass die Foxp3" CD4" T-Zellen das Infarktgebiet bereits infiltriert haben. Diese
Hypothese starken die Ergebnisse von Hofmann et al, da sie bereits an Tag 3 nach
einem MI einen Anstieg der Frequenz der Foxp3® CD4" T-Zellen an den gesamten
CD4" T-Zellen in den med. LK nachweisen konnten. Somit haben die Foxp3® CD4" T-
Zellen die med. LK an Tag 7 nach einem MI wahrscheinlich schon zum Groltell

verlassen, um das Infarktgebiet zu infiltrieren.

Eine weitere Hypothese lautet, dass es nach der Immunisierung mit Myosin zu einer

Aktivierung und Proliferation von Myosin-spezifischen CD4" T-Zellen in anderen
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drainierenden LK der Immunisierung kam, die hier nicht untersucht wurden. Dies
konnte ebenso die niedrige Frequenz der CD4" und Foxp3® CD4" T-Zellen in den med.
LK erklaren.

Des Weiteren konnte eine unerwartet hohe Leukozytenzahl im Infarktgebiet bei der
Myosin-Gruppe beobachtet werden (Abbildung 15). Die Studie von Rieckmann et al.
konnte hingegen nachweisen, dass Myosin-spezifische T-Zellen keinen Einfluss auf die
absolute Zellzahl der kardialen Leukozyten im Infarktgebiet an Tag 5 nach einem Mi
hatten. Somit hatte man nach der Immunisierung mit Myosin und der darauf folgenden
adaptiven Autoimmunantwort keinen Anstieg der kardialen Leukozyten im Infarktgebiet

erwartet.

5.2.3 Protektiver Effekt der Myosin-spezifischen Immunantwort auf die Heilung

des Myokards

Offensichtlich fuhrt die Myosin-spezifische Immunantwort zu keiner Zunahme der
Infarktgrof3e. Die Infarktgrof3e der Myosin-Gruppe ist im Vergleich zur Titermax-
Kontrollgruppe annahrend gleich (Abbildung 13). Demgegenuber stehen die
Ergebnisse der Echokardiographie. Die Myosin-Gruppe weist im Vergleich zur
Titermax-Kontrollgruppe einen leicht verminderten FAC auf, was auf eine verminderte
systolische Pumpfunktion hindeutet. Jedoch erreicht der Unterschied keine Signifikanz
(Abbildung 9).

Auch die Expression von MMP2, MMP9 und des Kollagen I, die eine Infarktexpansion
und das unginstige kardiale Remodeling fordern, zeigt keinen signifikanten
Unterschied zwischen der Myosin-Gruppe und Titermax-Kontrollgruppe (Abbildung 31,
Abbildung 32, Abbildung 33).

Anhand dieser Ergebnisse kann die Hypothese aufgestellt werden, dass eine Myosin-
spezifische Immunantwort nach einem MI nicht schadlich ist. Sie bewirkt keine
Zunahme der Infarktgrof3e und fordert auch nicht das ungtinstige kardiale Remodeling.
Die Autoimmunreaktion gegen Myosin scheint im Kontext einer Immunisierung mit
Myosin und anschlie@Rendem MI eher neutral zu sein oder sogar eine protektive

Immunantwort zu induzieren.

Diese Hypothese stiitzen die Ergebnisse der Studie von Rieckmann et al. Der Transfer
von Myosin-spezifischen CD4" T-Zellen in Empfangermause, die einem MI unterzogen
wurden, hatte keinen Einfluss auf die InfarkigroRe. Jedoch konnte die

Echokardiographie an Tag 7 nach einem MI eine verbesserte FAC bei den Herzen
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nachweisen, die mit autoreaktiven T-Zellen infiltriert wurden. Dieser positive Effekt

konnte bei den hier durchgefiihrten Experimenten nicht bestatigt werden.

Aktivierte Tregs tragen nach einem MI zur Heilung des Myokards bei, indem sie die
Auflosung der Entziindung beschleunigen und zur Bildung einer stabilen EZM in der
Infarktnarbe beitragen (Weirather et al. 2014; Tang et al. 2011). Rieckman et al.
zeigten, dass Myosin-spezifische T-Helferzellen einen Treg-Zell-Phanotyp im
Infarktgebiet entwickelten und somit eine protektive Autoimmunantwort auf das
heilende Myokard nach einem MI bewirken.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Immunisierung mit Myosin eine
adaptierte T- und B-Zell-Antwort auslost. Dies beweist der signifikant erhohte Anti-
Myosin-Ig-Titer nach der Immunisierung (Abbildung 6 und Abbildung 7). Die
Ergebnisse dieser Arbeit verdeutlichen, dass ein erhthter Anti-Myosin-Ig-Titer keinen
negativen Effekt auf die frihe Heilungsphase des Myokards nach einem MI hat.
AulBerdem ist davon auszugehen, dass die Immunisierung mit Myosin vermehrt
Myosin-spezifische CD4" T-Zellen induziert und diese einen protektiven Effekt auf das
geschadigte Myokard nach einem MI haben.
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6 Zusammenfassung

Kardiovaskulare Erkrankungen sind die haufigste Todesursache weltweit. Trotz einer
adaquaten Therapie der MI-Patienten kommt es bei vielen MI-Uberlebenden zum
pathologischen Remodeling-Prozess des Ventrikels. Die immunologischen Prozesse
wahrend der Heilungsphase nach einem Ml sind Gegenstand der heutigen Forschung
und gewinnen immer mehr an Bedeutung. Autoimmunologische Prozesse gegen
Bestandteile des Myokards wurden in der Vergangenheit bereits nachgewiesen. Eine
Studie unserer Arbeitsgruppe zeigt, dass Myosin-spezifische T-Zellen die Heilung des
Myokards nach einem Ml férdern. Welchen Einfluss jedoch die Immunisierung mit dem
kompletten HE oder kardialem Myosin auf die Heilungsphase nach einem MI hat,

zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit.

Um zu untersuchen, ob es bei den immunisierten Tieren mit HE oder Myosin und
anschlieendem MI zu Verédnderungen in der Heilungsphase des Myokards kam,
wurden an Tag 7 nach dem MI u.a. das Herz und die med. LK enthommen und
anschlieRend untersucht. Hierbei zeigte sich, dass die Tiere der HE-Gruppe eine
signifikant erhohte Infarktgré3e im Vergleich zur Titermax-Kontrollgruppe aufweisen.
AulRerdem exprimieren die mit HE immunisierten Méause signifikant erhéhte Level der
Gene MMP2, MMP9 und Collal im Vergleich zur Titermax-Kontrollgruppe, welche das
unginstige kardiale Remodeling induzieren. Die Immunisierung mit Myosin hat

hingegen keinen nachteiligen Effekt auf die Heilungsphase des Myokards.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit das Endergebnis einer
verstarkten herzspezifischen Immunantwort. Von der Immunisierung mit HE kann
geschlussfolgert werden, dass eine adaptive T- und B-Zell Immunantwort insgesamt
schadlich ist. Die Immunisierung mit Myosin scheint jedoch eine protektive
Immunantwort tber die Aktivierung von Myosin-spezifischen T-Zellen zu induzieren. In
der Zukunft sollte ein Weg gefunden werden, selektiv die Immunreaktion nur der CD4"

T-Zellen zu verstarken und die Immunrektion der B-Zellen zu unterdrticken.
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7 Thesen

1. Grundsatzlich besteht eine Autoimmunitét gegen das kardiale Myosin.

2. Nicht nur Myosin, sondern auch andere Bestandteile des Myokards werden als
Autoantigene vom Immunsystem erkannt.

3. Diese Arbeit soll untersuchen, welche Auswirkungen eine verstarkte herzspezifische
Immunantwort auf die Heilungsphase des Myokards nach einem MI hat.

4. Die Immunisierung von mannlichen Balb/c Wt Mausen mit dem kompletten
Herzextrakt oder mit kardialem Myosin induziert eine Autoimmunantwort.

5. Die Immunisierung mit Herzextrakt 7 Tage vor einem experimentellen Ml bedingt
eine Zunahme der Infarktgrof3e an Tag 7 nach dem M.

6. Die Immunisierung mit Herzextrakt 7 Tage vor einem experimentellen Ml induziert
eine signifikant erhdhte Expression der Gene MMP2, MMP9 und Collal im
Infarktgebiet an Tag 7 nach dem MI, welche das kardiale Remodeling férdern.

7. Die Immunisierung mit Myosin scheint eher eine protektive Immunantwort Uber die

Aktivierung von Myosin-spezifischen T-Zellen zu induzieren.
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