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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Der Myokardinfarkt (MI) gehért nach wie vor zu den fihrenden Todesursachen
weltweit. Eine Minimierung der Infarktgré3e, die durch die Dauer der Ischamie
bestimmt wird, ist wesentlich fir das Uberleben und die Lebensqualitat des
Myokardinfarkt-Patienten. Die Reperfusion stellt aktuell eine zentrale klinische
Intervention dar, um den myokardialen Schaden einzugrenzen. Dennoch fihrt die
Reperfusion per se zu zusatzlichem Schaden am Herzen. Somit ist die
Erforschung neuer Strategien zur Minimierung des myokardialen
Reperfusionsschadens international von Interesse. Die Pathophysiologie des
myokardialen Reperfusionsschadens ist vielschichtig und einige Komponenten
sind auch heute in ihrer Wirkweise noch nicht vollstandig mechanistisch
verstanden. Die vorliegende Arbeit untersucht die Rolle von CD4" T-Zellen und
insbesondere deren Subpopulation der regulatorischen T-Zellen im myokardialen
Reperfusionsschaden und stellt neue, auf T-Zellen abzielende, Therapien in
Erganzung zur myokardialen Reperfusion vor.

Zunachst wurde eine Infiltration von T-Zellen in das Myokard nach Ischamie-
Reperfusion (I/ R) untersucht. Nach der Ischdmie-Reperfusion wurden
infiltrierende CD4" T-Zellen als quantitativ fuhrend und aktiviert identifiziert und
erwiesen sich in der InfarktgroRenbestimmung als relevante Mediatoren des
Reperfusionsschadens. CD25Foxp3* regulatorische T-Zellen (Treg) stellen eine
Subpopulation von CD4" T-Zellen mit immunsuppressiven Eigenschaften dar, die
schnell und niederschwellig aktiviert werden konnen und kommen somit als zum
Reperfusionsschaden beitragend in Frage. Mit Hilfe des DEREG (DEpletion of
REGulatory T cells) -Mausmodells wurde gezeigt, dass regulatorische T-Zellen
zum myokardialen Reperfusionsschaden beitragen; Treg-depletierte DEREG-
Mause waren vor dem Reperfusionsschaden geschitzt und zeigten kleinere
Infarktgro3en als die Kontrolltiere. Zudem wurde mittels Transferexperimenten
gezeigt, dass fur den Treg-vermittelten Reperfusionsschaden die Anwesenheit

von CD25 konventionellen T-Zellen (Tconv) erforderlich ist. Regulatorische T-
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Zellen stellen also einen in der vorliegenden Arbeit identifizierten potentiellen
Angriffspunkt zur Reduktion des myokardialen Reperfusionsschadens dar.
Anhand von T-Zell-Rezeptor transgenen OT-ll Méausen und MHC (Major
Histocompatibility Complex) Klasse Il Knockout (KO) Tieren wurde gezeigt, dass
Autoantigenerkennung im myokardialen Reperfusionsschaden eine Rolle spielt.
Zur vollen T-Zell-Aktivierung notwendig ist neben dem MHC Klasse II-Signalweg
und Kostimulatoren auch das Moleklle CD154 (CD40L). Die Gabe eines
inhibitorischen anti-CD154-Antikérpers reduzierte die InfarktgrofRe in Wildtyp-
Tieren sigifikant. Der myokardiale Reperfusionsschaden kann neben Zellen der
adaptiven Immunitdt auch durch Neutrophile Granulozyten, Plattchen oder
Inflammation des Endothels verstarkt werden. Knockout M&use mit einer
Defizienz an CD4" T-Zellen verfugten Uber eine verbesserte Mikroperfusion.
Mechanistisch war nach 24h Reperfusion die absolute Zellzahl an Neutrophilen
Granulozyten im CD4 KO im Vergleich zu Wildtyp-Méausen unveréndert; in
Endothelzellen war die Regulation bestimmter Gene (VEGFa, TIMP-1 und Eng)
nach I/ R im CD4 KO jedoch verandert.

Zusammengefasst zeigt die vorliegende Arbeit eine zentrale Rolle der Antigen-
Erkennung durch den T-Zell-Rezeptor zur Aktivierung von CD4" T-Zellen im
myokardialen Reperfusionsschaden. In Anwesenheit von CD4 Foxp3" T-Zellen
ist der Reperfusionsschaden erhoht. Somit kénnen CD4'Foxp3® T-Zellen

potentiell als Ziel fir neuartige Therapien des Myokardinfarkts genutzt werden.
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Summary

Myocardial infarction (MI) is still one of the leading causes of mortality worldwide.
Minimizing infarct size, which is determined by duration of ischemia, is of paramount
importance for the rescue of myocardial tissue determining myocardial infarct size
and prognosis. Currently, reperfusion is a central clinical intervention to curtall
myocardial ischemia. However, reperfusion itself is leading to additional damage to
the heart. Therefore, investigating new strategies to minimize myocardial reperfusion
injury is of international interest. The pathophysiology of myocardial reperfusion injury
is complex and some of its components are still mechanistically not completely
understood. The present work determines the role of CD4" T-cells and in particular
their subset of regulatory T-cells in myocardial reperfusion injury, providing
approaches for new T-cell directed therapies in addition to myocardial reperfusion.
Initially, an infiltration of T-cells into the myocardium was investigated after ischemia-
reperfusion (I/ R). After ischemia-reperfusion, infiltrating CD4" T-cells were identified
as leading in quantity and activated and turned out to be relevant mediators of
reperfusion injury influencing infarct size. CD25"Foxp3” regulatory T (reg)-cells are a
subpopulation of CD4" T-cells with immunosuppressive features, being activated
quickly and at a low threshold, thereby possibly mediating reperfusion injury. With the
help of the DEREG (DEpletion of REGulatory T-cells) mouse model, regulatory T-
cells were identified as involved in myocardial reperfusion injury; Treg-depleted
DEREG mice were protected from reperfusion injury showing smaller infarct sizes
than control mice. Additionally, transfer experiments revealed that Treg-mediated
reperfusion injury needs the presence of CD25  conventional T-cells (Tconv). That
means that Tregs are a potential target identified in the present work to reduce
myocardial reperfusion injury.

With the help of T-cell receptor transgenic OT-Il mice and MHC (major
histocompatibility complex) class Il knockout (KO) mice, it was shown that recognition
of autoantigen plays a role in myocardial reperfusion injury. Next to MHC class II-
signaling and costimulators also the molecule CD154 (CD40L) is required for full T-
cell activation. An inhibitory anti-CD154 antibody significantly reduced infarct size in
wildtype mice. Besides by cells of the adaptive immunity, myocardial reperfusion

injury can also be intensified by neutrophils, platelets or inflammation of the
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endothelium. Knockout mice deficient in CD4" T-cells revealed a better
microperfusion. Mechanistically, after 24h of reperfusion, the absolute cell number of
neutrophils was not altered in CD4 KO versus wildtype mice; however, in endothelial
cells, the regulation of specific genes (VEGFa, TIMP-1 and Eng) was altered after I/
R.

In summary, the present work shows a central role of recognition of antigen by the T-
cell receptor for activation of CD4" T cells in myocardial reperfusion injury. In the
presence of CD4'Foxp3* regulatory T-cells, myocardial reperfusion injury is
enhanced. Hence, CD4"Foxp3" regulatory T-cells might constitute a new potential

target for the therapy of myocardial infarction.
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Einleitung

1 Einleitung

Kardiovaskulare Erkrankungen tragen in der westlichen Welt deutlich zu Morbiditat
und Mortalitat von Erwachsenen bei (Mathers and Loncar, 2006), (Murray and Lopez,
1997). In industrialisierten Landern sind sie die fihrende Todesursache und
Hochrechnungen gehen davon aus, dass sie es in den Schwellenlandern bis zum
Jahr 2020 ebenfalls sein werden (Hasdai et al.,, 2003),(Hamm, 2009). Laut
Statistischem Bundesamt war 2012 und in den Vorjahren die Herz-/
Kreislauferkrankung die héaufigste Todesursache (Statistisches Bundesamt). 2012
verstarben 55 425 Menschen an einem Herzinfarkt. Der Anteil betroffener Mé&nner
war mit 55,7% etwas hoher als der Anteil betroffener Frauen (44,3 %) (Statistisches
Bundesamt).

Per Definition ist ein Myokardinfarkt ,ein akuter Verschluss eines Koronargefal3es mit
nachfolgender Nekrose des versorgten Myokardbezirkes (B6hm, 2003). Bereits eine
IschAmiedauer von 20-30 Minuten kann zu irreversiblem Gewebeschaden fihren
(Reimer et al., 1977),(Steffens et al., 2009). Ein Myokardinfarkt kann sich ausgedehnt
transmural Uber die gesamte Wanddicke vom Endokard bis zum Epikard oder nicht
transmural erstrecken und im Wesentlichen subendokardiale Anteile betreffen
(Mikroinfarkt) (Hochrein, 1993). Im Falle groRRer transmuraler Infarkte kann es zu
linksventrikularem Remodelling mit Infarktexpansion kommen (Kloner, 2013). Auch
eine Hypertrophie des nicht-infarzierten Gewebes ist eine Folgeerscheinung (Kloner,
2013). Bei einem Verschluss des proximalen RIVA (Ramus interventricularis
anterior; LAD) erstreckt sich der Infarkt zumeist auf die Vorderwand und das
Kammerseptum (Lederhuber, 2010). Die pathogenetische Grundlage des
Myokardinfarkts ist meist eine arteriosklerotische Koronarveranderung mit
Gefal3stenosen, die ein oder mehrere Gefal3systeme betreffen (Hochrein, 1993).
Risikofaktoren der Arteriosklerose kdnnen beispielsweise eine Hypercholesterinamie,
Hypertonie, Zigarettenrauchen, Alter, Geschlecht, Diabetes mellitus oder
Ubergewicht sein (Morl, 1981). In seiner klassischen Manifestation entsteht ein
Myokardinfarkt infolge der Ruptur eines arteriosklerotischen Plaque (Mutschler,

2008) durch einen Embolus, der ein Koronargefal3 verschliel3t; seltener durch eine
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serose oder hamorrhagische Quellung eines Plaques, zum Bespiel durch
Wanddissektion (Hochrein, 1993). Vom Myokardinfarkt betroffen ist vor allem der
linke Ventrikel an der Vorder-, Seiten- oder Hinterwand mit oder ohne
Septumbeteiligung, selten ist der rechte Ventrikel mit einbezogen (Hochrein, 1993).

Das Eindammen des myokardialen Schadens nach einem Infarkt ist fur den
Patienten wunerlasslich. Eine prompte Wiederertffnung des Koronargefalies
(Reperfusion) und die Wiederherstellung der Sauerstoffversorgung des Myokards ist
essentiell um die Infarktgro3e zu reduzieren und aus prognostischer Sicht die
wichtigste Intervention. Therapeutische Anséatze stellen neben der Reperfusion die
Thrombolyse, die perkutane transluminale Koronarangioplastie (PTCA) mit Stent-
Implantation und Gabe eines Glykoprotein-llb/llla-Antagonisten und die koronare
Bypass-Operation dar (Béhm, 2003). Als Beispiele fur verwendete Therapeutika
konnen intravenos applizierte Nitrate (Nitroglycerin) bei einem akuten ST-Elevations-
Myokardinfarkt, Betablocker, Fibrinolytika (Alteplase, Reteplase, Tenecteplase) und
weitere  Thrombozytenaggregationshemmer (ASS, Clopidogrel, Abciximab,
Eptifibatid, Tirofiban) genannt werden (Bohm, 2003).

Eine erfolgreiche Reperfusionstherapie innerhalb der ersten 6-12 Stunden nach
einem Myokardinfarkt bestimmt tber die linksventrikulare Kontraktionsfunktion und
Langzeitprognose des Patienten (Bohm, 2003). Obwohl die Reperfusion des
ischamischen Myokards eine essentielle Intervention darstellt, fihrt sie
paradoxerweise, wie von Jennings et al. zum ersten Mal 1960 beschrieben wurde
(JENNINGS et al., 1960), jedoch =zu einem zusatzlichen, reversiblen oder
irreversiblen Schaden am Myokard, dem Reperfusionsschaden (Reperfusion Injury,
RI) (Buja, 2005),(Maxwell and Lip, 1997),(Yellon and Hausenloy, 2007). So kann es
trotz optimaler myokardialer Reperfusion nach einem Myokardinfarkt zu einer
Mortalitatsrate von 10 % kommen, wahrend die Inzidenz eines Herzversagens nach
einem Myokardinfarkt fast bei 25 % liegt (Yellon and Hausenloy, 2007). Auch nach
erfolgreicher Wiedereroffnung des vaskuldren Versorgungssystems erhalten in
manchen Fallen nicht alle Regionen des zuvor ischAmischen Myokards unmittelbar
uniform ihre vollstandige Perfusion wieder. In diesem Fall spricht man von einem ,no
reflow“ Phanomen (Kloner et al., 1974),(Braunwald and Kloner, 1985),(Yellon and
Hausenloy, 2007).
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1.1 Pathophysiologie des myokardialen Reperfusionsschadens

Der myokardiale Reperfusionsschaden ist multifaktoriell bedingt und seine
Pathophysiologie ist bis heute nicht vollstandig geklart. Vielfaltige Mechanismen
tragen zur finalen InfarktgroRe nach einer myokardialen Ischamie bei. Folgende

Parameter sind bereits gut erforscht (Abbildung 1):

1.1.1 Intrinsische Parameter

Das erste Stadium des Reperfusionsschadens umfasst einen intrinsischen
Zellschaden, der aufgrund von verschiedenen Prozessen wie der Offnung eines
mitochondrialen Porenkomplexes (,mitochondrial permeability transition pore®,
mPTP), der spannungsabhéngig von Calcium und oxidativem Stress reguliert wird
(Buja, 2013), einem Hypoxie-induzierten Anstieg an intrazellularen reaktiven
Sauerstoffspezies (,reactive oxygen species, ROS) (Zweier et al., 1989),(Garlick et
al., 1987) und abstammenden freien Radikalen und Oxidantien (Superoxid-Anionen,
O%: Hydroxylradikalen, OH™; Hypochloriger Saure, HOCI; Wasserstoffperoxid, H,0O-
und Peroxynitrit aus NO) (Maxwell and Lip, 1997),(Zweier and Talukder, 2006), einer
intrazellularen Kardiomyozyten-Calciumiberladung oder zellularem Schwellen

verursacht wird (Murphy and Steenbergen, 2008).

1.1.2 Zellulare Komponenten

Das zweite Stadium des Reperfusionsschadens umfasst die Induktion einer akuten
infammatorischen Reaktion durch zellulare Komponenten (Haas et al,,
2010a),(Dominguez-Rodriguez et al., 2014). Besonders die Bedeutung von
inflammatorischen Zellen der angeborenen Immunitat ist bereits gut erforscht (Rock
et al.,, 2010),(Mann, 2011). Die angeborene Immunitat wird aktiviert, wenn ,Pattern
Recognition Receptors® (PRRs) auf ,pathogen-associated molecular patterns®
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(PAMPs) und ,damage-associated molecular patterns“ (DAMPs) reagieren. Durch die
Expression von verschiedenen PRRs und die Freisetzung von DAMPs als Folge des
Ischamie- und Reperfusionsschadens werden Kardiomyozyten in die Lage versetzt,

eine angeborene Immunantwort zu generieren (Lin and Knowlton, 2014).

Leukozyten

Auf der zellularen Ebene der angeborenen Immunitat wurde z.B. ein zentraler Beitrag
von Neutrophilen Granulozyten (Litt et al., 1989),(Dreyer et al., 1991),(Carbone et al.,
2013),(de Boer et al.,, 2013) sowie Monozyten und Makrophagen nach einem
permanenten Myokardinfarkt (Nahrendorf et al., 2007),(Frantz and Hofmann,
2012),(Frantz et al., 2013),(Frantz and Nahrendorf, 2014) und in verschiedenen
Reperfusionsmodellen (Schofield et al., 2013),(Jetten et al., 2013) gezeigt.
Neutrophile Granulozyten vermitteln einen myokardialen Schaden, indem sie,
stimuliert durch proinflammatorische Mediatoren, Superoxidanionen,
Wasserstoffperoxid und Hydroxylradikale produzieren (Jordan et al., 1999). Auch
setzen Neutrophile schadigende Degranulationsprodukte (Proteasen, Eicosanoide
und Lipide, Adhasionsmolekile) frei (Vinten-Johansen, 2004). Neutrophile
Granulozyten adhéarieren Uber Selektine (P-Selektin, L-Selektin, E-Selektin), B,-
Integrine (CD11/ CD18 Komplex) und die Immunglobulin Superfamilie (ICAM-1,
VCAM-1, PECAM-1) an das Endothel. Die Adhasion von Neutrophilen Granulozyten
an das kardiale Endothel fihrt zu dessen Aktivierung und funktionellem Schaden wie
endothelialer Dysfunktion (Ma et al., 1991),(Tsao and Lefer, 1990) und erhdhter
vaskularer Permeabilitdt (Jordan et al., 1999). Im myokardialen Kontext ist eine
Depletion von Neutrophilen mit verkleinerten Infarktgrf3en assoziiert (Litt et al.,
1989).

Monozyten und Makrophagen beugen Heilungsdefekten und linksventrikularer

Thrombusbildung nach einem Myokardinfarkt vor (Frantz et al., 2013).

Plattchen

Auch Plattchen sind an der Pathophysiologie des Ischdme-Reperfusionsschadens
beteiligt. An Orten vaskuldren Schadens kommen Plattchen in Kontakt mit
subendothelialen Komponenten wie Kollagenen oder Lamininen und bilden einen

Blutpfropf, um einen exzessiven Blutverlust zu vermeiden (Nieswandt et al., 2011).

11
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Doch kann die Plattchenaktivierung, -aggregation, Thrombusbildung und Freisetzung
von Plattchen-abstammenden Mediatoren auch den Reperfusionsschaden
verstarken (Eltzschig and Eckle, 2011). Auch geht die Rekrutierung von
inflammatorischen Leukozyten in postischamische Mikrogefal3e oft mit einer
Akkumulation von Plattchen einher. So hangt z.B. die Leukozytenadhasion von
Plattchen-assoziiertem P-Selektin ab. Schéatzungen ergeben, dass nach Ischamie-
Reperfusion ca. 25% der Plattchen direkt an das vendse Endothel binden wahrend
die verbleibenden 75% der adh&arenten Plattchen an Leukozyten angeheftet sind, die
an die Gefallwand gebunden sind (Tailor et al.,, 2005),(Rodrigues and Granger,
2010).

Endothelzellen

Inflammatorische residierende oder zirkulierende Leukozyten wie Neutrophile
Granulozyten und T-Zellen kénnen durch das Ausschutten einer Vielzahl an 16slichen
Mediatoren eine endotheliale Dysfunktion und erhohte vaskulare Permeabilitat
verursachen. Ebenso verantwortlich fur eine Dysfunktion der endothelialen Barriere
konnen physikochemische Faktoren wie das Schergefédlle und die Adhéasion und
transendotheliale Migration von Leukozyten sein. Die endotheliale Hyper-
permeabilitat entsteht wahrscheinlich durch Veranderungen in der feinen Struktur des
endothelialen Monolayers und einer Offnung endothelialer parazellularer Junctions
(Esser et al., 1998), was eine Folge der Dissoziation von Verbindungsproteinen oder
einer Kontraktion des Zytoskeletts ist (Kumar et al., 2009),(Rodrigues and Granger,

2010). Es kann zur Odembildung und Verschlechterung der Organfunktion kommen.

1.1.3 Humorale Komponenten

Auch das Komplementsystem wird infolge des Reperfusionsschadens durch pre-
existierende naturliche Antikdrper aktiviert, die Autoantigene erkennen, die durch
Gewebeschaden freigesetzt werden (Haas et al., 2010a),(Hofmann et al., 2010). Eine
systemische Inhibition von C5, C3a und C1 ist in der myokardialen Ischdmie und
Reperfusion protektiv (Busche and Stahl, 2010),(Lu et al., 2013); C5aR” Mause
zeigen kleinere Infarktgrof3en versus WT nach myokardialem Reperfusionsschaden
(De Hoog et al., 2014).
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Toll-like Rezeptoren (TLR) stellen das erste, Antigen-unabhangige Verteidigungs-
system der angeborenen Immunitat dar. Ihre Rezeptorfamilie erkennt molekulare
Muster, die mit Pathogenen assoziiert sind und uber die Bindung an ihre Liganden
die Aktivierung mehrerer Kinasen und des Transkriptionsfaktors NF-«kB induzieren
(Zuidema and Zhang, 2010). Die Toll-like Rezeptoren 2 (Frantz et al., 2001), 3,4
(Frantz et al.,, 1999) und 6 sind in Kardiomyozyten exprimiert (Frantz et al.,
2007a),(Frantz et al., 2009) und eine Aktivierung von inflammatorischen Zellen durch
TLR nach einem Myokardinfarkt ist beschrieben. Die Expression von zirkulierendem
TLR 2 vermittelt den myokardialen Ischamie-Reperfusionsschaden, wéahrend die
Antagonisierung von TLR 2 5 Minuten vor Reperfusion die Infarktgrof3e reduziert und
die kardiale Funktion und Struktur erhalt (Arslan et al., 2010). Kirzlich wurde auch
ein Beitrag von TLR 3 zur myokardialen Ischamie-Reperfusion gezeigt: eine TLR 3-
Defizienz milderte die durch I/ R induzierte myokardiale NF-kB-Bindungsaktivitat,
eine TNF-a und IL-1B-Produktion und die Infiltration von Neutrophilen und
Makrophagen ins Myokard (Lu et al., 2014).

Ischamie

Reperfusion

*.0berladung 3 Zelltod

Komplement Plattchen ’I!_ei:ltrophlle
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TLR-2 TLR-3 TLR-4 Rolling
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Abbildung 1: Bekannte pathophysiologische Komponenten in der Ischémie-
Reperfusion.

Intrinsische und extrinsische Parameter vermitteln den myokardialen Reperfusions-
schaden [modifiziert nach Eltzschig und Eckle (Eltzschig and Eckle, 2011), Steffens
et al. (Steffens et al., 2009) und Michael et al. (Michael et al., 1995)].

Mechanistisch ist ein Beitrag der ,innate” immunity zum Reperfusionsschaden bereits

gut verstanden. Als Folge des Gewebeschadens werden DAMPs (danger associated
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molecular patterns) exprimiert, die das angeborene Immunsystem alarmieren
(Timmers et al., 2012). In postischamischen Geweben ist die Erkennung einer hoch
konservierten Region in der ,nonmuscle myosin heavy chain (Hc) type Il (NMHC-I11) A
und C* durch zirkulierendes IgM beschrieben, die den Schaden in murinen Modellen
von Skelett- oder intestinaler Reperfusion auslost (Zhang et al., 2006). Die Gruppe
um Michael Carroll pragte den Begriff der ,angeborenen Autoimmunitat® fir den
Ischamie-Reperfusionsschaden. Dieses Konzept umfasst sowohl intrinsische als
auch extrinsische angeborene Immunantworten (Haas et al., 2010b; Hofmann et al.,
2010; Zhang and Carroll, 2007). Es kommt zur Aktivierung von Komplement durch
,haturlich auftretende Autoantikdrper (naturally occuring autoantibody, Nab) gegen
Autoantigene (Fleming, 2012), was ebenfalls zum myokardialen Schaden beitragt
(Weisman et al., 1990).

1.2 Adaptive Immunitéat in der Ischamie-Reperfusion

1.2.1 Die Klasse der T-Lymphozyten

Die vorliegende Arbeit setzt den Fokus auf die erworbene Immunitat und beschéaftigt
sich mit der Bedeutung von T-Lymphozyten fur den myokardialen Reperfusions-
schaden. Sie beginnt mit der Basalcharakterisierung des immunologischen T-Zell-
Profils nach Ischamie und frihen Zeitpunkten der myokardialen Reperfusion. Die
Abstammungslinie der T-Zellen ist in Abbildung 2 dargestellt. T-Lymphozyten reifen
im Thymus heran und besitzen heterodimere Rezeptoren, die mit den Proteinen des
CD3-Komplexes assoziiert sind (Janeway, 2002). CD4" T-Helferzellen und CD8"
zytotoxische T-Lymphozyten stellen die beiden Hauptvertreter der T-Lymphozyten
dar. Sie exprimieren einen Antigenrezeptor, der a:B-Rezeptor genannt wird. y:56 T-
Zellen exprimieren einen ahnlichen, aber strukturell unterschiedlichen Antigen-
rezeptor. NK T-Zellen hingegen stellen eine kleine Population von T-Lymphozyten
dar, die das Oberflachenmolekil NK1.1, das fir natirliche Killerzellen (NK-Zellen)
spezifisch ist, tragen. Sie exprimieren o: Antigenrezeptoren, die von somatisch
rekombinierten Genen kodiert sind, aber wie y:6 T-Zellen fehlt ihnen Diversitat
(Abbas, 2012). NK T-Zellen erkennen Antigene, die vom MHC Klasse-I-&hnlichen
Molekul CD1 prasentiert werden (Janeway, 2002).
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Abbildung 2: Abstammungslinie der T-Zellen.

Hamatopoietische Stammzellen (HSC) bilden ,common lymphoid progenitors® (CLP;
Vorlauferzellen), aus denen sich B und T-Zellen, aber auch NK-Zellen bilden kénnen.
Wahrend sich aus Pro-B-Zellen follikulare B-Zellen (FOB), Marginalzonen-B-Zellen
(MZB) und B-1B-Zellen entwickeln kdnnen, ist aus Pro-T-Zellen eine Differenzierung
zu a: oder y:6 T-Zellen mdglich [modifiziert nach Abbas (Abbas, 2012);S.175].

Die Relevanz von CD4" und CD8" T-Lymphozyten in der Ischamie-Reperfusion
wurde in der Vergangenheit bereits in verschiedenen Organen wie Herz (Yang et al.,
2006), Hirn (Schroeter et al., 1994; Yilmaz et al., 2006), Leber (Zwacka et al., 1997)
und Niere (Ysebaert et al., 2004) untersucht. CD4" T-Zellen werden
Ubereinstimmend Uberwiegend in Kurzzeit-Reperfusionsmodellen der verschiedenen
Organe als schadigend beschrieben. Auch y:d T-Zellen wurden bereits als wichtig im
Reperfusionsmodell beschrieben. So verbesserte eine Depletion der y:6 T-Zellen den
ischamischen Hirnschaden (Shichita et al.,, 2009). In der renalen Ischamie-
Reperfusion spielen y:® T-Zellen in den ersten 72h eine Mediator-Rolle (Hochegger
et al.,, 2007). Die Bedeutung von natirlichen Killer-T-Zellen in der Ischamie-
Reperfusion ist vereinzelt in Arbeiten beschrieben. Lappas et al. zeigen 2006 eine
Reduktion des hepatischen Ischdmie-Reperfusionsschadens durch Inhibition der
CD1-abhangigen Aktivierung von NK T-Zellen (Lappas et al., 2006), im Modell der
transienten Okklusion der mittleren cerebralen Arterie (tMCAO) findet sich hingegen
kein Effekt in CD1” Mausen (Kleinschnitz et al., 2010). In Bezug auf das Herz finden
Homma et al. 2013 eine Protektion vor dem myokardialen Reperfusionsschaden
nach Aktivierung von invarianten naturlichen Killer T-Zellen durch a-Galactosyl-
ceramid (Homma et al., 2013). Trotz dieser Vorarbeiten ist gerade in Bezug auf das

Herz die Bedeutung und Funktionalitat der adaptiven Immunitat (Zuidema and
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Zhang, 2010) und speziell von CD4" und CD8" T-Zellen nicht vollstiandig
experimentell gezeigt und der adaptiv vermittelte Reperfusionsschaden ist
mechanistisch nicht ganzlich verstanden. Gerade dieser mechanistische Aspekt und
antikorpervermittelte Ansatze zur Minimierung des myokardialen Reperfusions-
schadens stehen in dieser Arbeit im Mittelpunkt. In vivo stehen zur Aufklarung der
Rolle von CD4" und CD8" T-Zellen Knockout-Modelle zur Verfiigung. CD4 KO Mause
wurden bereits 1991 von Rahemtulla et. al charakterisiert. Demnach kann in CD4
KOs das CD4-Protein nicht auf Oberflachen von Thymozyten oder Lymphknoten-
Zellen homozygoter Tiere nachgewiesen werden; die T-Helferzell-Aktivitat ist deutlich
reduziert. Die Produktion von Interleukin 2 (IL-2) als Antwort auf Alloantigene in
homozygoten versus heterozygoten Tieren ist deutlich reduziert, wobei geringe
Mengen IL-2 trotzdem noch produziert werden (Rahemtulla et al.,, 1991);
(http://jaxmice.jax.org/strain/002663.html).

CD8 KO Tiere haben keine CD8'CD4  zytotoxische T-Zellen im Thymus und in den
Lymphknoten. Aul3erdem sind das T-Zell- zu B-Zell-Verhaltnis, das CD3" - zu
CD3"". zu CD3"9" - Verhaltnis sowie die Funktionalitat von CD4* T-Helferzellen im
Vergleich zu Wildtyp (WT; +/+) - und heterozygoten (+/-) Tieren normal (Fung-Leung
et al., 1991), (http://jaxmice.jax.org/strain/002665.html).

1.2.2 Aktivierung von CD4" T-Zellen

Zur vollen T-Zell-Aktivierung und Initiierung einer Immunantwort sind klassischer
Weise 2 Signale notig (Bretscher and Cohn, 1970),(Bretscher, 1999),(Baxter and
Hodgkin, 2002),(Chitnis and Khoury, 2003),(Hargreaves et al., 2004):

Signal 1 besteht aus der Interaktion des T-Zell-Rezeptors mit Antigen, das tber den
MHC Klasse lI-Komplex (major histocompatibility complex, MHC) auf der Oberflache
von Antigen-prasentierenden Zellen prasentiert wird (Abbildung 3). Innerhalb von
Zellen werden Proteinantigene zu Peptiden abgebaut und, stabil an MHC-Molekiile
gebunden, an die Zelloberflache befordert. Peptide, die in Vesikeln entstehen,
werden an MHC Klasse II-Molekiile gebunden und von CD4" T-Zellen erkannt
(Janeway, 2002). Zur Untersuchung eines Beitrags des T-Zell-Rezeptors eignen sich
in vivo u.a. 2 Knockout-Mausmodelle: MHC Klasse Il (MHCII) KO Tieren fehlen alle 4

klassischen murinen MHC Klass -Il Gene und ungepaarte Ketten (MHC Klasse Il ~2
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Mause). Sie besitzen einen Mangel an CD4" Lymphozyten im Thymus und in der
Peripherie (Madsen et al., 1999), (http://jaxmice.jax.org/strain/003584.html) und
konnen somit verwendet werden, um CD4" T-Zell- und gleichzeitig MHC Klasse-II-
Molekul-bezogene Fragestellungen zu beantworten. Die OT-lI-Maus ist eine
transgene Maus mit einem MHC Klasse ll-restringierten a:f T-Zell-Rezeptor, der fur
Ovalbumin (OVA-Peptid 323-339) spezifisch ist (Barnden et al., 1998),
(http://jaxmice.jax.org/strain/004194.html). Sie eignet sich fur Studien zur Antigen-
abhangigen T-Zellantwort.

Signal 2 erfolgt durch kostimulatorische Signalwege. Als ,Kostimulator® wird laut
Definition ein Molekll bezeichnet, das ,zusatzlich zum Antigen einen Stimulus oder
ein sekundares Signal zur Verfugung stellt, das fir die Aktivierung naiver T-Zellen
notwendig ist® (Abbas, 2012). Fur T-Lymphozyten sind die bekanntesten
Kostimulatoren die Proteine B7-1 (CD80) und B7-2 (CD86), die auf Antigen-
prasentierenden Zellen (Dendritischen Zellen, Makrophagen, B-Lymphozyten)
exprimiert werden und an den kostimulatorischen Rezeptor CD28 auf der T-
Zelloberflache binden (Abbas, 2012). In der Abwesenheit kostimulatorischer Signale
sterben T-Zellen oder werden in vitro anerg; in vivo erfolgt keine effektive
Immunantwort mehr (Chitnis and Khoury, 2003). Somit stellt auch die Inhibition eines
kostimulatorischen Signalwegs eine wichtige Mdoglichkeit dar, um eine Aktivierung
des Immunsystems zu unterbinden.

Aktivierte CD4" T-Zellen exprimieren eine Vielzahl an Proteinen, die das
kostimulatorische Signal erhalten oder modifizieren, welches fir die klonale
Vermehrung und Differenzierung sorgt (Janeway, 2002). Hierzu gehort auch der
CD40-Ligand (CD154), der an CD40 auf Antigen-prasentierenden Zellen wie B-
Zellen (Noelle et al.,, 1992), Monozyten, Makrophagen oder dendritischen Zellen,
aber auch Astrozyten, Keratinozyten und Endothelzellen bindet (Chitnis and Khoury,
2003) (Abbildung 3). Die Bindung von CD40L auf aktivierten CD4" T-Zellen an CD40
auf Endothelzellen fuhrt zu einer Hochregulation von ICAM-1, VCAM-1 und E-
Selektin (Murakami et al., 1999),(Yellin et al., 1995). Rezeptor und Ligand sind der
Tumornekrosefaktor (TNF) -Familie zugehorig. Nach seiner Ligation mit CD40L wird
CD40 aktiviert und tritt in die Zelle ein. Dies fiuhrt zur Expression von
proinflammatorischen und prothrombotischen Genen wie Interleukinen (IL-1, IL-6, IL-
8, IL-12), Interferon-y (IFN-y) und TNF-a (Zhang et al.,, 2013), die auch in der

myokardialen Ischamie-Reperfusion von Bedeutung sind (Herskowitz et al., 1995).
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Spezielle Zytokine wie IL-2 und IL-15 (Skov et al., 2000) sowie IL-12 (Peng et al.,
1998), (Hirohata, 1999) kénnen die Expression von CD40L hochregulieren (Daoussis
et al., 2004). CD40L wird transient exprimiert und kann auch als fruher
Aktivierungsmarker fur T-Zellen verwendet werden. Die CD40L mRNA Expression ist
bereits eine Stunde nach der T-Zell-Stimulation nachweisbar, auf der Zelloberflache
ist das CD40L Protein innerhalb von drei Stunden exprimiert und ebbt nach 16
Stunden ab (Fuleihan et al., 1994),(Daoussis et al., 2004). Neben der Vermittlung
von T-Zell-Aktivierungssignalen wird tber den CD40L-CD40-Signalweg auch die T-
Zell-Proliferation angeregt (Janeway, 2002).

Abbildung 3: Die Signalwege MHC Klasse Il und CD40-CD40L.

Im MHC Klasse II-Signalweg interagiert der T-Zell-Rezeptor (TCR) mit Antigen
(Peptid), das Uber den MHC Klasse IlI-Komplex (major histocompatibility complex;
polymorphe a und B-Ketten) auf der Oberflache von Antigen-préasentierenden Zellen
(APCs) prasentiert wird. CD40L (CD154) auf T-Zellen interagiert mit CD40 auf
Antigen-prasentierenden Zellen. Es kommt zur Verstarkung der T-Zellantwort durch
Aktivierung der Antigen-prasentierenden Zelle [modifiziert nach Abbas (Abbas,
2012);S.128;S.209-210].

Neben CD40L eignen sich noch weitere Molekiile auf CD4" T-Zellen auch als friihe

Aktivierungsmarker:

Bereits wenige Stunden nach Aktivierung erhohen T-Zellen ihre Expression des
Plasmamembranproteins CD69. Durch die Bindung des Proteins CD69 an den
Sphingosin  1-Phosphat-Rezeptor S1PR1 und der Reduktion von dessen

Oberflachenexpression kommt es zu einem langeren Aufenthalt von aktivierten T-
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Zellen in lymphoiden Organen; es kommt zur Proliferation und Differenzierung in
Effektor- und Memory-T-Zellen. Nach der Zellteilung geht die CD69-Expression
wieder zurick (Abbas, 2012).

Funktionale IL-2 Rezeptoren werden im Zuge der Aktivierung transient nach
Aktivierung auf naiven und Effektor-T-Zellen exprimiert, wahrend regulatorische T-
Zellen immer IL-2-Rezeptoren exprimieren. Der IL-2 Rezeptor (IL-2R) besteht aus 3
nicht-kovalent assoziierten Proteinen, CD25 (IL-2Ra), CD122 (IL-2/15Rp) und CD132
(yc). Die Expression des Zytokinrezeptors CD25 befahigt aktivierte T-Zellen, auf das
wachtumsférdernde Zytokin IL-2 zu antworten (Abbas, 2012), (Liao et al., 2013).

CD44 ist der Oberflachenrezeptor fur das extrazellulare Matrix-Glykosaminoglykan
Hyaluronsaure. CD44-Hyaluronsaure-vermittelte Zell-Adhasion spielt eine wichtige
Rolle in pathophysiologischen Prozessen und Inflammation (llangumaran et al.,

1999). CD44 kann als zusatzliches Aktivierungsmolekul fur T-Lymphozyten agieren.

CD62L (L-Selektin) ist ein Typ-l Transmembran-Zelladhasionsmolekil. Es wird auf
der Oberflache der meisten zirkulierenden Leukozyten exprimiert (lvetic, 2013) und
ist fur das Homing von naiven T-Zellen zu peripheren Lymphknoten verantwortlich
(Abbas, 2012). Ein funktionaler Cross-Talk zwischen L-Selektin und dem T-Zell-
Rezeptor Komplex wird von Murakawa et al. beschrieben (Murakawa et al., 1992),
wahrend Spertini beschreibt, dass eine Stimulation von T-Zellen Uber CD3 die
Bindungsaktivitat von L-Selektin erhdht (Spertini et al., 1991),(Wedepohl et al., 2012).

Im Rahmen einer Aktivierung von T-Zellen wird CD62L herunter reguliert.

1.2.3 Differenzierung von CD4" T-Zellen

In Abhangigkeit von Antigen, Kostimulatoren und Zytokinen kénnen sich naive CD4"
T-Zellen in Effektor-T-Zellen (Tyl, T2, Tul7) oder Foxp3™ T-Zellen differenzieren
(Abbildung 4). Gerade die Balance zwischen diesen beiden Zellpopultionen ist
wichtig zur Kontrolle der adaptiven Immunantwort und der Immuntoleranz.

Effektor-T-Zellen definieren sich v.a. Gber die Zytokine, die sie produzieren (Abbas,

2012). So findet die Differenzierung in Tyl7-Zellen durch TGF-B-Stimulation in
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Anwesenheit von IL-6 abhangig von den Transkriptionsfaktoren RORyt und STAT3
statt. Die Ty1-Differenzierung erfolgt hauptsachlich durch die Zytokine IFN-y und IL-
12 Uber Aktivierung der Transkriptionsfaktoren T-bet, STAT1 und STAT4, wahrend
die Ty2-Differenzierung durch IL-4 unter Aktivierung des Transkriptionsfaktors
STATG6, der zusammen mit Signalen des T-Zell-Rezeptors die Expression von GATA-
3 induziert, stimuliert wird (Amsen et al., 2009), (Abbas, 2012), (Abbildung 4). Tyl-
Zellen produzieren IFN-y, Ty2-Zellen IL-4, IL-5 und IL-13 und Ty17-Zellen IL-17 und
IL-22 (Abbas, 2012).

Der Transkriptionsfaktor Foxp3 (Forkhead-Box-Protein P3) wurde 2003 als spezifisch
fur regulatorische T-Zellen identifiziert (Fontenot et al., 2003),(Hori et al., 2003),(Allan
et al., 2008) und ist essentiell fir die Differenzierung von o:p TCR" T-Zellen zu
natirlich vorkommenden (,naturally occuring®) regulatorischen T-Zellen (nTreg) im
Thymus ist (Sakaguchi et al., 2008). nTreg-Zellen haben immunsuppressive
Eigenschaften und machen 5-10% der gesamten peripheren CD4" T-Zellen aus
(Dasgupta and Saxena, 2012). Des Weiteren sind Foxp3* induzierbare (,inducible®)
regulatorische T-Zellen (iTreg) bekannt (Abbildung 4).

nTreg
) —— @
nalve TC
@ IL-2,RA, iTreg
] GFB
IL-6, Q
Yoy wﬁ
L12 IL-4

T,..17

TH
THZ

Abbildung 4: CD4" T-Zell-Differenzierung in regulatorische (Treg) Zellen oder
Effektor-T-Zellen (Teff).

Abhéngig von Zytokinen und Transkriptionsfaktoren (TF) kann eine Differenzierung
von CD4" naiven T-Zellen in Treg-Zellen oder Effektor-Zellen stattfinden. Bei T-bet
und STAT1,3,4, GATA-3 und RORyt handelt es sich um Transkriptionsfaktoren, die
zur Differenzierung von naiven T-Zellen in Tyl, Ty2 oder Ty17-Zellen notwendig sind
(TC: T-cell; nTreg: ,natural“ Treg; iTreg: ,inducible* Treg; RA: Retinolsaure)
[modifiziert nach Sakaguchi und Abbas (Sakaguchi et al., 2008), (Abbas, 2012)].
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1.2.4 CD4'Foxp3’ regulatorische T-Zellen

Regulatorische CD4" T-Zellen (Treg), auch als Suppressorzellen bekannt, da sie die
Aktivierung und die Effektorfunktionen anderer, potentiell pathogener Lymphozyten
unterdricken, gelten als wichtige Regulatoren zum Erhalt der peripheren
Immuntoleranz, die klassischerweise eine Immunantwort regulieren und einer
Autoimmunantwort vorbeugen (Abbildung 5). Sie entstehen durch Erkennung von
Selbstantigen im Thymus (,natural occuring“, nTreg) und wahrscheinlich, zu
geringerem Anteil, durch Selbstantigenerkennung in peripheren lymphoiden Organen
(,inducible®, iTreg). Es handelt sich um CD4" Zellen, die zuerst durch ihre konstitutive
Expression der IL-2 Rezeptor a-Kette (CD25) identifiziert wurden (Sakaguchi et al.,
1995). Der Transkriptionsfaktor Foxp3, der zur Forkhead-Familie gehort, ist essentiell
fur die Entwicklung und Funktion von regulatorischen T-Zellen. Mutationen im foxp3
Gen fuhren in M&ausen zu einer multisystemischen Autoimmunerkrankung und der
Abwesenheit von CD25" regulatorischen T-Zellen (Scurfy-Maus) (Brunkow et al.,
2001). In Menschen ist ein ,Analogon zu Scurfy“ bekannt, das ebenfalls durch
Mutationen im FOXP3 Gen verursacht wird und mit einer Defizienz von
regulatorischen T-Zellen einhergeht. Es handelt sich um die seltene
Autoimmunerkrankung namens IPEX (X-chromosomal vererbtes Syndrom mit

Immun-Dysregulation, Polyendokrinopathie und Enteropathie) (Bennett et al., 2001).

=4

Inhibition der
T-Zell-Aktivierung

Treg Inhibition von
T-Zell-

Effektorfunktionen

Effektor-T-Zellen

Abbildung 5: Funktionen regulatorischer T-Zellen.

Die Aktivierung und Effektorfunktionen von Lymphozyten werden in peripheren
Geweben von regulatorischen T-Zellen supprimiert [modifiziert nach Abbas (Abbas,
2012);S.327].
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Ein gutes Mausmodell zur Untersuchung von regulatorischen T-Zellen stellt die von
Tim Sparwasser entwickelte DEREG-Maus (DEpletion of REGulatory T cells) dar, die
in der vorliegenden Arbeit verwendet wurde. Es handelt sich um eine BAC (bacterial
artificial chromosome) transgene Mauslinie. DEREG-Mause besitzen ein
Diphtherietoxin-Rezeptor-griin-fluoreszierendes Protein-Transgen (DTR-eGFP
Transgen; eGFP: enhanced green fluorescent protein) unter Kontrolle eines
zusatzlichen foxp3 Promoters. Somit kénnen regulatorische T-Zellen spezifisch durch
Applikation von Diphtherietoxin (DT) depletiert werden (Lahl et al., 2007),(Lahl and
Sparwasser, 2011). Diphterietoxin ist ein Exotoxin aus Corynebacterium diphtheriae.
In Menschen blockiert es die Proteinsynthese und fihrt zu Zelltod durch Apoptose.
Maus-Zellen jedoch sind natirlicherweise resistent gegenuber Diphtherietoxin
(Pappenheimer et al., 1982), da ihnen funktionale Oberflachenrezeptoren fur das
Toxin fehlen (Naglich et al., 1992).

In der myokardialen Ischamie-Reperfusion wurden regulatorische T-Zellen bisher
kaum adressiert. Uber ihre Funktion und dahinter stehende Mechanismen ist wenig
bekannt. 2013 untersuchen Ke et al. den Effekt einer praventiven Gabe von
Rosuvastatin bzw. einer Kombinationsgabe von Rosuvastatin und Mevalonsaure in
der myokardialen Ischamie-Reperfusion in Ratten. Sie finden eine Protektion in der
Rosuvastatin-behandelten Gruppe, die mit einer Akkumulation von regulatorischen T-
Zellen im Myokard einhergeht, woraus auf eine anti-inflammatorische Antwort von
regulatorischen T-Zellen geschlossen wird (Ke et al.,, 2013). In der vorliegenden
Arbeit wird erstmals in verschiedenen experimentellen Ansdtzen ohne weitere
Interventionen wie eine Co-Medikation die Bedeutung und Funktionalitat von Treg-
Zellen sowie konventionellen T-Zellen fir den myokardialen Reperfusionsschaden

intensiv untersucht.

1.25 Zytokinprofil in der myokardialen Ischamie-Reperfusion

Vorwiegend werden Zytokine von Zellen des Immunsystems (Neutrophilen
Granulozyten, Monozyten, Makrophagen und T-Zellen) produziert. Sie kbnnen aber
auch im Zuge des Reperfusionsschadens von anderen nukleéren Zellen im Myokard
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exprimiert werden, z.B. von Endothelzellen, glatten Muskelzellen oder
Kardiomyozyten (Vincent et al., 2013). Einerseits ermdglicht die Zytokinkaskade dem
Myokard nach Ischamie eine schnelle Antwort auf Gewebeschaden, eine verlangerte
Zytokinexpression kann aber auch nachteilige Effekte mit sich bringen (Kleinbongard
et al., 2010), (Vincent et al., 2013). Im permanenten Myokardinfarkt (15 bis 30 min
Ischamie) und der Ischdmie-Reperfusion wurde in Vorarbeiten bereits aus dem
kardialen Muskelgewebe ein Anstieg der relativen mRNA Expression von
Tumornekrosefaktor (TNF) a, Interleukin (IL) 13, IL-1, IL-2, und Transforming growth
factor (TGF) B mittels reverser Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR)
nachgewiesen. IL-6 und IFN-y wurden kaum detektiert. Mittels mikrovaskularer
Histologie konnten die Proteine IL-18 und TNF-a nur in den frihen Stunden nach
Reperfusion (60 min) im Gewebe nachgewiesen werden (Herskowitz et al., 1995).
Das Zytokinprofil von CD4" T-Zellen und deren Subgruppen von regulatorischen und
konventionellen T-Zellen wurde jedoch im myokardialen Reperfusionsschaden bisher

nicht intensiv addressiert.

Osteopontin (OPN; Gen Sppl; secreted phosphoprotein 1) ist ein stark negativ
geladenes, O-glykosyliertes Phosphoprotein, das in einer Vielfalt von Geweben und
Zellen synthetisiert wird und in Kdrperflussigkeiten sezerniert wird. In Bezug auf das
Herz ist bereits bekannt, dass an den Tagen 1 und 2 nach Myokardinfarkt die OPN
MRNA erhoht ist, wahrend sie an den Tagen 7 und 14 wieder absinkt (Komatsubara
et al, 2003). In uUbereinstimmenden Veréffentlichungen wurden im Tiermodell
erhohte Osteopontin mRNA- und Protein-Signale an den Tagen 1 und 2 in
Makrophagen, die das myokardiale Infarktgebiet infiltrieren, beobachtet (Murry et al.,
1994), (Komatsubara et al., 2003). Da OPN als Antwort auf Verletzung und Schaden
hochreguliert wird, wird es auch im Kontext kardialer Erkrankungen als mdglicher
Biomarker diskutiert (Georgiadou et al., 2010),(Waller et al., 2010).

In Bezug auf eine mogliche Rolle von Osteopontin im myokardialen
Reperfusionsschaden liegen bisher kaum Erkenntnisse vor. Mdglicherweise besteht
hier ein Zusammenhang zwischen einer Osteopontin-Expression und T-Zellen.
Osteopontin wurde urspringlicherweise als Zytokin (Eta-1) identifiziert, das von
aktivierten T-Zellen und transformierten Zelllinien produziert wird (Patarca et al.,
1993). Rezeptoren fur Osteopontin (OPN) schlie3en bestimmte Integrine und CD44-

Varianten und Isoformen ein, welche Zelladhasion, Migration und Uberleben
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vermitteln (Wang and Denhardt, 2008). Osteopontin wird von verschiedenen
Zelltypen, u.a. auch T-Zellen, exprimiert und wird als Ty1-Zytokin klassifiziert, weil es
Zell-vermittelte Immunitat moduliert, indem es die Tyl Antwort fordert. In CD4" T-
Zellen wird OPN mRNA in Tyl, nicht in Ty2 polarisierten Zellen exprimiert (Nagai et
al., 2001). Losliches OPN moduliert die Differenzierung und Proliferation von CD4"
und CD8" T-Zellen (Higuchi et al., 2004) und inhibiert die Produktion des Tn2-
Zytokins IL-10. In vivo lasst sich die Rolle von Osteopontin auch mit Hilfe von
Osteopontin KO Mausen untersuchen. In Mausen mit einem funktionellen Mangel im
Osteopontin-Gen (Sppl) ist bisher eine veranderte Wundheilung gezeigt (Liaw et al.,
1998).
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1.3 Zielsetzung der Arbeit

Die Pathophysiologie der Ischamie-Reperfusion, vor allem in Hinblick auf
metabolische Prozesse, Hypoxie-bedingte Schaden und auf Transkriptionsfaktor-
ebene wurde in der Vergangenheit bereits eingehend erforscht (Frantz et al.,
2007Db),(Eltzschig and Eckle, 2011). Dennoch ist gerade auf der Ebene der Immunitat
die Bedeutung infiltrierender Entzindungszellen noch unklar. Es ist v.a. zu klaren, ob
Leukozyten fur den Ischamie-Reperfusionsschaden mit verantwortlich sind, oder ob
sie ein Epiphdanomen im Rahmen der lokalen Entziindung durch den Hypoxie-
bedingten Gewebeschaden darstellen. Erst vor Kurzem wurde deutlich, dass auch
die adaptive Immunitat im Kontext der Ischamie von Bedeutung sein kann (Zwacka et
al., 1997),(Ysebaert et al., 2000),(Yokota et al., 2002),(Yang et al., 2006),(Hurn et al.,
2007). Unsere Arbeitsgruppe zeigte bereits im Modell des permanenten Myokard-
infarktes, dass CD4" T-Zellen positiv zur myokardialen Wundheilung und darauf
folgendem Remodelling beitragen (Hofmann et al., 2012). In der vorliegenden Arbeit
sollte nun im Mausmodell der myokardialen Ischamie-Reperfusion und dem damit
einhergehenden Reperfusionsschaden eine mdgliche Rolle von T-Lymphozyten
analysiert werden. Dazu sollten neben Wildttyp-Tieren auch mehrere Knockout-
Mause zum Einsatz kommen. Folgende Teilaspekte befanden sich im Fokus der
Arbeit:

e Verandert die myokardiale Ischamie-Reperfusion die relative T-Zell-
Komposition im Herzen? Lasst sich eine von der Reperfusionszeit abhangige
Kinetik der T-Zellinfiltration beschreiben?

e Spielen T-Zellen fur den myokardialen Reperfusionsschaden eine Rolle?
Konnen die Effekte auf eine T-Zell-Subpopulation, maoglicherweise
regulatorische T-Zellen (Treg), zurtckgefuhrt werden?

e In welchem Aktivierungszustand befinden sich relevante T-Zellen?

e Welche Mechanismen (Antigenerkennung, Zell-Zell-Interaktionen) fuihren zur
T-Zell-Aktivierung im Ischdmie-Reperfusionsgeschenen?

e Konnen potentielle Zielstrukturen auf T-Zellen, z.B. Rezeptoren oder
Liganden, als zusatzliche Therapieoption im myokardialen Ischamie-

Reperfusionsschaden identifiziert werden?
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2 Material

2.1 Chemikalien

Materialbezeichnung

Firma/ Firmensitz bzw.

Bezugsquelle

Eingriffe am Tier

1pm blue fluorescent 365/ 415 microspheres

Invitrogen®; Life
technologies™,

Deutschland

Buprenovet® 0,3mg/ ml

Bayer, Leverkusen,
Deutschland

Evans Blue (E2129)

Sigma-Aldrich®, Steinheim,
Deutschland

FBS Fetal Bovine Serum

Gibco® by Life

Technologies™

Flassiger Stickstoff

Isofluran CR®

Cp-Pharma, Burgdorf,

Deutschland

KCI (Kaliumchlorid)

Sigma-Aldrich®, Steinheim,
Deutschland

Liguemin N 25000

Hoffmann-La Roche,
Grenzach-Wyhlen,

Deutschland

Heparin-Natrium-25.000-ratiopharm®

Ratiopharm GmbH, Ulm,
Deutschalnd

Isotonische Kochsalzlésung

Fresenius Kabi
Deutschland GmbH, Bad
Homburg, Deutschalnd

2-Propanol getrocknet

Merck, Darmstadt,

Deutschland

0,2um red fluorescent 580/ 605 microspheres

Invitrogen®,
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Life technologies™,

Deutschland

2,3,5-Triphenyltetrazoliumchlorid
(TTC; T-8877)

Sigma-Aldrich®,Steinheim,

Deutschland

Trockeneis

Histologie

Aceton

Sigma-Aldrich®, Steinheim,

Deutschland

4’ ,6-diamidino-2-phenylindole, dihydrochloride (DAPI)

Invitrogen®, Oregon, USA

Dodecyltrimethylammoniumchloride (Dotmac)

Sigma-Aldrich®, Steinheim,

Deutschland

Formaldehyde, 16% methanol-free, ultra pure EM

grade

Polysciences Inc.,
Warrington, USA

Glycerol for molecular biology

Sigma-Aldrich®, Steinheim,
Deutschland

Methanol Sigma-Aldrich®, Steinheim,
Deutschland
Mowiol Carl Roth GmbH,

Karlsruhe, Deutschland

Normal Goat Serum

Vector Laboratories,

Burlingame, USA

TissueTek®

Sakura Finetek Europe
B.V., Alphen aan den Rijn,
Niederlande

Zellsortierung

Anti-PE (Phycoerythrin) MicroBeads

Miltenyi Biotec GmbH,
Bergisch Gladbach,
Deutschland

Aqua ad injectabilia

B. Braun Melsungen AG,

Melsungen, Deutschland

Benzylpenicillin-Natrium

Infectopharm Arzneimittel,
Heppenheim, Deutschland

CD4 Negativ Isolation Kit Il

Miltenyi Biotec GmbH,
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Bergisch Gladbach,

Deutschland

Collagenase Il (C6885)

Sigma-Aldrich®, Steinheim,

Deutschland

Collagenase Type lI

Worthington, Lakewood,
USA

EDTA (Ethylenediaminetetraacetic acid ) Sigma-Aldrich®,
Steinheim, Deutschland
FCS (Fetales Kalberserum) Gibco by Life

technologies™,
Deutschland

Fixation Buffer Diluent

eBioscience, San Diego,
USA

Fixation Buffer Konzentrat

eBioscience, San Diego,
USA

L-Glutamin

Carl Roth GmbH,
Karlsruhe, Deutschland

2-Mercapthoethanol

Gibco Invitrogen®; Life
technologies™,

Deutschland

Natriumazid

Sigma-Aldrich®,

Steinheim, Deutschland

NaCl (Natriumchlorid)

Sigma-Aldrich®, Steinheim,
Deutschland

NaH2PO4X2H20

Merck, Darmstadt,

Deutschland

NH4Cl (Ammoniumchlorid)

AppliChem, Darmstadt,
Deutschland

Phosphate Buffered Saline (PBS) Dulbecco

w/ o Ca**, Mg*

Biochrom AG, Berlin,

Deutschland

Permeabilization Buffer (10x)

eBioscience, San Diego,
USA

Protease XIV, Protease from Streptomyces griseus

Sigma-Aldrich®, Steinheim,
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(P5147)

Deutschland

RPMI Medium 1640 (1x)

Gibco® by Life
Technologies™

Streptomycin sulfate

AppliChem GmbH,

Darmstadt, Deutschland

TruStain fcX™ (anti-mouse CD16/32) Antibody

BioLegend, London, UK

Trypan Blue Solution 0,4%

Sigma-Aldrich®, Steinheim,

Deutschland

RNA-Isolation

Dithiothreitol (DTT)

Sigma-Aldrich®, Steinheim,

Deutschland

Ethanol absolut

Sigma-Aldrich®, Steinheim,
Deutschland

Nuclease Free Water

Ambion®,

Life Technologies™

Qubit® Assay Kits fiir RNA und Protein

Life Technologies™,
Darmstadt, Deutschland

Quant-iT™ Working Solution

Life Technologies™,

Darmstadt, Deutschland

RNA® later Soln.

Ambion®,

Life Technologies™

RNeasy Micro Kit (50)

Qiagen, Hilden,
Deutschland

RNeasy Mini Kit

Qiagen, Hilden,

Deutschland

RNA-Amplifikation

ExpressArt mRNA Amplification Kit C&E TRinucleotide

MRNA amplification Pico Kit

AmpTec, Hamburg,
Deutschland

Umschreiben in cDNA

AMP-D1, Dnasel, Amplification Grade

Sigma-Aldrich®,
Steinheim,Deutschland

iScript™ cDNA Synthesis Kit

Bio-Rad, Mlinchen,

Deutschland
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RT-PCR

Alle Sonden wurden {iber von Applied Biosystems by Life technologies™,

Darmstadt, Deutschland bezogen.

Mm99999915 g1

(GAPDH)

Life technologies™

MmO00436767_m1

(Osteopontin, Sppl)

Life technologies™

MmO00468256_m1

(Endoglin, Eng)

Life technologies™

MmO00438656_m1

(Endothelin 1)

Life technologies™

MmO01283760_m1

(HIF1-a)

Life technologies™

MmO01168134_m1 (IFNy)

Life technologies™

Mm00446190_m1 (IL-6)

Life technologies™

MmO00434256_m1 (IL-2)

Life technologies™

MmO00439618_m1 (IL-17a)

Life technologies™

MmO00435613 _m1l (Placental growth factor, Pgf)

Life technologies™

MmO00476931_m1 (Plasminogen activator, Plat)

Life technologies™

MmO01178820_m1 (TGF-B1)

Life technologies™

MmO00441818_m1 (Timp-1)

Life technologies™

Mm99999068_m1 (TNF-a)

Life technologies™

MmO00437304_m1 (VEGFa)

Life technologies™

PAMM-011-ZA-2; RT2 Profiler™ PCR Array

Mouse Inflammatory Cytokines and Receptors

Qiagen, Hilden,

Deutschland

PAMM-503ZA-2; RT2 Profiler™ PCR Array

Mouse T Helper Cell Differentiation

Qiagen, Hilden,
Deutschland

PAMM-015ZA-2; RT2 Profiler™ PCR Array
Mouse Endothelial Cell Biology

Qiagen, Hilden,

Deutschland

RT2 SYBR® Green Fluor gPCR Mastermix

Qiagen, Hilden,
Deutschland

TagMan® Gene Expression Master Mix

Life technologies™,

Bleiswijk, Niederlande

Western Blot, Zympgraphie

30% Acrylamide/Bis Solution, 37 5:1

Bio-Rad, Miinchen,

Deutschland
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Ammoniumpersulfat (APS)

Sigma-Aldrich®, Steinheim,

Deutschland

3x Blue Loading Buffer

Cell Signaling, Cambridge,
UK

CAPS Buffer Grade

AppliChem GmbH,
Darmstadt, Deutschland

Cell Lysis Buffer (10x)

Cell Signaling, Cambridge,
UK

ECL™ Prime Western Blotting Detection Reagent

GE Healthcare,
Buckinghamshire, UK

Nitrocellulose (Roti-NC)

Carl Roth GmbH,

Karlsruhe, Deutschland

Nonfat Dry Milk

Cell Signaling, Cambridge,
UK

Sodiumdodecylsulfat (SDS)

Sigma-Aldrich®, Steinheim,

Deutschland

PageRuler Prestained Protein Ladder

Thermo Scientific,
Rockford, USA

Phenylmethylsulfonfluorid (PMSF)

Sigma-Aldrich®, Steinheim,
Deutschland

Ponceau S Solution 0.1% (w/ v)

Sigma-Aldrich®, Steinheim,

Deutschland

Restore '™ Western Blot Stripping Buffer

Thermo Scientific,
Rockford, USA

Roti®Load 1, reduzierend, 4x konz.

Carl Roth GmbH,

Karlsruhe, Deutschland

TEMED (N,N,N,N, Tetramethylethylethylenediamin)

Sigma-Aldrich®, Steinheim,
Deutschland

Trizma Base

Sigma-Aldrich®, Steinheim,

Deutschland

Trizma Hydrochloride

Sigma-Aldrich®, Steinheim,
Deutschland
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Triton X-100 Sigma-Aldrich®, Steinheim,
Deutschland
TWEEN® 20 Sigma-Aldrich®, Steinheim,

(Polyoxyethylensorbitan monolaurate)

Deutschland

Tabelle 1: Verwendete Chemikalien und Bezugsquelle.

2.2 Antikorper
2.2.1 Primarantikdrper
Antigen Klon Konjugat Konz. Firma/ Firmensitz
bzw.
Bezugsquelle
Annexin V - FITC 1. 100 BioLegend,
(FC) London, UK
7AAD - 1. 100 BD Pharmingen,
(FC, Sort) Heidelberg,
Deutschland
r CD3¢ 145-2C11 | PE/ Cy7 1: 100 BioLegend,
eFluor 450 | (FC,IF) London, UK
r CD3 - 1: 100 AbD Serotec,
(IF) Puchheim,
Deutschland
r CD4 GK1.5 A647 1. 100 BioLegend,
RM4-5 (FC, Sort, IF) London, UK
r CD8a 53-6.7 PerCP 1. 100 BioLegend,
(FC) London, UK
r CD11b M1/ 70 PE 1: 100 BD Bioscience,
(FC) Heidelberg,
Deutschland
r CD25 PC61 PE 1. 100 BioLegend,
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(FC, IF, London, UK
Sort, MACS)
r CD31 A488 1 100 BioLegend,
(FC, Sort) London, UK
r CD44 IM7 FITC 1. 100 BioLegend,
(FC) London, UK
r CD45 30-F11 FITC 1. 100 BD Bioscience,
(FC,IF) Heidelberg,
Deutschland
eFluor 450 1: 100 eBioscience, San
(Sort) Diego, USA
r CD45.1 A20 FITC 1: 100 BioLegend,
(FO) London, UK
r CD62L MEL-14 PE/ Cy7 1: 100 eBioscience
(FC)
h CD154 MR1 PE 1: 100 eBioscience
(CD40L) (FC)
Foxp-3 FJK-16a PE/ Cy5 1: 50 eBioscience, San
- (FC, IF) Diego, USA
ryd TCR GL3 PE 1. 100 BioLegend,
(FC) London, UK
Ki67 SolA15 A647 1: 50 eBioscience, San
(FO Diego, USA
r NK1.1 PK136 PE 1. 100 BD Bioscience,
(FC) Heidelberg,
Deutschland
m GAPDH 1:100.000 Abcam,
(WB) Cambridge, UK
Griffonia - Biotin 1: 100 Vector
Simplicifolia (IF) Laboratories,
Lectin | Burlingame, USA
r Ly6G 1A8 A647 1: 250 BioLegend,
(FC,IF) London, UK
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rb Osteopontin | EPR3688 | - 1. 5.000 Novus Biologicals,
(WB) Littleton, USA
Phalloidin atto 488 1. 100 Sigma-Aldrich®,
(IF) Steinheim,
Deutschland

Tabelle 2: Prim&rantikorper.
Abklrzungen: r: Spezies Ratte; h: Spezies Hamster; m: Spezies Maus; rb: Spezies
Kaninchen; A: Alexa Fluor; Konz.: Angabe der Antikérper-Endkonzentration; IF:
Immunfluoreszenz, FC: Flow Cytometry, WB: Western Blot; - unkonjugierter Anti-

korper.

2.2.2 Sekundarantikdrper/-reagentien

Bezeichnung Konjugat Konz. Firma/
Firmensitz bzw.
Bezugsquelle

anti-rabbit IgG HRP 1. 5.000 Cell Signalling,

(WB) Cambridge, UK
anti-mouse 1gG HRP 1: 20.000 Cell Signalling,

(WB) Cambridge, UK
donkey anti-rabbit (H+L) | A488 1. 200 Invitrogen,

(IF) Oregon, USA
goat anti-mouse IgG | A555 1. 200 Invitrogen,
(H+L) (IF) Oregon, USA
goat anti-rat IgG (H+L) A647 1. 200 Invitrogen,

(IF) Oregon, USA
Streptavidin A555 1. 200 Invitrogen,

(IF) Oregon, USA

Tabelle 3: Sekundarantikorper/-reagentien.

Abkirzungen: A: Alexa Fluor; HRP: Horseradish peroxidase; IF: Immunfluoreszenz,

WB: Western Blot.
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2.2.3 Antikérper und Toxin fur Depletions-/ Inhibitionsexperimente

Bezeichnung

Firma/ Firmensitz

bzw. Bezugsquelle

Diphtheria Toxin, unnicked, Corynebacterium diphtheriae

Merck, Darmstadt,

Deutschland

mCD25; clone:PC-61 BioXCell, West
Lebanon, USA
Rat IgG1 Isotype Control BioXCell, West
Lebanon, USA
Hamster anti-mouse CD154 antibody MR-1 BioXCell, West
Lebanon, USA
Hamster Polyclonal Isotype BioXCell, West

Lebanon, USA

Tabelle 4: Antikorper fir Depletions- und Inhibitionsexperimente.

2.3 Losungen, Puffer und Gele

InfarktgréRenbestimmung und Mikroperfusion

10x PBS, pH 7,2-7,4 80,00 g NaCl
2,00 g KCl

ad 1000,00 ml H,O

11,50 g NaHPO,4 x 2H,0
2,009 KH2PO4

Evans’ Blue Lésung (5%) 2,50 ¢ Evans Blue
200,00 pl Liqguemin N 25000

TTC-LOsung (2%) 0,20 g 2,3,5-Triphenyltetrazoliumchlorid

ad 10,00 ml PBS

Blaue Mikrosphéren-L6sung 100,00 pl 1um blaue Mikrospharen

100,00 pl 10% Bovine Albumin Serum in
NaCl-Lésung
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Rote Mikrospharen Losung 50,00 ul 0,2um rote Mikrospharen
50,00 ul 10% Bovine Albumin Serum in
NaCl-Losung
Histologie
DAPI 10mg/ ml Stammldsung
1:1000 in H,O, PBS
Puffer fir Formalinlésung 7,40 g Na;HPO,4 x 2H,0
4,10 g NaH,PO4 x 2H,0
ad 900,00 ml H.O
Formalinlésung 33,00ml Puffer fur Formalinlésung
10,00ml Formaldehyd 16%
Mowiol (gemaf der 2,40 g Mowiol+
Gebrauchsanweisung der 6,00 g Glycerol 1h Ruhren; RT; 2>+
Firma Roth®: 6,00 ml | H,O
www.carlroth.com auf Magnetrihrer 1h mischen; >
/catalogue/catalogue.do? 12,00 ml 0,2M Tris-HCI pH=8,5 zugeben;
favOid=000000080000bee 2h Inkubation bei 50°C; alle 20
800030023&act= min far 2min auf Magnetrihrer
showBookmark&lang= mischen; Zentrifugieren bei
de-de&market=DE 5.000g, 20°C; 15min;
Uberstand mit 2,5% (w/v)
DABCO versetzen und bei
37°C losen; aliquotieren
FACS, Sort
Verdaupuffer 10,00mg | Collagenase Il (Sigma-Aldrich®)
(FACS) 5,00mg | Protease XIV
ad 100,00ml PBS
Verdaupuffer 3,00mg/ml | Collagenase Il (Worthington)
(Sort) in PBS
Erythrozytenlysepuffer 0,15mM | EDTA
(Erylyse-Puffer) 10,00mM | NaHCO3;
150,00mM | NH,CI
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FACS-Puffer 0,10% | BSA
0,02% | NaN3
in PBS
Antibiotika-Zusatz 100,00ml FCS
SC (Streptomycin, 100,00ml nichtessentielle Aminosauren:
Chloramphenicol) Gibco MEM NEAA (100x);
(Sort) Gibco Godium Pyruvate 100mM
(100x)
140,00ml | 5% L-Glutamin
24,00ml | 1g Streptomycinsulfat +
1g Benzylpenicillin-Natrium
ad 10ml Wasser
5,00ml | 2-Mercapthoethanol
Western Blot
Blot-Puffer 10,00 mM | CAPS (pH 11)
10,00 % Methanol (v/v)
ad 1000,00ml | H,O
SDS-Laufpuffer 0,384M | Glycin
50,00mM | Tris/HCI (pH 8,6)
0,10 % | SDS (w/v)
TBST 150,00 mM | NaCl
10,00 mM | Tris/HCI (pH 7,4)
0,10 % Tween-20
Trenngel (15%) 3,75ml | 30% Acrylamid
(Mengen fiur 2 Gele) 5,00ml | 1,50M Tris/ HCI
1,05ml H.O
100,00pl 10% SDS (w/v) in H,O
15,00pl TEMED
150,00pl 10% APS (w/v) in H,O
Sammelgel (6%) 1,50ml | 30% Acrylamid
(Mengen fur 2 Gele) 2,55ml | 0,50M Tris/ HCI (pH 6,8)
5,80ml | H,O
100,00pl 10% SDS (w/v) in H,O
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15,00l
150,00

TEMED
10% APS (wW/v) in H,0

Tabelle 5: Lésungen, Puffer und Gele.

2.4

Spezielle Verbrauchsmaterialen

Materialbezeichnung

Firma/ Firmensitz

Alu-Folie

Carl Roth GmbH, Karlsruhe,

Deutschland

Biosphere® Filter Tips

Sarstedt, NUrnbrecht; Deutschland

Cutasept® F; Haut-Desinfizienz

BODE Chemie GmbH, Hamburg,
Deutschland

BD Discardit™ Il

BD Bioscience, Heidelberg, Deutschland

BD Falcon™ 5ml

Bottom Tubes; 12 x 75 mm style

Polystyrene Round

BD Bioscience, Heidelberg, Deutschland

BD Falcon™ 5ml

Bottom Tubes with Cell-Strainer Cap;

Polystyrene Round

12 x 75 mm style

BD Bioscience, Heidelberg, Deutschland

Blotting Paper sheets

Munktell®, Falun, Schweden

Cellstar® Tubes; 50ml und 15ml

Greiner bio-one,Frickenhausen,

Deutschland

Cell Strainer 40um Nylon

BD Bioscience, Heidelberg, Deutschland

Cell Strainer 100um Nylon

BD Bioscience, Heidelberg, Deutschland

Counting Slides, dual chamber for cell

counter

Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

Deckglaser

Menzel, Braunschweig, Deutschland

Dualfilter ; PCR clean/ sterile

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Einbettkassetten Rotilabo®

Carl Roth GmbH, Karlsruhe,
Deutschland

Einmalspritzen sterilisiert mit ETO

Dispomed®, Gelnhausen, Deutschland

Eppendorf Tubes 5.0ml

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
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Feather Microtome Blade Carbon Steel
C35 Type

Feather®

iCycler iQ® PCR-Plates 96 well

Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

ImmEdge™ Pen

Vector Laboratories, Burlingame, USA

MACS® Separation Columns, 25 LS

Columns

Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch
Gladbach, Deutschland

MACS® Separation Columns, 25 LD

Columns

Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch
Gladbach, Deutschland

Mikropipetten Blaubrand® intraMARK

Brand, Wertheim, Deutschland

Microscope Slides SuperFrost Ultra

plus®

R. Langenbrinck Labor- u.
Medizintechnik, Emmendingen,

Deutschland

Microseal® ‘B’ Seals

Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

96-well-Mikrotestplatten V-Boden mit

Deckel

Ratiolab GmbH, Dreieich, Deutschland

Nunc CryoTube Vials

Thermo Fischer Scientific, Roskilde,

Danemark

omnifix®

B. Braun Melsungen AG, Melsungen,

Deutschland

0.5ml PCR-GefalRe farblos Life Science

Brand®

PCR Tubes 0.2ml

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Polypropylen HR-16 blau monofil

Vomel, Kronberg, Deutschland

Rnase Zap® Wipes

Ambion®, Life technologies™

Roti®-NC (Nitrocellulose)

Carl Roth GmbH, Karlsruhe,

Deutschland

Silk Black 45cm, Surgical Suture

FSSB Chirurgische Nadeln GmbH,
Jestetten, Deutschland

terralin® liquid

Schilke & Mayr GmbH, Norderstedt,

Deutschland

TissueRuptor Disposable probes

Qiagen, Hilden, Deutschland

Vasofix® Safety 22G

B. Braun Melsungen AG, Melsungen,

Deutschland
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WILKINSON SWORD classic

Solingen, Deutschland

Tabelle 6: Verbrauchsmaterialien.

2.5 Gerate

Geratebezeichnung

Firma/ Firmensitz

Beatmungspumpe Mini Vent Type 845

Hugo Sachs Elektronik, March,

Deutschland

BD Aria lll BD Bioscience, Heidelberg, Deutschland
BD FACS Calibur BD Bioscience, Heidelberg, Deutschland
Bioanalyzer Agilent Technologies, Santa Clara, USA

Biofuge fresco

Heraeus, Hanau, Deutschland

Biofuge pico

Heraeus, Hanau, Deutschland

Biozero Fluoreszenzmikroskop

Keyence, Neu-llsenburg, Deutschland

Brutschrank Hero cell 150

Thermo Scientific

Centrifuge 5810R

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Centrifuge Vortex Combi Spin 2400

NeolLab, Deutschland

Feinwaage Kern ABS

Kern®, Deutschland

Grobwaage Kern 440-33n

Kern®, Deutschland

Heizblock TDB-120

BioSan

Heizplatte

Eigenanferigung Haustechnik

dunkle Histologiekammer

Eigenanferigung Haustechnik

iCycler Bio-Rad, Munchen, Deutschland
Kryostat Leica CM 1850 Leica, Wetzlar, Deutschland

LSR I BD Bioscience, Heidelberg, Deutschland
Lupenbrille Eschenbach, Deutschland

Magnetrthrer IKA RCT basic

IKA®, Staufen im Breisgau, Deutschland

Mastercycler Gradient Eppendorf

Eppendorf,Hamburg, Deutschland

Medizinischer Rontgenfilm SuperRX

Fujifilm Corporation

Mikroskop Leica EZ4HD

Leica, Wetzlar, Deutschland

Millipore® Wasseranlage

Millipore®, Darmstadt, Deutschland

Mini Protean®

Bio-Rad, Miunchen, Deutschland
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MS 3 basic Vortexer

IKA®, Staufen im Breisgau, Deutschland

Nanodrop 2000c Spectrophotometer

Thermo Scientific

Neubauer Zdhlkammer improved

Assistent®; Glaswarenfabrik Karl Hecht
GmbH & Co KG, Sondheim, Deutschland

Operationsmikroskop Carl Zeiss f170

Carl Zeiss GmbH, Jena, Deutschland

pH Elektrode SenTix21

WTW, Deutschland

PowerPac™HC

Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

QuadroMACS™ Separator

Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch-
Gladbach, Deutschland

Qubit 2.0

Invitrogen

Rontgenfilm Entwicklungsmaschine

Ecomax™

Protec® Medical Systems, Oberstenfeld,

Deutschland

Schdttler Polymax 1040

Heidolph Instruments, Schwabach,

Deutschland

TC 10™ automated cell counter

Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

Thermocycler Biometra T personal

Biometra, Gottingen, Deutschland

Thermomixer comfort

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Thermomixer compact

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Tissue Ruptor

Qiagen, Hilden, Deutschland

Trans-Blot®

Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

Ultraschallbad Sonorex

Bandelin electronic, Berlin, Deutschland

Wacom Bamboo ™ Tablet

Wacom

Western Blot Kassetten

Dr. Goos-Suprema GmbH, Heidelberg,

Deutschland

Zeiss Imager.Z1m

Carl Zeiss GmbH, Jena, Deutschland

Tabelle 7: Gerate.
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2.6 Auswertungs-Software und Bildverarbeitung

Name

FlowJo, TreeStar, Ashland, USA

GraphPad Prism 4, GraphPad Software, Inc., La Jolla, USA
ImageJ (Version 1.44p)

Inkscape

Adobe® Photoshop 7.0

VGA Planimetrie, Deutschland

ZEN 2011, Zeiss Deutschland

2.7 Versuchstiere und Tierhaltung

Fur alle Experimente wurden mannliche Mause mit C57BL/ 6 Hintergrund im Alter
von 8-10 Wochen verwendet. Im Schnitt wiesen die Tiere ein Gewicht von 20g-25g
auf. Die Tiere wurden ihrer Art und ihren Bedurfnissen entsprechend angemessen
ernahrt, gepflegt und verhaltensgerecht untergebracht. Sie hatten ad libitum Zugang
zu Futter und Wasser. Die Haltung erfolgte unter spezifischen pathogenfreien
Bedingungen (SPF). Die Kafige waren der Grol3e und dem Endgewicht der Tiere
angepasst und ermdglichten artgerechtes Verhalten. Mit Hilfe von Scorings und
Belastungstabellen wurde das Befinden der Tiere regelmélR3ig beurteilt, dokumentiert
und gemal der Richtlinien gehandelt. Bei Versuchen mit Antikbrperapplikationen
wurden C57BL6/JOlaHsd Mé&ause von Harlan Laboratories (An Venray, The
Netherlands) verwendet. Alle genetisch veranderten Tiere und die dazugehdrigen
C57BL/ 6J Kontrolltiere (Stock 000664) wurden von The Jackson Laboratory (Bar
Harbor, Maine, USA) bezogen (vgl. Tabelle 8) und waren anatomisch und
physiologisch unauffallig. Informationen Uber die Tiere wurden aus den
Gesundheitszeugnissen, der zitierten Literatur und Uber die zitierten Internetseiten
der Firma The Jackson Laboratory (http://jaxmice.jax.org/index.html) gewonnen.
DEREG (Depletion of REGulatory T-cells)-Mause wurden von Professor Tim
Sparwasser (TWINCORE Hannover) zur Verfigung gestellt. Um transgene
Nachkommen zu erzeugen, wurden DEREG-Mause mit WT-Mausen verpaart

(heterozygote Zucht); eine homozygote Zucht ist nicht moéglich. Alle in dieser Arbeit
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enthaltenen Tierversuche wurden mit Genehmigung der Regierung von Unterfranken

durchgefuhrt.

Genetisch Mausstamm Stock Kontrolle Stock

veranderte Tiere

CD4 KO B6.129S2-Cd4™™Mak/ g 002663 | C57BL/6J | 000664

CD8 KO B6.129S2-Cd8a™ e/ J 002665 | C57BL/6J | 000664

oTll B6.Cg- 004194 | C57BL/6J | 000664
Tg(TcraTcrb)425Cbn/ J

OPN KO B6.129S6(Cg)-Spp1™*"/ [ 004936 | C57BL/6J | 000664
J

MHCII KO B6.129S2-H29"1E) g 003584 | C57BL/6J | 000664

PepBoy B6.SJL-Ptprc®Pepc®/ BoyJ | 002014 C57BL/6J | 000664

(CD45.1)

Tabelle 8: Versuchstiere von ,The Jackson Laboratory*.
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3 Methoden
3.1 Eingriffe am Tier
3.1.1 Operatives Verfahren der Ischamie-Reperfusion

Durch VerschlieRen der linken vorderen absteigenden Koronararterie (LAD) wurde
eine Ischamie (Unterversorgung des Myokards mit Sauerstoff) induziert.
AnschlieBend wurde das verschlossene Gefa3 wieder ertffnet und die
Sauerstoffversorgung wieder hergestellt. Diese Methode stellt ein etabliertes Modell
fur den akuten Myokardinfarkt mit anschliel3ender Reperfusion dar (Michael et al.,
1995) und gewabhrleistet Einblick in systemische Einfliisse auf das Herz.

Die Tiere wurden zunachst mittels Isofluran-Inhalation leicht unter Aufrechterhaltung
der Spontanatmung betdubt. Anschliel3end wurden die Tiere zur weiteren Beatmung
unter der fur die Operation zu vertiefenden Narkose orotracheal intubiert und mit
einem Kleintierbeatmungsgeréat beatmet. Die Narkose setzte sich aus etwa 0,8%
Isofluran und 100% Sauerstoff zusammen. Das beatmete Tier wurde in Rickenlage
an den Extremitaten auf der beheizten Operationsplatte mit Leukosilk befestigt.

Es erfolgte unter tiefer Narkose die linksseitige Thorakotomie. Der Thorax wurde mit
Hilfe eines modifizierten Rippenspreizers offen gehalten. Die linke Herzkranzarterie
wurde mit einem 6-0 Faden unter Einschluss eines l1lcm langen Polyethylen-
schlauches (PE10) ligiert. Die Ischamiedauer betrug 30 Minuten. Die offene
Thoraxwunde wurde in dieser Zeit mit Natriumchlorid-Losung feucht gehalten. Die
beheizbare Operationsplatte gewéhrte eine physiologische Korpertemperatur des
Tieres von 37°C. Nach 30 Minuten wurde der PE10-Schlauch entfernt, was eine
einfache Wiederer6ffnung des verschlossenen Gefales mdoglich machte. Die
erfolgreiche Wiederherstellung der Durchblutung konnte visuell durch eine
Farbveranderung des vorher weifl3en ischamischen Bereiches verfolgt werden. Der 6-
0 Faden verblieb, unter einem Rippenbogen verwahrt, im Tier, um nach 24-stindiger
Reperfusion die Infaktgrof3enbestimmung mit der Evans'Blue/ TTC-Farbung zu
ermdglichen. Danach wurde der Thorax mit Prolenfdden und die Haut mit Klammern
verschlossen. Zur postoperativen Schmerzbehandlung wurden bei allen Tieren

praemptiv stark wirksame Analgetika (Buprenorphin) appliziert. Die Anasthesie mit
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Isofluran wurde nach dem vollstandigen Verschluss der Haut beendet. Die Maus
wurde bis zum Einsetzen der Spontanatmung Uber ein Beatmungsgerat mit
Sauerstoff versorgt und extubierte sich nach kurzer Zeit selbst. Nach 24 Stunden
Reperfusion wurde das Tier erneut mit Isofluran betaubt und nach Standard-
methoden wurde die InfarktgréRe bestimmt (Evans Blue/ TTC-Farbung) bzw. Organe
fur die molekularbiologische Aufarbeitung asserviert. Als Kontrollgruppe wurden Tiere
scheinoperiert (sham-OP). Hier wurde die Operation analog zum beschriebenen
Ischamie-Reperfusionsverfahren durchgefuhrt. Es erfolgte die Thorakotomie, doch
die LAD wurde nicht mit einem Faden verschlossen. Das operative Verfahren wurde
von Charlotte Dienesch und Barbara Bayer aus der Arbeitsgruppe von Prof. Frantz

durchgefuhrt.

3.1.2 InfarktgréRenbestimmung mit Evans Blue/ TTC Farbung

Nach einer Reperfusionszeit von 24 h wurden die Tiere erneut inhalativ narkotisiert
und auf der Operationsflache fixiert. Das Tier wurde mit Cutasept® desinfiziert und
der Thorax unterhalb der Operationsnaht erdffnet. Der operativ eingebrachte
Vicrylfaden wurde wieder verschlossen und es wurden 500ul 5% Evans -Blue-
Losung Uber die Herzspitze injiziert. Dies fuhrte zu einer blauen Anfarbung der
perfundierten Areale des Herzens. Ischdmische Areale des Herzens verblieben weil3
(area at risk, AAR). Die GroRe der AAR wird einerseits durch den anatomisch
bedingten Verlauf der KoronargefalRe bestimmt, in denen sich die KO-Tiere von den
WT unterscheiden konnen. Andererseits wird dieser Parameter auch durch den
Operateur bestimmt, der die Koronararterie abbindet. Durch die langjahrige
Erfahrung der Operateure ist die area at risk in der Regel nahezu konstant. Als
Erfolgskontrolle des Verfahrens wurde die systemische Verteilung der Evans -Blue-
Lésung und die Anfarbung der Extremitaten und aller Organe genutzt. Nun erfolgte,
ebenfalls Uber die Herzspitze, die Injektion von 100ul gesattigter kardioplegischer
KCI-Lésung. Es kam zum Herzstillstand durch Hyperkaliamie. Das Herz wurde
entnommen, mit 0,9-prozentiger NaCl-Lésung gewaschen und grundlich tber die
Aorta und die Ventrikel mit NaCl-L6ésung durchspilt. Bei der nachfolgenden

Herzpraparation wurden der rechte Ventrikel und Reste des Vicrylfadens entfernt.
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Zum Schutz des Gewebes und als Schneidehilfe wurde das Herz in TissueTek®
eingebettet und fur eine halbe Stunde bei -20°C gelagert. Nach 30 Minuten wurde
das Herz mit Hilfe einer 4-Klingen-Konstruktion in 5 Scheiben gleicher Dicke
geschnitten. Bis zur Gegenfarbung mit 2% 2,3,5-Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC) —
Losung wurden die Schnitte 5 Minuten in NaCl aufbewahrt. Durch 10-minltiges
Erwarmen der Herzscheiben bei 37°C in einem Thermomixer nahmen metabolisch
aktive Areale des Herzens eine rote Farbung an. Hierbei handelte es sich um eine
Reduktionsreaktion des verwendeten 2,3,5-Triphenyltetrazoliumchlorids zu 1,2,5-
Triphenylformazan unter oxidativer Phosphorylierung mitochondrialer Dehydro-
genase. Totes Herzgewebe besall keine Dehydrogenaseaktivitat und zeigte sich
daher als weil3es Areal (Infarktareal, INF). Die Herzschnitte wurden in einer mit
Kochsalzlosung befillten 96-well plate zwischengelagert und bis zur
abgeschlossenen Auswertung bei 4°C aufbewahrt. Die Schnitte wurden unmittelbar
nach dem Farbeverfahren auf einen Objekttrager gelegt, mit Flissigkeit benetzt, mit
einem Deckglas bedeckt und mit einem EZ4 HD Stereo Mikroskop (Leica) von

beiden Seiten in 8-facher Vergol3erung fotographiert.

Das blaue Areal zeigt perfundierte Teile des Herzens an, die nicht vom
Infarktgeschehen betroffen waren. Nicht-blau-gefarbte Teile des Myokards sind
ischamische bzw. Risikobereiche (,area at risk“). Noch metabolisch aktives, vitales

Gewebe zeigt sich in rot, infarziertes Gewebe in weil (Abbildung 6).

in vivo ex vivo

-~

Herz (freiprapariert, lings) Herzscheibe (quer) Herzscheibe (quer)
nach Injektion von Evans'Blue nach Gegenfirbung mit TTC zugehdrige
planimetrische Auswertung

Abbildung 6: Prozedere der Evans Blue/ TTC-Farbung.

Perfundiertes Gewebe farbt sich blau, infarziertes Areal verbleibt weil3. Metabolisch
aktive Bereiche farben sich rot (INF= Infarktareal; AAR= area at risk; Abbildung
modifiziert nach Michael (Michael et al., 1995), Adamek 2008 (Adamek)).
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Alle Herzschnitte wurden auf einer Feinwaage gewogen. Die Quantifizierung der
farbigen Areale erfolgte mittels einer VGA Planimetrie Software und einem Excel-
gestutzten VGA Planimetrie Report und wurde auf das Gewicht der Herzscheiben
normiert. Man erhielt eine Flachenangabe in Pixel, als Variablen wurden der Infarkt in
Prozent, die Area at risk in Prozent und der Quotient Infarkt per Area at risk (INF/
AAR) angegeben (Abbildung 7). Um eine bessere Linienfihrung beim Umfahren der

Areale zu erzielen wurde ein Wacom Bamboo Tablet zur Auswertung verwendet.

Herzscheibe weiRe rote blaue Gesamtflache Gewicht der Infarkt AAR INF/ AAR
Flache Flache Flache des Schnitts Herzscheibe in Gewichts-% in Gewichts-% in Gewichts-%

1A 1006 0 28230 29236,0
1B 698 390 28495 29583,0

1 00 0,0 1,0 1,0 14,0 2,90% 3,56% 81,48%
2A 2727 12348 18371 33446,0
2B 3449 3238 32053 38740,0

2 01 0,2 0,7 1,0 33,7 8,53% 31,17% 27,36%
3A 7361 11592 26426 45379,0
3B 6376 13794 15244 35414,0

3 02 0,3 0,5 1,0 23,9 17,11% 49,36% 34,67%
4A 4190 6976 12312 23478,0
4B 12660 7406 18951 39017,0

4 03 0,2 0,5 1,0 23,3 25,15% 49,49% 50,81%
5A 1928 14610 8345 24883,0
5B 6559 0 4399 10958,0

5 03 0,3 0,4 1,0 7,7 33,80% 63,16% 53,52%

Abbildung 7: Exemplarische Auswertung einer Evans’ Blue/ TTC-Farbung mit Excel.
Das Herz wurde in 5 Scheiben zerschnitten. Die Herzscheiben (nummeriert von 1 bis
5) wurden von beiden Seiten (Vorderseite (A) und Rickseite (B)) fotografiert. Weil3e,
rote und blaue Flachen wurden planimetrisch vermessen (Einheit Pixel). Alle
Scheiben wurden gewogen (Einheit mg).

Die planimetrische Auswertung der Bilder erfolgte doppelblind und wurde von einer
zweiten unabhangigen Person (Barbara Bayer) aus der Arbeitsgruppe von Prof.

Frantz gegenausgewertet.
Zur Berechnung des Verhaltnisses von Infarkt (INF) zu area at risk (AAR) kommen

folgende Formeln zum Einsatz (Frantz et al., 2005),(Adamek et al., 2007),(Blémer et
al., 2013):
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Infarktgewicht Wt = (A x Wt) + (A x Wty) + (Ag X Wis) + (Ay x WHy) + (A5 X Wis)
A = die durch Planimetrie bestimmte Flache des infarzierten Gewebes

Wt = Gewicht (weight)

Wt 5 = Gewicht jeder einzelnen Herzscheibe

1-5 = Nummer der Herzscheibe; 1= Basis; 5= Spitze

prozentualer Anteil des Infarktgewichts am LV des Herzens = (Wt s/ Wt ) x 100
LV = linker Ventrikel des Herzens

Wt , = Gewicht des linken Ventrikels des Herzens

Wt ¢ = Infarktgewicht

prozentualer Anteil der AAR am LV des Herzens = (Wt |, - Wt 5, gefarbter Bereich im Lv)/ Wt Ly
AAR = areaatrisk

Formel 1: Berechnung des Infarkts zur area at risk.

3.1.3 Myokardialer Mikroperfusionsassay

Zur Bestimmung der Qualitat der Reperfusion wurde ein von Dr. Paula Arias aus der
Arbeitsgruppe von Prof. Pelzer (Molekulare Kardiologie, ZEMM, Universiatsklinikum
Wirzburg) entwickelter Mikroperfusionsassay eingesetzt. Dazu wurden die Mause
nach 30 Minuten Ischamie und 24h Reperfusion erneut mit Isofluran anasthesiert und
auf dem Ricken liegend auf der Operationsflache befestigt. Das Herz wurde durch
einen thorakalen Schnitt und darauf folgender Eréffnung des interkostalen Raumes
freigelegt. Ein Volumen von 200ul einer Losung von 365/ 415 blau fluoreszierenden
Mikrospharen (Invitrogen) wurde mit einer Insulinspritze in den Apex des linken
Ventrikels injiziert. Da die Ligatur nach der Operation offen im Thorax verblieben war,
konnten sich die blauen Mikrospharen ungehindert im Reperfusionsareal verteilen.
Nach einer Wartezeit von 1 Minute nach Injektion der blauen Mikrospharen wurde die
aus der Ischamie-Reperfusions-Operation stammende Ligatur wieder verschlossen
und 100p! einer Lésung von 580/ 605 rot fluoreszierenden Mikrosphéren (Invitrogen)
wurden in den Apex des linken Ventrikels gespritzt. Durch die geschlossene Ligatur
gelangten die roten Mikrosphéaren nur in das nicht-ischamische Areal des Myokards.
1 Minute spater wurde das Herz entnommen und fir histologische und molekular-

biologische Analysen verwendet (Abbildung 8).
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Abbildung 8: Zeitliches Flussschema des myokardialen Mirkoperfusionsassays.

Zur weiteren histologischen Analyse wurden jeweils 30um dicke Kryoschnitte (3
Schnitte pro Objekttrager) pro Tier angefertigt. Da die Fluoreszenz der Mikrosphéren
sehr stark war, war keine weitere histologische Gegenfarbung notwendig. Die
Schnitte wurden mit einem Deckglas bedeckt. Die Histologie zeigte die
reperfundierten Bereiche (blaue Fluoreszenz) und die nicht-ischamischen Bereiche
(rote Fluoreszenz), sowie die ,no-reflow“-Bereiche (keine Fluoreszenz) an (Abbildung
9). Blaue Mikrospharen stellen damit ein hilfreiches Mittel dar, um Aussagen Uber die
Qualitat der nach Ischamie erfolgten Reperfusion zu treffen. Es wurden in einer 25-
fach-VergroBerung Ubersichtsaufnahmen der ganzen Herzscheiben angefertigt.
Anhand dieser Aufnahmen konnte der Myokardbereich ohne rote Mikrospharen
planimetrisch (VGA Planimetrie) ausgemessen und semiquantitativ zur Bestimmung
des Infarktareals genutzt werden. Auch konnte man bereits in den
Ubersichtsaufnahmen visuell sehr gut die Qualitat der Perfusion an den blauen
Mikrospharen einschatzen. Ferner wurden von in einer 200-fach-Vergrol3erung pro
Tier jeweils 3 Bereiche aus dem Infarktareal, der Border-Zone (Ubergangsbereich
zwischen Septum und Infarkt) und dem Septum fotographiert. Die
Fluoreszenzintensitaten der Einzelaufnahmen im roten und blauen Kanal wurden auf
die Autofluoreszenz im Griinkanal normiert und Mittelwerte aus den 3 Aufnahmen pro
Tier gebildet. Fur alle Aufnahmen in dieser Versuchsreihe wurde ein Mikroskop
BIOZERO von Keyence verwendet.
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Abbildung 9: Exemplarischer Kryoschnitt im myokardialen Mikroperfusionsassay
nach I/ R.

A) Ischamische Bereiche des Myokards weisen keine rote Fluoreszenz auf. B) Gut
reperfundierte Areale zeigen eine intensive blaue Fluoreszenz. C) In ,No-reflow“-
Bereichen ist weder rote noch blaue Fluoreszenz vorhanden (wei3e Pfeile) [INF:
Infarktbereich; BZ: Border zone; SEPT: Septum].

3.14 Organentnahmen

Im Rahmen der Organentnahme wurde zuerst sofort das Blut mit einer 1ml
Einmalspritze (Dispomed®) entnommen und 5 min bei Raumtemperatur gelagert. Zur
Gewinnung von Serum wurde das abgenommene Blut dann 10 min bei 5000 U /min
bei 4°C zentrifugiert (Biofuge fresco; Heraeus) und der Uberstand abgenommen. Das
Herz wurde entnommen, Uber die Aorta kanuliert und grundlich, auch Uber die
Kammern, blutleer gespult. Anschlielend wurde der rechte Ventrikel abgetrennt, der
linke und rechte Ventrikel wurden gewogen. Der linke Ventrikel wurde vom Apex aus
zur Basis in 4 gleich breite Ringe geschnitten. Die Herzspitze wurde halbiert; beide
Halften enthielten einen reprasentativen Narbenanteil. Eine Halfte wurde sofort fir
Proteinanalysen in flissigem Stickstoff eingefroren, die andere Halfte wurde Uber
Nacht in RNAlater bei 4°C aufbewahrt und am néchsten Tag fur RNA-Analysen in
flussigem Stickstoff schockgefroren. Der vom Apex aus folgende Histologiering fur
Paraffinschnitte wurde Uber Nacht in gepufferter Formalinlésung aufbewahrt und am
nachsten Tag in eine Rotilabo® Einbettkassette tberfiihrt. In dieser Kassette wurde
der Histologiering fur 1-7 Tage in einer 1 M KCI-L6sung bei Raumtemperatur
konserviert. Vor der weiteren Verarbeitung wurde mit 2x demineralisertem Wasser

gespllt. Es folgten die Entwasserung des Gewebes mit Hilfe eines Entwasserungs-
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automaten mit absteigender Xylol- und Alkoholreihe und die Einbettung in Paraffin.
Der vom Apex aus als nachstes folgende Ring wurde fir Immunfluoreszenz
verwendet. Der Kryoring wurde mit dem Apex nach unten in Cellstar® cell culture
dishes in TissueTek® eingebettet, auf Trockeneis platziert und mit Isopentan
schonend bei -20°C eingefroren. Den letzten Ring stellte die Basis dar. Auch er
wurde in 2 Halften geteilt, wobei die eine Halfte Uber Nacht in RNAlater bei 4°C
aufbewahrt und am nachsten Tag fur RNA-Analysen in flissigem Stickstoff
schockgefroren wurde, wéhrend die andere Halfte sofort fur Proteinanalysen in
flissigem Stickstoff eingefroren wurde. Lunge und Milz wurden ebenfalls
entnommen, mit isotonischer Kochsalzlésung von Blutresten befreit, abgetupft, und
gewogen. Bis zur weiteren Verwendung zu molekularbiologischen Zwecken wurden
alle, mit Ausnahme der zur Paraffinhistologie verwendeten, Gewebe bei -80°C

gelagert.

3.1.5 Depletion von regulatorischen T-Zellen

Regulatorische T-Zellen wurden gemald der Protokolle von Lahl und Sparwasser
(Lahl et al.,, 2007),(Lahl and Sparwasser, 2011) aus DEREG-Mausen durch
intraperitoneale (i.p.) Applikation von 1ug Diphtherietoxin (DT) an den Tagen -4, -3
und -1 vor Ischamie-Reperfusion depletiert. Auch die WT-Wurfgeschwister erhielten
als Kontrolle die gleichen Dosen an DT. Um zu uberprifen, ob das DT selbst
toxische Effekte mit sich bringt bzw. sich auf den Gesundheitszustand der Tiere
auswirkt, wurde neben der sorgféltigen klinischen Beobachtung das Gewicht der
Tiere vor der ersten DT-Gabe und an jedem darauffolgenden Tag bis zum
Versuchsende kontrolliert. Alle Tiere waren in ihrem Uberleben und
Gesundheitsstatus gegentiber unbehandelten WT-Tieren nicht beeintrachtigt.

In einem zweiten experimentellen Ansatz wurden regulatorische T-Zellen aus WT-
Tieren (Harlan) durch Applikation von 500ug i.p. eines monoklonalen anti-CD25-
Antikorpers (Klon PC-61) an den Tagen -7 und -3 vor Ischamie-Reperfusion
depletiert. Analog wurden als Kontrolle 500ug eines Rat IgG1l Isotype-Antikdrpers
gespritzt.
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3.1.6 Adoptiver Zelltransfer

Im Rahmen der immunologischen ,rescue® Experimente wurden CD4" T-Zellen von
WT-Spendermausen 24h vor Durchfiihrung der Ischamie-Reperfusion in CD4 KO —
Empfangermause transferiert. Dazu wurden im Rahmen der Organentnahme aus
WT-Tieren (Harlan) Milzen und axilare, mediastinale, mesenteriale und inguinale
Lymphknoten entnommen und Einzelzellsuspensionen hergestellt. Mit Hilfe einer
MACS-Aufreinigung wurden zuerst nach Angaben des Herstellers durch negative
Isolation CD4" T-Zellen gewonnen, in einem zweiten Schritt wurden daraus durch
positive Selektion CD25" regulatorischne und CD25 konventionelle T-Zellen
gewonnen. In einem ersten Experiment wurden CD4'CD25" regulatorische T-Zellen
(Treg) versus CD4'CD25 konventionelle T-Zellen (Tconv) in CD4 KO-
Empfangertiere transferiert. Als Kontrollexperiment wurden in einem zweiten
Durchgang Bulk-CD4" T-Zellen versus CD4'CD25  konventionelle T-Zellen in CD4
KO-Empfangertiere transferiert. Fur die Transfers wurde ein stochiometrisches
Verhaltnis von 80:20 fur Tconv:Treg angesetzt. Das Injektionsvolumen betrug 100pl.
Die Injektion der Zellen erfolgte i.v. Uber die Vena femoralis 24h vor Ischamie-
Reperfusion (Tag -1). An Tag 0 wurden die Tiere operiert (30 min Ischamie, 24h
reperfusion). 24 h spater erfolgten die Infarktgréfenbestimmungen durch
Evans'Blue/ TTC-Farbung oder Sorting-Experimente aus Herz-drainierenden

mediastinalen Lymphknoten (Abbildung 10).

52



Methoden

cp4*cp2st T-zellen :
oder CD4* T-Zellen gF§ i
]
Evans 'Blue/ :
e MACS-Aufreinigung CDIKO TTC-Farbung =
. Empfinger > :
Adoptiver Transfer Pause I/R oder i
WT Spender Sort :
—_ ) ( von Treg und Tconv |
. ]
cba*cD25" T-Zell aus mLN;
oen RNA-Isolation ——3» RNA- . gRT-PCR
CD4KO Empfanger : Amplifikation
]
. S ' » ®
S Q 0,\ Q“L Q"b Q,b‘ oj:
PP G AP Kb K

Abbildung 10: Adoptiver Zelltransfer.

24 h vor der Ischamie-Reperfusion werden CD4'CD25" oder Bulk-CD4" T-Zellen
versus CD4'CD25" T-Zellen in physiologischem Verhaltnis aus WT-Spendertieren in
CD4 KO-Empfangertiere transferiert. Nach 24-stindiger Reperfusion erfolgt die
InfarktgrofRenbestimmung Uber Evans'Blue/ TTC-Farbung oder der Sort von Treg
und Tconv aus mLN mit anschlieBender RNA-Isolation, -Amplifikation und gRT-PCR.

3.1.7 Applikation blockierender Antikdrper

CD154 (CD40L)-inhibierender Antikorper wurden retroorbital (r.0.) mit Reperfusion in
WT-Mause (Harlan) injiziert. Die Kontrollgruppen erhielten analog die
entsprechenden Isotyp-Kontrollen (Tabelle 9).

Antikorper Dosis pro [g] Maus | Zeitpunkt der
Applikation

Hamster anti-mouse CD154 | 0,025mg/g bei Reperfusion

(MR-1)

Hamster Polyclonal Isotype | 0,025mg/g bei Reperfusion

Control

Tabelle 9: Applikation blockierender Antikérper.

3.2 Immunfluoreszenz auf Kryoschnitten

Immunfluoreszenz wurde eingesetzt, um CD3" (Gesamt-)T-Zellen, CD4" T-Zellen

und regulatorische T-Zellen im Gewebe sichtbar zu machen und Aussagen uber ihre
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Lokalisation zu Lektin® GefaRen und Phalloidin-markierten Kardiomyozyten zu

treffen.

Zur Durchfihrung von Immunfluoreszenzfarbungen auf Kryoschnitten wurden
Schnittdicken von 5um angefertigt. Dazu wurde das Kryotom Leica CM1850
verwendet. Die Schnitte wurden auf Microscope Slides SuperFrost Ultra plus®
aufgezogen. Die luftgetrockneten Schnitte wurden zu Beginn 3 min mit PBS
gewaschen. Zur Fixierung wurde 4% Formaldehyd fir 10 min verwendet. Die
Permeabilisation erfolgte mit 0,5% Dodecyltrimethylammoniumchlorid (Nakamura,
2001) in PBS (Dotmac; 10 min). Um unspezifische Fc-Bindungen zu vermeiden,
wurde mit 5% Normal Goat Serum in PBS geblockt. Wurden in einer Farbung
mehrere Primar- und Sekundarantikorper verwendet, wurden diese jeweils
gemeinsam auf die Schnitte aufgebracht. Der aus der Ratte stammende
unkonjugierte CD3-Antikorper (Serotec; 1:100) wurde mit goat anti-rat IgG-Alexa 647
(Invitrogen; 1:200) detektiert, ebenso wie der Ratte-CD4-Antikorper (Klon GK1.5,
BioLegend; 1:100). Dieser war bereits mit Alexa 647 konjugiert und wurde zur
Signalverstarkung nachgelabelt. Biotinyliertes Griffonia Simplificifolia Lectin | (Vector;
1:100) wurde mit Streptavidin-Alexa 555 (Invitrogen; 1:200) detektiert. Die Antikdrper
wurden in 5% Normal Goat Serum verdunnt. Die Schnitte wurden jeweils 30 min mit
den Primar- und Sekundarantikérpern inkubiert. Phalloidin-Atto 488 (Sigma) wurde
gemeinsam mit den Sekundarantikdrpern auf die Schnitte gegeben. Zuletzt wurden
die Schnitte fir 3 min mit DAPI (1:1000) inkubiert, um Zellkerne zu detektieren. Fur
die intrazellulare Foxp3-Farbung wurde zuséatzlich vor dem Blocking-Schritt eine
Inkubation mit Methanol fir 10 min durchgefthrt. Der unkonjugierte purified anti-
mouse/ rat Foxp3-Antikdrper (eBioscience) wurde 1:50 eingesetzt und ebenfalls mit
goat anti-rat IlgG-Alexa 647 detektiert. Nach jedem einzelen Farbeschritt wurden die
Schnitte fur 3 min mit PBS gewaschen. Alle Farbeschritte erfolgten bei
Raumtemperatur in einer feuchten Kammer. Die Praparate wurden mit Mowiol
eingebettet und mit 24x60mm Deckglasern verschlossen. Die Aufnahme der
Immunfluoreszenzbilder erfolgte mit einem Axiolmager.Z1 Epifluoreszenz-Mikroskop
mit einem 20x und 40x-Objektiv und einer AxioCamMRm-Kamera (Carl Zeiss). Um
einen reprasentativen Eindruck Uber die Zellverteilung im Schnitt zu bekommen,
wurden pro Tier 3 Gefrierschnitte gefarbt, aufgenommen und bewertet. Zur weiteren

Verarbeitung der Bilder wurde die ZEN Software (2011, Zeiss) verwendet.
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3.3 Immunologische Methodik

3.3.1 Fluorescence-activated cell sorting (FACS)

Ein Durchflusszytometer (fluorescence-activated cell sorter, FACS) wird verwendet,
um Zellen nachzuweisen, zu sortieren und zu zahlen. Der Begriff ,FACS® ist eine
durch den Geratehersteller BD (Becton Dickinson) geschiutze Handelsmarke, wird
aber im Sprachgebrauch generell flr Fluoreszenz-basierte Zellsortierungen
verwendet. Die Methode wurde erstmals in den 1960er Jahren entwickelt (Fulwyler,
1965),(Hulett et al., 1969).

Im FACS wandern die Zellen, aufgeldst in einem gréReren Volumen Salzldsung, in
einem Strom durch einen Laserstrahl. Durch die Lichtstreuung kdnnen bereits im
FSC (forward scatter) die Zellen nach ihrer GréRe und im SSC (side scatter)
bezuglich ihrer Granularitdt beurteilt werden. Granulozyten mit einer rauen
Oberflache und einer Vielzahl von Vesikeln streuen z.B. mehr Licht als T-Zellen. Die
Zellen werden durch monoklonale Antikérper gegen Zelloberflachenproteine
[Proteine der CD-Klassifizierung; (Cluster of differentiation)] identifiziert, die an
Fluoreszenzfarbstoffe gekoppelt sind. Bei der Passage eines Laserstrahls wird bei
markierten Zellen eine Fluoreszenz angeregt, die Informationen Uber die Expression
von Oberflachenproteinen liefert (Janeway, 2002) (Abbildung 11). Durchfluss-
zytometrische Messungen eignen sich sehr gut, um eine groRe Anzahl von Zell-
populationen mit bestimmten Eigenschaften aus Einzelzellsuspensionen innerhalb
eines kurzen Zeitintervalls (>1000 Zellen/sec) genau zu analysieren. So wurden in
der vorliegenden Arbeit z.B. 4 T-Zellsubpopulationen mit Hilfe von 6
fluoreszenzmarkierten Antikdrpern gleichzeitg analysiert. Ferner ist bei grol3en
Zellzahlen eine Quantifizierung mdoglich, da das emittierte Licht proportional zur
Antigendichte ist (Aghaeepour et al.,, 2013). Im Zellsorter werden zusatzlich zur
Identifizierung und Zellz&hlung gewtinschte Populationen in Auffanggefalle (z.B.
Falcons, Eppis) sortiert. Dazu wird eine elektrische Ladung erzeugt, die zur
Zellvereinzelung und Ablenkung geladener Tropfchen aus der Hauptrichtung des
Flissigkeitsstromes fihrt (Janeway, 2002). In der vorliegenden Arbeit wurden die
Daten Uberwiegend zweidimensional dargestellt, wobei die Fluoreszenzen zweier

Antikorper gegeneinander aufgetragen sind (Dot Plot).
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Abbildung 11: Prinzip der Durchflusszytometrie.

Bei der Durchflusszytometrie (FACS) werden Zellen mit Hilfe von Fluoreszenz-
markierten AntikGrpern gegen extra- oder intrazellulare Antigene detektiert. A) Die
aus Einzelzellsuspensionen stammenden markierten Zellen werden durch eine
Kapillare gedriickt. B) Sie wandern einzeln in einem Strom an einem Laser vorbei. C)
Photomultiplier messen die Lichtstreuung (scatter) und Fluoreszenzemission der
unterschiedlichen Farbstoffe. Die Daten werden an einen Computer geleitet und
analysiert [(modifiziert nach Janeway (Janeway, 2002); S.682)].

3.3.1.1  Herstellung von Einzelzellsuspensionen fur FACS

Einzelzellsuspensionen aus Herzgewebe

Die Maus wurde sachgerecht narkotisiert und das Herz entnommen. Mit Hilfe einer
BD Discardit'™ Il 5ml-Spritze wurde das Herz iiber die Aorta und tiber die Kammern
sehr gut mit Verdaupuffer gespult. Dabei nahm das Herz einen blasseren Farbton an.
Der rechte Ventrikel wurde entfernt, das Infarktgebiet herausgeschnitten und fir
spatere semiquantitative FACS-Angaben gewogen. Das Gewebe wurde in RPMI in
ein Cellstrainer® cell culture dish, das bereits mit einem Nylon-Sieb mit 40um
Maschenweite (BD Falcon™) bestiickt war, Uberfihrt und mit einer Schere
vorverkleinert. Dieser Arbeitsschritt verhinderte Gewebeverlust durch Umfullen. Nun
erfolgte der Gewebeverdau durch 30-mindtige Inkubation bei 37°C im Brutschrank
(5% CO,) mit einem Verdaupuffer aus Collagenase aus Clostridium histolyticum

(Sigma) und Protease aus Streptomyces griseus (Sigma) in RPMI. Das Gewebe
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wurde dann mit einem Spritzenstempel das Nylon-Sieb mit 40um Maschenweite

gerieben. Die Gewebeproben wurden bis zur weiteren Verarbeitung auf Eis gelagert.

Einzelzellsuspensionen aus Lymphoiden Organen und Blut

Milz und Lymphknoten wurden entnommen, in ein mit RPMI geflilltes Schéalchen mit
einem 40pm Sieb (BD Falcon™ cell strainer) uberfithrt und durchgerieben. Die
Suspension wurde in ein 15ml Falcon (BD) uberfihrt und 10 min bei 500G
zentrifugiert. Zur Lyse von Erythrozyten wurden im Falle der Milz nun fir 2 min 2ml
Erylyse-Puffer auf das Pellet gegeben und gut resuspendiert. Die Lyse-Reaktion
wurde mit PBS abgestoppt, die Suspension erneut 10 min bei 500G zentrifugiert, um
anschlieBend mit der FACS Farbung beginnen zu konnen. Die Zellsuspensionen
wurden stets auf Eis gelagert. Fur die Blutverarbeitung wurde bei Raumtemperatur
gearbeitet. Es wurde mit heparinisiertem retroobital gewonnenem Vollblut gearbeitet.
Die Kapillaren zur Blutentnahme waren mit Heparin benetzt; auch in die Eppis zur
Blutaufbewahrung wurden 5pl Heparin vorgelegt. Fur die Erythrozytenlyse und
spatere FACS-Farbung wurden 50ul Blut verwendet. Die Inkubation mit Erylyse-

Puffer dauerte hier 10min.

3.3.1.2 Durchfuhrung der FACS-Farbungen

Herz und lymphoide Organe

Mittels einer Neubauer Zahlkammer und dem polyanionischen Diazofarbstoff
Trypanblau wurde die Zellzahl in 1 ml der Suspension bestimmt. Hierbei handelt es
sich um eine Vitalfarbung, bei der tote Zellen durch Trypanblau dunkelblau angefarbt
werden. Lebende Zellen mit intakter Zellmembran hingegen nehmen den sauren
Farbstoff nicht auf und zeigen sich im Lichtmikroskop in weil3. Fur semiquantitative
FACS-Analysen war eine Zellzahl von 1x10° notwendig. Nach erneuter Zentrifugation
wurde die entsprechende Zellzahl in eine 96-well V Bodenplatte tberfuhrt. Die Zellen
wurden mit FACS-Puffer gewaschen (Zentrifugation fir 3 Minuten bei 500G),
unspezifische Fc-Bindungsstellen wurden mit TruStain fcX™ (anti-mouse CD16/32)
Antibody (1:100 in FACS-Puffer) geblockt. Fir die Oberflachenfarbung wurde nach

15-minatiger Inkubation auf Eis der spezifische Antikorper-Cocktail (25ul pro well) in
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doppelter Konzentration zugegeben. Es folgte die erneute Inkubation fir 15 Minuten
bei Raumtemperatur im Dunkeln. Die Zellen wurden erneut mit FACS-Puffer
gewaschen und fur die Messung in FACS-Puffer (Endvolumen 300pul) in 5ml
Polystyrene Round-Bottom Tubes (BD) Uberfihrt.

Fur eine intrazellulare Farbung wurde nach erfolgter Oberflachenfarbung (analog der
obigen Beschreibung) mit PBS gewaschen. Das Pellet wurde in 100ul FixPerm
resuspendiert (1:4 Fixation/ Permeabilization Concentrate in  Fixation/
Permeabilization Diluent; eBioscience) und fur 30 Minuten bei Raumtemperatur in
FixPerm  inkubiert.  AnschlieBend erfolgten  zwei  Waschschritte  mit
Permeabilisierungspuffer (1:10 Permeabilization Buffer in Aqua ad iniectabilia Braun),
auch die intrazellularen Antikbrper wurden in Permeabilisierungspuffer angesetzt.
Das Pellet wurde in 25ul Antikdrper-(Cocktail) in einfacher Konzentration fir 15
Minuten inkubiert und anschlieRend zweimal mit Permeabilisierungspuffer
gewaschen. Das Pellet wurde danach in FACS-Puffer (Endvolumen 300pl)
aufgenommen und in 5ml Polystyrene Round-Bottom Tubes (BD) tberfuhrt.

Blut

Die Blutfarbungen erfolgten nach dem oben beschriebenen Protokoll. Hier erfolgte
kein Blocking-Schritt; sowohl bei dem eingesetzten Blutvolumen als auch bei dem
verwendeten Antikérpervolumen handelte es sich um 50ul. Die Inkubationszeiten mit

FixPerm wurden auf 45 Minuten erweitert.

Alle  Proben wurden je nach Fragestellung an einem FACS Calibur
Durchflusszytometer (BD) oder einem Multi-Laser Durchflusszytometer LSR 1l (BD)

gemessen. Die Auswertung der FACS Plots erfolgte mit Hilfe von FlowJo.

3.3.1.3 Sort

Zum Sorten von Endothelzellen und CD4" T-Zellen aus dem ischamischen und
reperfundierten Teil des Myokards wurde analog zum FACS-Protokoll gearbeitet. Die
Herzen wurden auf einer Glasplatte mit Hilfe einer extradinnen Rasierklinge
(Wilkinson) zerkleinert. Das Herzgewebe wurde mit 3 mg/ml Collagenase Type 2,
360 u/mg (Worthington) in RPMI Medium fur 35min bei 37°C im Brutschrank (5%
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CO,) verdaut. Pro Narbe wurde mit einem Volumen von 3ml Verdaupuffer gearbeitet.
Anschlie3end erfolgten analog zur FACS-Farbung das Durchreiben durch das Nylon
Siebchen und die Zentrigugation bei 500G. Anstatt mit 40pum Nylon Siebchen (BD)
wurde zum Sorten von Endothelzellen mit 200um Siebchen gearbeitet. Die Reaktion
wurde mit 12 ml BSS/ BSA abgestoppt. Die Proben wurden in RPMI mit 5% FCS und
Antibiotika-Zusatz (Streptomycin, Chloramphenicol) geblockt und gefarbt. Vor dem
Sort wurden die Proben in 5ml Polystyrene Round-Bottom Tubes mit Cell-Strainer
Cap filtriert. Die Zellen wurden mit freundlicher Unterstitzung von Christian Linden
(Institut fur Virologie und Immunbiologie, Wirzburg) an einem FACS Aria lll-Sorter

isoliert.

3.3.2 MACS

Die MACS (magnetic cell separation) -Aufreinigungen wurden mit einem
QuadroMACS™  Separator  (Miltenyi)  durchgefiihrt.  Einzelzellsuspensionen
lymphoider Organe wurden wie oben beschrieben hergestellt. Zellzahlen wurden mit
Trypanblau ermittelt. CD4" T-Zellen wurden mit Hilfe des CD4" T Cell Isolation Kit II,
mouse (Miltenyi) genau nach Angaben des Herstellers negativ isoliert. Die Reinheit
betrug mindestens 80%. Ein Vorteil der Negativisolation ist, dass die Zielzellen nicht
durch Fluoreszenzmarkierung verandert werden. Die CD4" Fraktion wurde weiter
verwendet, um CD25" und CD25" uber positive Selektion zu gewinnen. Dazu wurden
die Zellen mit anti-CD25PE-Antikérper (Klon PC 61; 10l fir 10 Zellen) inkubiert.
Markierte Zellen wurden dann mit Hilfe des Anti-PE-MicroBead Kits (Miltenyi)
gewonnen. Dies geschah ebenfalls genau nach den Angaben des Herstellers. Zur
Aufreinigung von CD4 Zellen kamen LD MACS® Separation Columns zum Einsatz,
bei der weiteren Aufreinigung von CD25 Zellen LS MACS® Separation Columns
(Miltenyi).
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3.4 Molekularbiologische Methoden

3.4.1 Quantitative RT-PCR

Bei der quantitativen real time Polymerasekettenreaktion (QRT-PCR) wird die RNA in
DNA konvertiert und durch eine klassische Polymerasekettenreaktion (PCR,
polymerase chain reaction) amplifiziert. Gemessen wird die Anzahl an PCR-Zyklen,
die notwendig ist, um ein gegebenes RNA-Transkript zu amplifizieren, welches direkt
mit dem Expressionslevel korreliert (Meister, 2011). Die Akkumulation des PCR-
Produkts wird mit Hilfe eines fluoreszierenden Reportermolekiils, einer TagMan®-
Sonde oder des Farbstoffs SYBR® Green, gemessen. Proportional zum steigenden
Amplifikationsprodukt steigt auch die Fluoreszenz, die vom Fluorophor emittiert wird
(Introduction to Gene Expression, Getting Started Guide; Applied Biosystems by life
technologies™:  http://www.appliedbiosystems.com/absite/us/en/home/applications-
technologies/real-time-pcr/tagman-probe-based-gene-expression-analysis.html).

34.1.1 RNA-Isolation

Die Gesamt-RNA aus Gewebe wurde mit Hilfe des RNeasy® Mini Kits von Qiagen
(Cat.-No.: 74104) nach den Angaben des Herstellers isoliert. Dazu wurden die 24h
bei 4°C in RNAlater solution aufbewahrten und mit flissigem Stickstoff
schockgefrorenen Proben (ca. 20mg pro Probe) zuerst mit Hilfe eines stark
denaturierenden Guanidin-Thiocyanat enthaltenden RTL-Puffers (600ul) mit dem
TissueRuptor lysiert und homogenisiert (13.000 U/min; 2min). Dabei wurden Rnasen
inaktiviert. 500ul des klaren Uberstands wurden in ein neues Eppendorf cap
Uberfuhrt und mit demselben Volumen 70 %-igem Ethanol versetzt, um passende
Bindungsbedingugen auf der Saule zu erzeugen. Von dem Gemisch wurden 700yl
auf eine RNeasy Mini spin Silica-Saule mit Collector Tube gegeben und 15sec bei
10.000rpm zentrifugiert. Das Eluat wurde verworfen, das Eppendorf cap
wiederverwendet und 700ul RW1 Puffer, der ebenfalls Guanidin Thiocyanat enthielt,
auf die Saule gegeben und 15sec bei 10.000 rpm zentrifugiert. Derselbe Vorgang
wurde zweimal mit RPE Waschpuffer wiederholt. Die S&dule wurde vorsichtig aus dem
Eppendorf cap genommen, um kein Ethanol zu verschleppen, auf ein neues 2ml

Eppendorf safe-lock tube gegeben und 1 min bei 13.000 rpm zentrifugiert. Die S&ule
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wurde erneut auf ein 2ml Tube umgesetzt und 1min bei 13.000 rpm zentrifugiert.
RNA wurde mit 40ul Rnase freiem Wasser eluiert. Die RNA Konzentration wurde
anschlieBend mit Qubit Fluorometer bestimmt. Die Reinheit der isolierten RNA wurde
mittels eines Agilent 2100 Bioanalyzers bestimmt.

Zur Isolation von RNA aus gesorteten Zellen wurde das RNeasy® Micro Kit (50) von
Qiagen (Cat.-No.: 74004) verwendet. Die Zellen wurden dazu direkt in 2M DTT-
haltigen RLT-Puffer gesortet und anschlieBend bis zur weiteren Verarbeitung in
flussigem Stickstoff aufbewahrt.

3.4.1.2 RNA-Amplifikation

Nach der Isolation von RNA aus gesorteten Zellen musste diese zuerst amplifiziert
werden, um fur gRT-PCR-Arrays eingesetzt werden zu kdénnen, da die Ausbeute an
Gesamt-RNA aus den Zellen niedriger als 1ng war. Dazu wurde das ExpressArt
MRNA Amplification Kit C&E Trinucleotide mRNA amplification Pico Kit (#6399-A15,
AmpTec) genau nach den Angaben der Herstellers verwendet. Besonders wichtig fur
eine Amplifikation mit diesem Kit ist die Abwesenheit von freier genomischer DNA, da
die Methode auch sensitiv fur kontaminierende DNA-Fragmente ist. Amplifiziert
werden bevorzugt mRNAs mit Selektion gegen rRNAs. In drei Amplifikationsrunden
folgen jeweils 5 Schritte aufeinander: Einzelstrang cDNA-Synthese, Template DNA-
Synthese, Saulenaufreinigung der Template DNA, Amplifikation via in vitro
Transkription, aRNA-Saulenaufreinigung. Der Erfolg der Amplifikation wurde durch
Mitfihren einer Positivkontrolle (Gesamt-RNA; 100 ng/ul) gewahrleistet. Der Gehalt
an RNA wurde nach der zweiten und dritten Amplifikationsrunde durch Messungen

am Nanodrop bestimmit.

3.4.1.3 Herstellung von cDNA

Zur Herstellung von cDNA aus isolierter RNA wurde zuerst ein Dnase Verdau mit
AMP-D1 (Sigma) durchgefiihrt. Dazu wurde die RNA-LOsung (bis zu einer maximalen
Konzentration von 1ug) mit Puffer und Dnase versetzt und mit Wasser aufgefullt.

Nach einer Inkubationszeit von 15 min bei Raumtemperatur wurde die Reaktion
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abgestoppt und 10 min bei 70°C inkubiert. cDNA wurde mit iScript (Bio-Rad)
synthetisiert. Dazu wurden 11l Dnase-L6sung, 4ul Puffer, 1ul reverse Transkriptase
und 4pl Wasser eingesetzt. Die PCR (Polymerasekettenreaktion) zum Umschreiben
von RNA in cDNA wurde im Thermocycler Biometra nach folgendem Gradienten
gefahren: 25°C (5 min); 42°C (30 min); 85°C (5 min); 4°C (hold). Anschliel3end

wurden die Proben bis zur Verwendung bei -80°C gelagert.

3.4.1.4 TagMan®-Assay basierte qRT-PCR

Die hergestellte cDNA wurde vor der weiteren Verwendung 1:10 mit Nuklease-freiem
Wasser verdunnt. Anschlieend wurde der Master Mix hergestellt. Es wurde mit

einem Probenvolumen von 25ul gearbeitet.

25,00 pyl Ansatz:

12,50 pl TagMan® Gene Expression Master Mix (2x)
1,25 pl ABI Sondenmix
6,25 pl H.O
5,00 pl cDNA

AnschlieRend wurden die 96-well iCycler iQ® PCR-Plates pipettiert und mit
Microseal® ‘B° Seals verschlossen. Von allen Proben wurden Dreifach-
Bestimmungen angesetzt, ebenso von den Leerwerten fir alle Gene. Alle Sonden
waren FAM-markiert. Die RT-PCR wurde mit Hilfe des iCyclers (BioRad)
durchgefiihrt. Bei Verwendung der TagMan® Technologie kam folgendes

Temperaturprofil zum Einsatz (Tabelle 10):
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Parameter Temperatur Zeit Anzahl der Zyklen
UNG-Verdau 50°C 2 min -

Initiale Denaturierung | 95°C 10 min -

Denaturierung 95°C 15 sec 40

Annealing, Elongation | 60°C 1 min

Kuhlphase 15°C hold -

Tabelle 10: Geratekonditionen einer gqRT-PCR.

Alle Zielgene wurden auf das Housekeeping Gen GAPDH (Glycerinaldehyd-3-
phosphat-Dehydrogenase) normiert. Die erhobenen Daten wurden Excel-gestitzt

ausgewertet.

3.4.15 Kommerzielle qRT-PCR Arrays

Um bei bestimmten Fragestellungen zur Zytokinexpression im infarzierten
Herzgewebe (PAMM-011-ZA-2), zur T-Zell-Differenzierung (PAMM-503ZA-2) oder
Endothelzellbiologie (PAMM-015ZA-2) ein breit angelegtes Screening zu
ermoglichen, kamen auch kommerzielle RT2 Profiler™ PCR Arrays der Firma Qiagen
zum Einsatz. So konnte pro Array die Expression von 84 Genen gleichzeitig Uberprift
werden. Die Durchfiihrung der Arrays erfolgte gemaf dem Handbuch der Firma
Qiagen. Die cDNA wurde mit Hilfe des RT? First Strand Kits (Qiagen) synthetisiert.
Die Detektion lief tber SYBR Green (Qiagen). Auch waren die iCycler-Konditionen
verkirzt. So erfolgte ein Hot Start mit Aktivierung der Tag-Polymerase bei 95°C (10
min), gefolgt von 40 Zyklen aus Denaturierung (95°C; 15 sec), Annealing und
Elongation (60°C; 1 min). Zur Analyse der erhobenen Daten wurde bei kommerziell
erworbenen RT2 Profiler PCR Arrays der Firma Qiagen die web-basierte RT2 Profiler

PCR Array-Analyse-Software der Firma verwendet.
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3.4.2 SDS-Page und Western Blot

Prinzip Tankblotting (Bittner et al., 1980),(Lottspeich, 2006):

Bei der SDS-Page (SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese) werden Proteine durch
Erhitzen auf 90°C denaturiert und mit dem Detergens SDS (Sodiumdodecylsulfat)
beladen. Das SDS ist im 4x Lammli-Puffer enthalten. Durch die Beladung mit SDS
erhalten alle Proteine eine gleichmaRige negative Ladung und stol3en sich
gegenseitig voneinander ab. Zusatzlich reduziert im Puffer enthaltenes B-
Mercaptoethanol die Disulfidbricken in den Proteinen. Sekundar- und
Tertiarstrukturen der Proteine werden zerstort. Das Trennprinzip dieser Methode ist
somit das Molekulargewicht (Wolfgramm, 2005). Grof3ere Molekile werden bei lhrer
Wanderung durch das Gel starker gebremst als kleinere. Als Elektrophorese-Trager
kommen Polyacrylamidgele zum Einsatz, die aus Acrylsaureamid-Bisacrylamid als
Quervernetzer hergestellt werden. Tetramethylethylendiamin (TEMED) dient als
Radikalstarter, Ammoniumperoxydisulfat (APS) als Radikal-Bildner. An das
Gelsystem wird eine Spannung angelegt. Die negativen Teilchen wandern zur
Anode. In der vorliegenden Arbeit wurde eine diskontinuierliche SDS-Page
verwendet (Lottspeich, 2006); die Proteine wurden zuerst durch ihre Wanderung
durch ein Sammelgel mit pH 6,8 aufkonzentriert und anschlieRend durch ein
Trenngel mit pH 8,6 aufgetrennt. Die genauen Zusammensetzungen von Trenn- und
Sammelgel sind im Materialteil (Tabelle 5: Losungen, Puffer und Gele) beschrieben.
Im Western Blot werden die in der SDS-Page aufgetrennten Proteine auf eine
Nitrocellulosemembran Ubertragen und mittels Primar- und Sekundarantikdrpern
detektiert.

Durchfihrung:

Zur Herstellung eines Herzlysats wurden ca. 20mg gefrorenes Narbengewebe in
Eppi Uberfuhrt, 200ul Cell Lysis Buffer (1:10 verdinnt in Wasser) mit 2000mM PMSF
in Ethanol (1:100) zugegeben und mit einem Tissue Ruptor zerkleinert. Die
Proteinbestimmung erfolgte mit dem Qubit Fluorometer. Die gewilnschte
Konzentration an Proteinlysat wurde mit 4x Lammli Puffer bei 95°C im Heizblock
aufgekocht. Fur die SDS-Page wurde ein Mini Protean® Gelsystem (BioRad) mit

1.00mm Gelen verwendet.
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Die experimentelle Durchfihrung der SDS-Page mit anschlielBendem Blotten erfolgte
nach dem von Dr. Benjamin Vogel (AG Frantz) optimierten Vorgehen (Vogel). Zuerst
wurde das Trenngel bis knapp unter den Rand der Glasplatten des Gelsystems
gegossen und langsam mit Aqua dest. tUberschichtet. Sobald das Trenngel fest war,
wurde das Wasser vorsichtig abgegossen, das Sammelgel hinzugegeben und ein
feiner Kamm mit 10 Taschen eingesetzt. Nach dem Auspolymerisieren des
Sammelgels wurde der Kamm entfernt, die Gele in das Gelsystem eingebaut und
SDS-Laufpuffer in die Kammern gegossen. Die Taschen wurden mit Hilfe von
Gelloader Tips mit 30ul Probenvolumen befiillt. 10ul Page Ruler wurden als Ladder
aufgetragen. Um Fehler zu vermeiden, wurde das Beladungsschema bereits vor
Versuchsbeginn schriftlich festgelegt. Der Deckel wurde auf die Kammern aufgesetzt
und tiber den PowerPac™ HC eine konstante Spannung von 120V angelegt. Nach
ca. 2-3 h war die Elektrophorese beendet.
Nun folgte der Western Blot mit Hilfe des Trans-Blot®-Systems (BioRad). Es handelte
sich um die Wetblot-Methode. Bereits wahrend der Laufzeit der SDS-Page wurde der
Blotpuffer frisch angesetzt (1L fur einen Transfer) und bis zur Benutzung bei -20°C
im Kuhlraum aufbewahrt. Whatman-Filterpapiere und die Nitrocellulosemembran
wurden in GelgroR3e zugeschnitten und ebenso wie die Schwamme fur 10 min in
Blot-Puffer eingelegt. Am Ende der SDS-Page wurde das Mini Protean® Gelsystem
auseinandergebaut, das Sammelgel wurde vom Trenngel mit einem Skalpell
abgelost. Auch das Trennel wurde im Blot-Puffer eingelegt. Nun wurde das Trans-
Blot®-System in der angegebenen Reihenfolge nach dem ,Sandwich-Prinzip* von
unten nach oben aufgebaut: schwarze Seite des Beladungstragers nach unten,
grober Schwamm (fiber pad), Whatman-Filterpapier, Gel, Nitrocellulosemembran,
Whatman- Filterpapier, grober Schwamm, durchsichtige Seite des Beladungstragers.
Um Blasen zwischen dem Gel und der Nitrocellulosemembran zu vermeiden, wurde
vorsichtig durch Rollen eines Falcons auf dem Gel die Luft entfernt (Vogel). Das Gel-
Paket wurde zusammen mit einem Coolpack in die Blotvorrichtung eingesetzt, Blot-
Puffer eingefullt, der Deckel aufgesetzt und der Transfer 1h bei 50V und 180 mA auf
Eis durchgefuhrt.
Nach dem Blotten wurde die Membran in eine Klvette Gberfihrt und gut mit Aqua
dest. gespult, um Salze zu entfernen. Anschliel3end wurde bis zur Rot-Farbung der
Banden mit Ponceau S Solution 0.1% (w/ v) inkubiert und wiederum mit Aqua dest.
gewaschen. Nun waren die aufgetrennten Proteine sichtbar. Die Membran wurde in
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einer Klarsichtfolie eingescannt. Die Membran wurde 3x 5 min mit TBST (16g NaCl,
40ml Tris/ HCI, 2ml Tween 20 ad 2000ml H,O) gewaschen. Geblockt wurde die
Membran mit 5% Nutri Dry Milk in TBST 1h bei Raumtemperatur (RT). Die Membran
wurde mit dem Priméarantikorper bei RT fir 1h inkubiert. Der Priméarantikorper far
Osteopontin wurde 1:5000 in 5% Milch eingesetzt. Die Membran wurde 3x 5 min mit
1x TBST gewaschen und anschlie3end bei RT fur 30 min mit Sekundarantikbprer
inkubiert. Der Sekundarantikdrper anti-rabbit IgG-HRP wurde ebenfalls 1:5000 in 5%
Milch eingesetzt. Erneut wurde kurz mit TBST gespuilt und 3x 5 min mit TBST
gewaschen. Die Membran wurde 2 min lang unter Pipettieren mit 2ml ECL
(Enhanced Chemilumineszenz)-Reagenz benetzt, danach zigig in einer Klarsichtfolie
verpackt und die Banden wurden in der Dunkelkammer per Rontgenfilm mit einer
Entwicklungsmaschine Ecomax'™ detektiert. Die Quantifizierung der Banden erfolgte
Uber ImageJ.

Um einen Western Blot mehrmals verwenden zu kénnen und verschiedene Antigene
aus den gleichen Proben nachweisen zu kénnen, wurde die Nitrocellulose-Membran
30 min mit einem Restore ™ Western Blot Stripping Buffer im Brutschrank inkubiert,
mit demineralisiertem Wasser gewaschen und 30 min bei RT unter Schwenken auf
dem Schittler mit 10 % Milch in TBST abgesattigt. Nun war eine Inkubation mit
neuen Primar- und Sekundarantikbérpern moéglich. mGAPDH wurde 1:100.000 und
anti-mouse HRP 1:20.000 in Milch verdiinnt eingesetzt.
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3.5 Statistische Auswertung

Alle Daten sind als Mittelwert = Standardfehler (SEM; standard error of the mean)
angegeben. Statistische Berechnungen wurden mit dem Student'schen T-Test
durchgefuhrt, wenn ein Parameter in zwei unabh&angigen Vergleichsgruppen
analysiert wurde. Auch wurde die Varianzanalyse (analysis of variance; ANOVA)
verwendet. So kam der one-way ANOVA zum Einsatz, wenn Vergleiche eines
Parameters zwischen mehr als zwei Gruppen durchgefiihrt werden sollten. Sollten
zur Erklarung der Zielvariablen zwei Parameter herangezogen werden, wurde die
zweifaktorielle Varianzanalyse (two-way ANOVA) mit post hoc Bonferroni Test
angewandt. Unterschiede zwischen Messgrof3en wurden als signifikant bezeichnet,
wenn die Wahrscheinlichkeit p fir den Fehler 1. Art kleiner 5 % war (p<0,05)
(Bultmann, 2012). Ein Fehler 1. Art (a-Fehler) liegt vor, wenn eine Arbeitshypothese
falschlicherweise abgelehnt wird (Muller, 2013). Zur statistischen Analyse und
Erstellung von Graphen wurde die Software Graph Pad Prism 4 verwendet (* p<0.05;
**p<0.01; ***p<0.001).
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4 Ergebnisse

4.1 Akkumulation von T-Zellen im Myokard nach Ischamie-

Reperfusion

Zuerst wurde mittels Immunfluoreszenz (IF) in Wildtyp-Tieren (WT) Uberpruft, ob die
experimentelle myokardiale Ischamie-Reperfusion versus Scheinoperation (sham)
die Frequenz an T Zellen im Herzen verandert. Zur Detektion von Leukozyten wurde
ein anti-Ratte CD45 Antikérper verwendet, fir Gesamt-T-Zellen kam ein Antikorper
gegen CD3 zum Einsatz, der mit dem Antigenrezeptor von T-Zellen assoziiert ist. Im
ischamischen und reperfundierten Areal des Myokards waren mehr CD45" und CD3"
Zellen nachweisbar als im scheinoperierten Myokard (Abbildung 12).

sham

I/ 24h R

Abbildung 12: Immunfluoreszenz von CD3" T-Zellen im Herzen.

Nach Ischamie-Reperfusion waren histologisch deutlich mehr CD3" Zellen im
betroffenen Myokard nachweisbar als im Myokard von sham-operierten Tieren. CD3"
T-Zellen sind in pink dargestellt, Kerne in blau (DAPI), grin ist die Autofluoreszenz
der Kardiomyozyten (20x Vergrof3erung).

Um die histologischen Erkenntnisse zu quantifizieren, wurden durchfluss-
zytometrische Messungen (FACS) durchgefiihrt. Es zeigte sich, dass die absoluten
Zellzahlen an CD45" Leukozyten und CD45°CD3" T Zellen 24h nach Induktion des

Reperfusionsschadens signifikant anstiegen (sham versus I/ R: CD45": 8,1+1,8
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versus 14,5+1,5*10° Zellen absolut; p=0.03; CD45'CD3": 8,1+2,6 versus
88,4+21,0*10° Zellen absolut; p=0,02; [n=7]; Abbildung 13).
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Abbildung 13: Quantifizierung von CD45" und CD3" Zellen im Herzen.
Absolute Zellzahlen zeigten eine signifikante Zunahme an A) CD45" Leukozyten und
B) CD3" T-Zellen nach 30 Minuten Ischamie und 24h Reperfusion (T-Test).

Um den Beitrag von T-Zellen zum Reperfusionsschaden besser zu verstehen, wurde
mit Hilfe von FACS im Anschluss eine Kinetik der myokardialen Infiltration von T-
Zellen und deren Subpopulationen erstellt. Dazu wurde stets eine 30-minutige
Ischamie induziert, als Reperfusionsdauer wurden die Zeitpunkte 3h, 6h, 18h und
24h gewahlt. Als Kontrolle wurden sham-operierte Tiere mitgefuhrt. Untersucht
wurden CD4", CD8" T-Zellen und NK 1.1* T-Zellen sowie y:& T-Zellen.

Abbildung 14 zeigt die Gating-Strategie zur Bestimmung der CD4" und CD8" T-Zell-
Subset-Frequenzen aus dem Herzen nach Operation (I/ R). Analog dazu wurden
auch NK T-Zellen und y:6 T-Zellen gegeneinander aufgetragen. Die Gating-Strategie
zur Analyse lymphoider Organe und Blut begann stets mit dem Vorgaten auf das live-
Gate.
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Abbildung 14: Gating-Strategie von T-Zell-Subpopulationen aus dem Herz.

Um T-Zell-Subpopulationen zu charakterisieren, wurde auf CD45" Leukozyten
vorgegatet (Plot 1). Daraus wurden CD3" T-Zellen detektiert (Plot 2). AbschlieRend
konnten CD4" und CD8" T-Zellen detektiert werden (Plot 3).

Interessanterweise zeigte sich, dass die relative Zusammensetzung der T-Zell-
Subpopulationen nahezu konstant Uber die Reperfusionszeit (3h, 6h, 18h, 24h) war.
NK1.1" NK T-Zellen und y:5 T-Zellen stellten die Minderheit dar, wahrend CD4" zu
allen Zeitpunkten zwischen 35 und 45% und CD8" T-Zellen zwischen 24 und 30%
der CD3" T-Zellen ausmachten. Abbildung 15 veranschaulicht die prozentuale
Zusammensetzung von T-Zell-Subpopulationen im Zeitverlauf von 3h, 6h, 18h und
24h Reperfusionsdauer nach 30-miniitiger Ischamie (24h: CD4" T-Zellen: 44,2+1,2%;
CD8" T-Zellen: 24,2+2 5%:; NK T-Zellen: 12,8+0,7%; y:8 T-Zellen: 6,3+0,4%; [n=3 pro

Zeitpunkt]) versus Scheinoperation.
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Abbildung 15: Reperfusionsabhangige Kinetik der T-Zell-Infiltration ins Herz nach 30
min Ischamie.

Trotz unterschiedlicher Reperfusionsdauern von 3h bis 24h war die relative T-Zell-
Subset Komposition Uber die Zeit hinweg nahezu unverandert.

Zusatzlich sollte die Lokalisation von CD4" T-Zellen im ischamisch-reperfundierten
Herzgewebe weiter aufgeklart werden. Dazu wurde eine Immunfluoreszenz auf
Kryoschnitten angefertigt. Viele CD4" T-Zellen zeigten eine Kolokalisation zu
Kardiomyozyten (47,3%) und Endothelzellen (32,7%), ein kleiner Anteil lag aber auch
frei im Gewebe vor (Abbildung 16).

Phalloidin

I/ 24h R

Phalloidin

Abbildung 16: Immunfluoreszenz von CD4" T-Zellen im Herzen.

Der Hauptanteil von CD4" T-Zellen befand sich entweder in direkter Nahe zu
Kardiomyozyten oder zu Endothelzellen. CD4" sind in pink dargestellt. Zur Detektion
von bona fide Endothelzellen wurde Lektin (rot) eingesetzt, fir Kardiomyozyten
Phalloidin (griin). Zellkerne sind in blau dargestellt (40x Vergré3erung).
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Zusatzlich wurde auch die Subpopulation der regulatorischen T-Zellen in der
Immunfluoreszenz untersucht. Es waren insgesamt sehr wenige Foxp3™ T-Zellen im
Myokard nachweisbar, und zwar nur nach Ischamie-Reperfusion (Abbildung 17),

wéhrend in sham-Herzen keine regulatorischen T-Zellen gefunden wurden.

merge
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Abbildung 17: Immunfluoreszenz von Foxp3" regulatorischen T-Zellen im Herzen.
Im Myokard waren nach Ischamie-Rreperfusion vereinzelt Foxp3® regulatorische T-
Zellen (pink) nachweisbar (DAPI: blau; 40x Vergrof3erung).

Nach myokardialer Ischamie und Reperfusion konnte im Narbengewebe ein
signifikanter Anstieg an Leukozyten und deren Subpopulation an CD3" T-Zellen
nachgewiesen werden. CD4" T-Zellen bildeten den Hauptanteil der infiltrierenden
CD3" T-Zellen; nach Infarkt waren vereinzelt regulatorische T-Zellen im Myokard

nachweisbar.

4.2 Aktivierungsstatus von T-Zellen nach Ischamie-Reperfusion

In den folgenden Experimenten lag der Schwerpunkt auf den beiden als
Hauptpopulationen identifizierten Subtypen, CD4" und CD8" T-Zellen. Um die
Relevanz der Zellen im Zusammenhang mit dem myokardialen Ischamie-
Reperfusionsschaden zu bestarken, wurde der Aktivierungsstatus der beiden
Zelltypen uberprift. Aufgrund der geringen Zelldichte im Herzen war ein Nachweis in
der Durchflusszytometrie schwierig und hatte enorme Tierzahlen gefordert. Deshalb
wurde die Analyse des Aktivierungsstatus aus Herz-drainierenden mediastinalen
Lymphknoten und dem Blut ischdmie-reperfundierter versus scheinoperierter
Wildtyp-Tiere durchgefuhrt. Dazu wurden die Aktivierungsmarker CD69, CD25,
CD44, CD62L und CD154 verwendet.
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42.1

Aktivierungsstatus von T-Zellen aus mediastinalen Lymphknoten

nach Ischamie-Reperfusion

Zuerst wurde die Expression des Markers CD69 nach 3h und 24h Reperfusion auf

CD4" T-Zellen und CD4'C25" regulatorischen T-Zellen aus Herz-drainierenden

mediastinalen Lymphknoten versus scheinoperierten Tieren untersucht. Es zeigte

sich innerhalb der ersten Stunden der Reperfusion eine Zunahme der Frequenzen
von CD69" CD4" T-Zellen (p>0,05; Abbildung 18A). Ein d@hnliches Bild ergab sich bei

regulatorischen T-Zellen. Interessanterweise zeigte sich nach 24h Reperfusion auch

ein Anstieg an CD69" konventionellen T-Zellen versus sham (n.s., [n=3]; Abbildung

18B).
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Abbildung 18: CD69-Expression auf CD4" T(reg) mLN-Zellen.
In den frihen Reperfusionsstunden (3h, 24h) zeigte sich bereits ein moderater
Anstieg der Frequenzen an A) CD4'CD69" und B) CD4'CD25'CD69" T-Zellen
(graue Balken, rechte y-Achse) sowie CD4'CD25CD69" T-Zellen (weiRe Balken,
linke y-Achse;p>0,05; [n=3]).
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Analog zu den Erkenntnissen aus obigem Experiment zeigte sich auch eine
moderate Regulation der friilhen Aktivierungsmarker CD25 und CD154 auf CD4" T-
Zellen mediastinaler Lymphknoten (Abbildung 19). Die Gruppe der naiven Tiere
verhielt sich zur Gruppe der scheinoperierten Tiere jeweils nahezu identisch. Auch
hinsichtlich des Proliferationsmarkers Ki67 fand sich auf CD4" T-Zellen im mLN nach
30 min Ischamie und 24h Reperfusion kein Unterschied (CD4'Ki67" T-Zellen: WT
naiv vs. I/ R: 12,8+£0,7 vs. 11,1+3,8%; n.s.; [n=4]).
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Abbildung 19: CD25-, CD154- und CD44-Expression auf CD4" mLN-T-Zellen.
Die Aktivierungsmarker A) CD25 B) CD154 und C) CD44 waren nach 24h
Reperfusion auf CD4" T-Zellen nicht signifikant reguliert, (T-Test; p>0,05).
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4.2.2 Aktivierungsstatus von zirkulierenden T-Zellen nach Ischamie-
Reperfusion

In der Zirkulation fand sich nach 30 min Ischamie und 24h Reperfusion ein Anstieg
an CD4" T-Zellen, die fur die Marker CD69 und CD25 positiv waren. Die Marker
CD44 und CD154 waren hier im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant
hochreguliert (Abbildung 20 A-D). Der Marker CD62L war hingegen nicht reguliert
(CD4'CD62L" T-Zellen: WT sham vs. I/ 24h R: 31,1+2,9 vs. 28,7+2,3; [n=3]; n.s.; T-
Test).
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Abbildung 20: Aktivierungszustand von zirkulierenden CD4" T-Zellen.

Nach 3h und 24h Reperfusion waren CD4" WT T-Zellen im Blut positiv fiir A) CD69
versus sham ([n=3]; ANOVA), nach 24h Reperfusion zeigte sich ein Anstieg an B)
CD4'CD25%([n=3]), C) CD4"CD44" ([n=3]) und D) CD4'CD154" T-Zellen ([n=6]), der
im Falle von CD44 und CD154 sigifikant war (A-C:T-Test).
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In Bezug auf die Regulation des Markers CD69 auf zirkulierenden CD25" T-Zellen
fand sich der Peak nach 24h Reperfusion. Auch CD25CD69" konventionelle T-Zellen
waren vorhanden (Abbildung 21).
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Abbildung 21: Aktivierungszustand von zirkulierenden CD4"CD25" und CD4'CD25
T-Zellen.
Bereits nach 3h Reperfusion zeigte sich in der Zirkulation eine Aktivierung von
CD4'CD25" regulatorischen T-Zellen (graue Balken, rechte y-Achse) und
CD4'CD25 konventionellen T-Zellen (weiBe Balken, linke y-Achse; n.s.; [n=2];
ANOVA).

Auf CD8" T-Zellen aus dem Blut von WT-Tieren waren nach 24h Reperfusion keine
Aktivierungsmarker signifikant reguliert (WT sham vs. I/ R: CD8'CD25": 2,7+0,7 vs.
5,7+1,2%; CD8'CD62L": 19,4+2 3 vs. 17,1+0,9%; [n=3]; n.s.; T-Test).

Zusammengefasst wurde also gezeigt, dass 30 min Ischamie und 24h Reperfusion
eine Aktivierung von CD4" T-Zellen induzieren. Dabei treten v.a. im peripheren Blut

signifikant mehr aktivierte T-Zellen binnen Stunden nach Reperfusion auf.
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4.3 CD4" Foxp3® regulatorische T-Zellen als Mediatoren des

myokardialen Reperfusionsschadens

Im Folgenden wurden verschiedene Knockout-Mause eingesetzt, um die Relevanz
von T-Zell-Subpopulationen fir die myokardiale Ischamie-Reperfusion spezifischer
eingrenzen zu kdénnen.

Zuerst wurden CD8 Knockout (KO) Tiere eingesetzt, um einen maoglichen
spezifischen Effekt von CD8" T-Zellen im myokardialen Reperfusionsschaden zu
analysieren. Nach standardisierter Induktion von Ischamie (30min) und Reperfusion
(24h) wurde mittels Evans™ Blue/ TTC-Farbung gezeigt, dass sich die InfarktgréRe
per area at risk (INF/ AAR) nicht signifikant anderte (WT vs. CD8 KO: INF/AAR:
84,8+4,3 vs. 65.6+£8.5%; n.s.) (Abbildung 22).
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Abbildung 22: InfarktgroRenbestimmung im CD8 KO.

Die Abwesentheit von CD8" T-Zellen schiitzt nicht vor myokardialem
Reperfusionsschaden. Die Infarktgro3e per area at risk (INF/ AAR) war in der
Evans'Blue/ TTC-Farbung nicht signifikant versus der WT-Gruppe verandert ([n=5];
ANOVA). Reprasentative Bilder von Evans Blue/ TTC-Schnitten eines WT-Tieres und
eines CD8 KO-Tieres sind gezeigt.

Nachdem eine Aktivierung von CD4" T-Zellen durch myokardiale Ischamie-
Reperfusion gezeigt werden konnte, wurden als nachstes CD4" T-Zell-defiziente
Tiere (CD4 KO, The Jackson Laboratories) eingesetzt. Wie beschrieben wurde auch
in CD4 KO und WT-Tieren fur 30 min die linke Koronararterie ligiert, wiedereroffnet
und 24h lang einmalig reperfundiert. Es zeigte sich, dass CD4 KOs bei

vergleichbarer area at risk (WT vs. CD4 KO: AAR: 55,2+5,9 vs. 51,8%£6,6%; n.s.)
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deutlich kleinere Infarkte (WT vs. CD4 KO: 43,1+7,2 vs. 24,2+2,5%) entwickelten als
WT-Tiere, mit signifikantem Unterschied im Infarkt per area at risk (INF/ AAR: WT vs.
CD4 KO: 84,8%+4,3 vs. 47,6x7,1%;p<0,01;[n=4]; ANOVA; Abbildung 23). Anhand
dieser zusatzlichen Erkenntnisse zum Phanotyp der CD4 KOs konzentrierten sich die

folgenden Experimente auf CD4" T-Zellen.
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Abbildung 23: InfarktgroRenbestimmung im CD4 KO.

Ein Mangel an CD4" T-Zellen schiitzt vor myokardialem Reperfusionsschaden. CD4
KOs zeigten signifikant kleinere InfarktgréRen (INF/ AAR) versus WT. Reprasentative
Bilder von Evans'Blue/ TTC-Schnitten eines WT-Tieres und eines CD4 KO-Tieres
sind gezeigt.

Fir die Rolle von T-Zellen im Rahmen des Ischdmie-Reperfusionsschaden lasst sich
damit folgern, dass CD4 KO-Tiere, aber nicht CD8 KO-Tiere vor dem myokardialen

Reperfusionsschaden geschutzt sind.

43.1 Ischamie-Reperfusion nach Depletion von regulatorischen T-Zellen

Vorherige Experimente zeigten, dass CD4" T-Zellen wesentlich zum RI beitragen.
Nun sollte genauer eingegrenzt werden, welche Subpopulationen von CD4" T-Zellen
am Reperfusionsschaden beteiligt sind. Regulatorische T-Zellen (Treg) konnen
schnell agieren und niederschwellig v.a. durch Autoantigene aktiviert werden. Somit
sollte ihr moglicher Beitrag zum RI untersucht werden. Um diese Fragestellung zu
klaren, wurde die DEREG-Maus (Depletion of REGulatory T cells) verwendet.
Regulatorische T-Zellen kénnen in diesem Tiermodell sehr spezifisch durch die

Injektion von Diphtherietoxin (DT) depletiert werden. Die Treg Depletion erfolgte an
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den Tagen -4, -3 und -1 vor der OP. Auch die Kontrollgruppe der wildtypischen
Wurfgeschwister erhielt in gleicher Weise Dosen an DT. Vor Induktion der Operation
(Tag 0) wurde zuerst die erfolgreiche Treg Depletion in der DEREG-Gruppe
gegenuber der WT-Gruppe per Durchflusszytometrie aus dem Blut der gespritzten
Tiere nachgewiesen. Das Applikationsschema zeigte sich als erfolgreich;
Frequenzen an CD4'CD25'Foxp3"* regulatorische T-Zellen waren in der DEREG-
Maus deutlich reduziert (WT Wurfgeschwister vs. DEREG: CD25'Foxp3® T-Zellen,
vorgegatet auf CD45°CD4" T-Zellen: 9,3+0,6 vs. 2,7+0,2%; p<0,001; [n=5]; T-Test;
Abbildung 24).
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Abbildung 24: Nachweis der Treg-Depletion aus Blut.
Durch Injektion von Diphtherietoxin an den Tagen -4, -3 und -1 vor der OP wurden
Foxp3* T-Zellen signifikant aus DEREG-M&ausen depletiert.

AnschlieBend wurden die depletierten DEREG-Mause und behandelten WT-
Wurfgeschwister der Ischamie (30 min) und Reperfusion (24h) unterzogen. In der
anschlieBenden Evans'Blue/ TTC-Farbung zeigte sich, dass Treg depletierte
DEREG-Mause vor dem myokardialen Reperfusionsschaden geschitzt waren. Sie
hatten bei vergleichbarer area at risk (WT Wurfgeschwister vs. DEREG: AAR:
36,7+5,1 vs. 32,4+3,4; n.s.) kleinere Infarkte (WT Wurfgeschwister vs. DEREG: INF:
20,3+2,5 vs. 12,4+1,6%) und ein signifikant kleineres Verhaltnis INF/ AAR (WT
Wurfgeschwister vs. DEREG: INF/ AAR: DEREG: 60,4+2,1vs. 39,3+4,2%; p<0,01;
[n=5]; Abbildung 25).
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Abbildung 25: InfarktgroRenbestimmung in der Treg-depletierten DEREG-Maus.
DEREG-Mause, aus denen an den Tagen -4, -3 und -1 vor Ischamie-Reperfusion mit
Diphtherietoxin (DT) Treg-Zellen depletiert wurden, zeigten signifikant verkleinerte
Infarktgré3en im Vergleich zu DT-behandelten WT-Wurfgeschwistern.

Um in einem mechanistisch umsetzbaren experimentellen Ansatz die Bedeutung von
regulatorischen T-Zellen fir den myokardialen Reperfusionsschaden zu untersuchen,
wurden in WT-Tieren regulatorische T-Zellen mittels eines anti-CD25-Antikorpers
(Klon PC61) an den Tagen -7 und -3 vor Ischamie-Reperfusion depletiert. Die
Kontrollgruppe erhielt entsprechend einen Rat IgG1l Isotyp-Antikdrper. Analog zum
DEREG-Mausmodell wurde auch hier die erfolgreiche Depletion von
CD45'CD4'CD25'Foxp3* T-Zellen mittels einer FACS-Farbung aus dem Blut
nachgewiesen (WT mit Isotyp-AK-Behandlung vs. WT mit anti-CD25-AK-
Behandlung: 6,0+0,4% vs. 2,8+0,2%; p<0,001; [n=8]; T-Test). Am Tag O wurden die
Tiere operiert (30 min Ischamie/ 24h Reperfusion). Es folgte eine
InfarktgrofRenbestimmung mittels Evans'Blue/ TTC-Farbung. Mit diesem Experiment
konnte die Rolle der Treg-Zellen nicht weiter belegt werden, da die InfarktgroRe fast
identisch war (WT mit Isotyp-AK-Behandlung vs. WT mit anti-CD25-AK-Behandlung:
AAR: 41,0+4,5 vs. 50,1£3,5; INF: 21,9+3,4 vs. 23,5£3,8; INF/ AAR:53,5+8,0 vs.
45,4+6,0; n.s.; [n=8]; ANOVA; Abbildung 26). Im Gegensatz zur Treg-Depletion
durch Diphtherie-Injektion an den Tagen -4, -3 und -1 vor der OP im DEREG-
Mausmodell wirkte sich eine Antikdrper-vermittelte Treg-Depletion mittels des Klons
PC-61 an den Tagen -7 und -3 vor Ischamie-Reperfusion, mdglicherweise durch das

Zeitschema der Applikationen bedingt, nicht auf die Infarktgré3e aus.
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Abbildung 26: InfarktgréRenbestimmung nach anti-CD25 Antikdrper-Depletion.

Die Behandlung mit dem Treg-depletierenden anti-CD25 Antikorper (Klon PC61) an
den Tagen -7 und -3 vor Ischamie-Reperfusion ergab in WT-Tieren im Vergleich zum
Kontrollantikdrper keine Veranderungen bezuiglich der Infarktgrofie.

4.3.2 Ischamie-Reperfusion nach adoptivem T-Zell-Transfer

In einem dritten Ansatz zur Aufklarung der Rolle von regulatorischen T-Zellen im
Reperfusionsmodell wurde ein ,Rescue“-Modell etabliert. Dabei wurden in einem
physiologischen Verhéltnis CD4"CD25" regulatorische T-Zellen versus CD4"'CD25
konventionelle T-Zellen in CD4KOs transferiert. Zur Kontrolle wurden auf3erdem in
einem zweiten Durchlauf Bulk-CD4" T-Zellen versus CD4'CD25  konventionelle T-
Zellen transferiert.

Zunachst wurde in einem vorausgestellten ,proof-of principle“-Experiment (Abbildung
27) mittels FACS gezeigt, dass ein Zelltransfer i.v. erfolgreich durchfthrbar ist und
CD4" T-Zellen aus dem Spendertier nach dem Transfer in lymphoiden Organen des
Empfangertieres wiedergefunden werden kénnen. Dazu wurden Mause verwendet,
bei denen Leukozyten positiv flr den kongenen Marker CD45.1 sind. Somit kénnen
CD45.1" T-Zellen mit Hilfe eines anti-CD45.1-Antikdrpers nach dem Transfer in
CD45.2" WT-Tiere detektiert werden.

Alle prozentualen Angaben der FACS-Plots ergaben sich mit einer Pre-Gating-
Strategie auf CD45" Zellen aus dem live gate. Nach Transfer von 1*10° CD4"
CD45.1 Zellen aus diesen Spendertieren wurden nach 24h 0,4% CD4'CD45.1"
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Zellen im Blut, 1,5% in der Milz, 2,7% in iLN und 1,0% in mLN eines CD45.2 WT-

Empfangertieres nachgewiesen ([n=1]).

Donor Empfanger
vor Transfer nach Transfer
Blut Blut Milz

10
104

102

CD45.1

&

0o 10" 10*® 10° 10* 0 10" 102 10° 10* 0o 10" 102 10° 10°
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Abbildung 27: Proof-of-Principle fur adoptiven Transfer.
T-Zellen aus einem Spendertier (CD45.1) sind 24h nach dem adoptiven Transfer in
lymphoiden Organen des Empfangertieres (CD45.2) wieder auffindbar.

Nachdem sich dieses Experiment als erfolgreich erwiesen hatte, wurden pro Tier
CD4'CD25" und CD4'CD25  T-Zellen im physiologischen Verhaltnis aus
lymphoiden Organen (Milz, iLN, mLN, axillare LN und zervikale LN) mittels MACS
isoliert und in CD4 KOs transferiert (siehe Flussschema Abbildung 10). 24h spater
wurden die Tiere nach beschriebenem Verfahren operiert (I/ R). Auch von diesen
Tieren wurde mittels Evans'Blue/ TTC-Farbung die InfarktgroRe bestimmt. Es
ergaben sich keine signifikanten Unterschiede in den bestimmten Parametern
(CD4°CD25 vs. CD4'CD25": AAR: 39,7+4,1 vs. 45,8+2,4%; INF: 13,2+3,3 vs.
13,2+1,6%; INF/ AAR: 35,9+7,6 vs. 30,8+,6%; n.s.; [n=7]; ANOVA; Abbildung 28).
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Abbildung 28: Infarktgrof3enbestimmung nach Transfer von Treg vs. Tconv.

Nach einem Transfer von CD4'CD25" regulatorischen versus CD4'CD25
konventionellen T-Zellen in physiologischem Verhaltnis war die Infarktgrof3e per area
at risk von CD4 KO-Tieren unverandert.

In einem Kontrollexperiment wurden anschlieBend 1x10° MACS-aufgereinigte
Gesamt (Bulk)-CD4* T-Zellen versus 7,5x10° CD4'CD25 T-Zellen in CD4 KOs
transferiert. Hier konnte die Infarktgro3e durch die transferierten Zellen wieder
signifikant vergroRert werden (CD4'CD25 vs. CD4": AAR: 39,8+1,9 vs. 45,942,6%;
INF: 8,3+1,4 vs. 15,6+2,3%; INF/ AAR: 21,6+4,0 vs. 33,2+3,5%; p<0,05; [n=7];
ANOVA,; Abbildung 29).
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Abbildung 29: InfarktgroRenbestimmung nach Transfer von Bulk-CD4" vs. Tconv.
Durch einen Transfer von Bulk-CD4" T-Zellen versus CD4"CD25" T-Zellen konnte ein
Schaden im CD4 KO partiell wieder hergestellt werden.
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Wahrend der Transfer von CD4'CD25" regulatorischen versus CD4'CD25
konventionellen T-Zellen zu gleichen InfarktgroRen flhrte (Abbildung 28), wurde
durch den Transfer von Gesamt-CD4" T-Zellen der Schaden im Vergleich zur
CD4'CD25 Gruppe signifikant erhoht. Die Daten aus den Transferexperimenten
bestatigen den Befund im DEREG-Modell, dass Treg-Zellen an der Induktion des

myokardialen Reperfusionsschadens teilhaben.

4.3.3 Zytokinprofil von regulatorischen und konventionellen T-Zellen nach

Ischamie-Reperfusion

Im Anschluss wurde das Zytokinprofil von regulatorischen T-Zellen und
konventionellen T-Zellen nach Ischamie und Reperfusion genauer mittels gRT-PCR
bestimmt. Da insgesamt nur sehr wenige CD4" T-Zellen im Myokard nach Ischamie
und Reperfusion detektierbar sind, stellt die geringe Zellzahl technisch eine Limitation
dar, CD4"CD25" regulatorische und CD4°CD25  T-Zellen im Herzen zu detektieren
und zu sorten. Deswegen wurde das Zytokinprofil von CD4"CD25" regulatorischen
und CD4'CD25 T-Zellen aus Herz-drainierenden mediastinalen Lymphknoten von
operierten versus scheinoperierten WT-Tieren bestimmt. Konventionelle und
regulatorische T-Zellen wurden nach der in Abbildung 30 aufgezeigten Gating-
Strategie gesortet. Anschliel3end wurde aus den gesorteten Zellen mRNA gewonnen,
3 Runden amplifiziert und gRT-PCR durchgefihrt.
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Abbildung 30: Gating-Strategie nach dem Sorten von regulatorischen T-Zellen aus
Lymphknoten.

Exemplarisch werden FACS-Plots aus mediastinalen Lymphknoten eines WT-Tieres
nach Ischamie-Reperfusion (30min/ 24h) gezeigt.

Untersucht wurde die Expression von Genen bzw. Zytokinen, die nachweislich in der
Literatur mit Ischdmie-Reperfusion assoziiert sind bzw. von T-Zellen sezerniert
werden kdnnen (Tabelle 11).
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Bezeichnung des | Abklrzung fold change fold change
Gens Tconv Treg
Tumor necrosis TNF-a 2,93 0,13
farctor a

Transforming TGF-B 2,07 2,30
growth factor 3

Interferon y IFN-y 4,59 n/d
Interleukin 6 IL-6 n/d n/d
Interleukin 17 IL-17 n/d n/d
Hypoxia inducible HIF-1a 1,57 0,42
factor 1, a subunit

Tabelle 11: Zytokin- und Chemokinprofil von regulatorischen und konventionellen T-
Zellen nach I/ R.

Nach I/ R und sham-Operation wurden regulatorische und konventionelle T-Zellen
aus mediastinalen Lymphknoten von WT-Tieren gesortet. Die Tabelle zeigt relative
MRNA-Level (fold change; 2**%") nach I/ R, normiert auf die Scheinoperation. n/d
bezeichnet nicht detektierbare Gene [n=2].

Wahrend IL-6 und IL-17 in diesem Experiment nicht nachweisbar waren, zeigte sich
eine Hochregulation von TNF-a und HIF-1a auf konventionellen T-Zellen. IFN-y

wurde nur auf konventionellen T-Zellen detektiert.

4.4 Antigenerkennung im T-Zell-vermittelten Reperfusionsschaden
44.1 Untersuchung einer Antigenerkennung im Reperfusionsschaden an
OT-ll Mausen

Im Folgenden wurde untersucht, ob die Antigenerkennung Uber MHC Klasse II-
Molekiile eine Voraussetzung fir den CD4" T-Zell-vermittelten Reperfusionsschaden
darstellt. Dazu wurde die T-Zell-Rezeptor transgene OT-lIl Maus eingesetzt. Sie
besitzt CD4" T-Zellen und exprimiert einen transgenen T-Zellrezeptor, der fur ein
Ovalbumin (OVA)-Peptid spezifisch ist. Somit kann gezielt eine Antigenerkennung

untersucht werden. Auch auf die OT-ll Maus wurde das beschriebene Ischamie-
87




Ergebnisse

Reperfusionsmodell angewendet. Interessanterweise zeigte sich, dass die OT-II
Maus vor dem myokardialen Reperfusionsschaden geschuiitzt war und bei konstanter
AAR (WT vs. OT-II: AAR: 37,0+4,4 vs. 41,7+4,5%) signifikant kleinere Infarkte versus
dem WT entwickelte (WT vs. OT-Il: INF: 22,6+1,7 vs. 15,9£2,2%; INF/ AAR: 63,7+6,8
vs. 38,9+4,4%; p<0,01; [n=4]; ANOVA; Abbildung 31).
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Abbildung 31: InfarktgroRenbestimmung in der OT-II-Maus.
OT-Il Tiere waren signifikant vor dem myokardialen Reperfusionsschaden geschutzt.

4.4.2 Untersuchung einer Antigenerkennung im Reperfusionsschaden an
MHC Klasse Il KO Mausen

In einem weiteren Mausmodell, der MHC Klasse Il KO-Maus, sollten nun die OT-I
Daten bekraftigt werden. Im Gegensatz zur transgenen OT-Il Maus fehlen dem MHC
Klasse Il KO, analog zum CD4 KO, CD4" T-Zellen. Zugleich ist auch keine
Antigenerkennung tber den MHC Klasse II-Komplex mdglich. In Vergleich zum CD4
KO, der iiber CD8" T-Zellen verfiigt, die ebenfalls tiber den MHC Klasse |I-Rezeptor
agieren konnen, ist dieser Signalweg im MHC Klasse Il KO zusatzlich blockiert.
Somit kann insbesondere untersucht werden, ob MHC Il restringierte Lymphozyten
eine Rolle spielen. Ebenso wie die CD4 KO- und OT-Il Maus zeigte auch die MHC

Klasse Il KO Maus eine signifikant kleinere Infarkigrof3e per area at risk (WT vs.
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MHC Klasse Il KO: AAR: 33,2+2,6 vs. 41,0+3,4%; INF: 19,5+1,8 vs. 13,6+1,0%; INF/
AAR: 59,4149 vs. 34,5+4,7%;p<0,001;[n=4]; ANOVA; Abbildung 32).
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Abbildung 32: InfarktgroRenbestimmung im MHC Klasse Il KO.
MHC Klasse Il KO-Tiere zeigten signifikant kleinere Infarkte per area at risk.

Zusammengefasst lasst sich anhand der Experimente im CD4 KO, MHC Klasse I
KO und der OT-lI-Maus sagen, dass CD4" T-Zellen im Modell der Ischamie und
frihen Reperfusion die Infarktgrof3e advers beeintrachtigen. Dieser Effekt bedarf
sowohl das Vorhandensein eines funktionellen T-Zell-Rezeptor-Repertoirs als auch
MHC II Molekiile.

4.4.3 CDA40L-Beteiligung am T-Zell-vermittelten Reperfusionsschaden

T-Zell-Aktivierung erfolgt nicht nur allein Gber den T-Zell-Rezeptor; bei der
Aktivierung sind auch Liganden und kostimulatorische Molekile beteiligt. Im
folgenden Experiment wurde ein moglicher Beitrag des Liganden CD154 (CD40L)
untersucht. CD154 wird auf aktivierten T-Zellen exprimiert und bindet an CD40 auf
antigenprasentierenden Zellen. Bereits die signifikante Hochregulation von CD154
auf wildtypischen CD4" T-Zellen im Blut deutete auf eine mdgliche Relevanz dieses
Molekdls im Infarktgeschehen hin. Die Funktionalitat von CD154 wurde nach 30 min

Ischdmiezeit durch retroorbitale Einmalgabe von anti-Maus CD154 Antikorper (Klon
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MR-1) bei Reperfusion inhibiert. Die Kontrollgruppe erhielt analog eine polyklonale
Hamster Isotyp-Kontrolle. Auch hier wurden die nachfolgenden Experimente mit
einem 24-Stunden-Reperfusionsmodell durchgefiihrt. Der auf die AAR normierte
Infarkt war in der CD154-inhibierten Gruppe signifikant im Vergleich zur
Kontrollgruppe reduziert (WT mit Isotyp-AK-Behandlung vs. WT mit anti-CD154-AK-
Behandlung: AAR: 63,6+3,4 vs. 66,9+3,3%; INF: 46,5+1,8 vs. 40,1+2,5%; INF/ AAR:
75,3£3,0 vs. 60,4+2,9%; p<0,001; [n=12]; ANOVA; Abbildung 33). Somit stellt die
Antikorper-vermittelte Blockade von CD40L eine Mdoglichkeit zur Reduktion des

Reperfusionsschadens dar.
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Abbildung 33: InfarktgréRenbestimmung nach Antikérper-vermittelter CD154-
Inhibition.

Eine Antikdrper-vermittelte Inhibition des kostimulatorischen Molekils CD154 fihrt zu
einer signifikanten Reduktion der Infarktgréi3e.

4.5 Regulation von Osteopontin im Reperfusionsschaden

Im Folgenden wurde das durch den RI veranderte Zytokin- und Chemokin-Profil im
gesamten myokardialen Narbengewebe von WT-Tieren (I/ R vs. sham) auf mRNA-
Ebene zuerst mit einem kommerziellen ,Mouse Cytokines & Chemokines RT2 Profiler
PCR Array“ (Qiagen) untersucht. Dabei zeigten sich folgende Genregulationen
(Tabelle 12):
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Bezeichnung des Gens Abkirzung | 22wt | 24%wT
sham I/'R
Chemokine (C-C motif) ligand 12 Ccll2 0,03 0,17
Chemokine (C-C motif) ligand 19 Ccl19 0,11 0,05
Chemokine (C-C motif) ligand 2 Ccl2 0,03 0,46
Chemokine (C-C motif) ligand 6 Cclé 0,01 0,07
Chemokine (C-C motif) ligand 7 Ccl7 0,01 0,51
Chemokine (C-C motif) ligand 9 Ccl9 0,09 0,11
Chemokine (C-C motif) receptor 1 Ccerl 0,02 0,06
Chemokine (C-C motif) receptor 2 Ccr2 0,05 0,05
Chemokine (C-X3-C motif) ligand 1 Cx3cll 0,07 0,06
Chemokine (C-X-C motif) ligand 10 Cxcl10 0,04 0,06
Chemokine (C-X-C motif) ligand 12 Cxcl12 0,15 0,13
Platelet factor 4 Pf4 0,03 0,26
Chemokine (C-X-C motif) ligand 5 Cxcl5 0,04 0,40
Interleukin 10 receptor, beta [110rb 0,53 0,22
Interleukin 13 receptor, alpha 1 l113ral 0,06 0,12
Interleukin 15 115 0,12 0,09
Interleukin 1 beta l11b 0,03 0,11
Interleukin 1 receptor, type | 1irl 0,11 0,06
Interleukin 1 receptor, type Il 11r2 0,03 0,58
Interleukin 6 signal transducer l16st 0,43 0,51
Integrin alpha M ltgam 0,33 0,05
Integrin beta 2 Itgh2 0,07 0,21
Macrophage migration inhibitory factor Mif 0,53 3,84
Aminoacyl tRNA synthetase  complex- 0,43 0,88
interacting multifunctional protein 1 Aimpl
Secreted phosphoprotein 1 Sppl 0,01 2,45
Transforming growth factor, beta 1 Tgfbl 0,06 0,08
Tumor necrosis factor receptor superfamily, 0,05 0,12
member la Tnfrsfla
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Toll interacting protein Tollip 0,09 0,08
Hypoxanthine guanine phosphoribosyl 0,35 0,84
transferase Hprt

Heat shock protein 90 alpha (cytosolic), class 3,68 7,85
B member 1 Hsp90abl

Tabelle 12: RT2 Profiler™ PCR Array Mouse Inflammatory Cytokines and Receptors.

Die Tabelle zeigt auf GAPDH normierte relative mRNA Level (22" verschiedener
aus dem Kontext der Inflammation stammenden Zytokine und Rezeptoren im Herzen
von WT-Tieren nach Ischamie-Reperfusion (I/ 24h R) versus Scheinoperation
(sham). Besonders auffallig ist die deutliche Hochregulation von Secreted
phosphoprotein 1 (Sppl) nach I/ R (224 195,63). Pro Array wurde aus jeweils 2
Tieren gepooltes Gewebe eingesetzt.

Auf RNA-Ebene war aus gesamtem wildtypischen myokardialen Narbengewebe nach
der Ischamie/ 24h Reperfusion versus sham deutlich das Gen Sppl (codierend fur
Osteopontin) reguliert. Dieses Ergebnis wurde zusatzlich zum kommerziellen Array
auch nochmal durch einzeln durchgefihrte gRT-PCRs belegt (WT I/ R normiert auf
sham: 224t 391; [n=3]). In einem weiteren Experiment wurde auch eine
Osteopontin-Regulation in CD4 KOs untersucht. Interessanterweise gab es hier nach
I/ R im CD4 KO keine Regulation von Sppl versus WT I/ R (CD4 KO I/ R normiert auf
WT I/ R: 2 24C% 0,0017; [n=3]). Aus diesem Grund war in der vorliegenden Arbeit
Osteopontin als mdoglicher mechanistischer Regulator des T-Zell-vermittelten
myokardialen Reperfusionsschadens von Interesse. Die Regulation von Osteopontin
nach 3h und 24h Reperfusion versus sham wurde zusatzlich auch im Western Blot
Uberpruft (Abbildung 34 A,B). Die densitometrische Auswertung bestatigte eine von
der Reperfusionszeit abhangige signifikante Zunahme der Proteinexpression von

Osteopontin versus sham (Abbildung 34 B).
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Abbildung 34: Western Blot auf Osteopontin.

A) Reprasentative Western Blot Banden von Osteopontin (OPN;31kDa) und GAPDH
(36kDa) aus Herzgewebe scheinoperierter Tiere und nach Ischamie mit 3h bzw. 24h
Reperfusion. B) Relative Intensitdt des Signals von Osteopontin zu GAPDH
(Densitometrie). Es zeigte sich eine signifikante Zunahme an Osteopontin durch die
Ischamie-Reperfusion (Reperfusionsdauer 3h bzw. 24h) im Vergleich zur
Scheinoperation (*p<0,05; **p<0,01;***p<0,001).

Da die molekularbiologischen Experimente fir eine Rolle von Osteopontin im
Infarktgeschehen sprachen, wurden als néchstes Osteopontin KO-Tiere verwendet
und nach Ligatur der LAD fur 30 min mit nachfolgender 24h Reperfusion die
Infarktgrof3e per Evans'Blue/ TTC-Farbung bestimmt. Trotz einer deutlichen
Regulation von Sppl auf RNA- und Protein-Ebene zeigte sich bei den OPN KOs
versus WT keine signifikant reduzierte INF/ AAR (WT vs. OPN: AAR: 38,1+7,2 vs.
43,7+7,0%; INF: 22,9+4,4 vs. 22,3+3,9%; INF/ AAR: 60,0+2,5 vs. 50,8+8,0%; n.s.;
[n=6]; ANOVA; Abbildung 35).
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Abbildung 35: InfarktgroRenbestimmung im OPN KO.
Im Modell der myokardialen Ischamie (30 min) und Reperfusion (24h) zeigten
Osteopontin (OPN) KO-Tiere keinen signifikanten Phanotyp.

Auf molekularbiologischer Ebene (RNA, Protein) war im Wildtyp ein deutlicher
Anstieg an Osteopontin nach 24h Reperfusion erkennbar. Dennoch zeigten

Osteopontin KO-Tiere keine signifikante Anderung in ihrer InfarktgréRe.

4.6 Unveranderte Rekrutierung von Zellen der angeborenen

Immunitat in T-Zell-defizienten Mausen

Neutrophile Granulozyten gehdren zu den Zellen der angeborenen Immunitéat, die als
Folge der Ischamie und Reperfusion zuerst in das Myokard infiltrieren. Die
vorliegende Arbeit testete die Hypothese, dass CD4" T-Zellen und Neutrophile
Granulozyten in einem ,cross-talk zueinander stehen und ein wechselseitiges
Rekrutierungssystem  vorliegt, das zu einem verstarkten myokardialen
Reperfusionsschaden fuhrt. Dazu wurde die Infiltration von Neutrophilen
Granulozyten und myeloiden Zellen in das Isch&mie-Reperfusionsgebiet von CD4
KO-Tieren und WT-Tieren mittels FACS-Analysen bestimmt. Es zeigte sich kein
Unterschied in der absoluten Zellzahl und im Prozentsatz von CD45"CD11b*Ly6G"
Neutrophilen Granulozyten (WT I/ 24h R vs. CD4 KO I/ 24h R:10,0+2,6*10° vs.
8,4+4,1*10° Zellen/ g ischamisches Herzgewebe; n.s.; [n=5]; T-Test; Abbildung 36
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A, B). Die absolute Zellzahl sowie der Prozentsatz an CD45'CD11b*Ly6G"
monozytaren Zellen und CD45'CD11bLy6G™ Lymphozyten war vergleichbar
zwischen beiden Gruppen (Abbildung 36 A,C,D).
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Abbildung 36: Rekrutierung von Zellen der angeborenen Immunitat in CD4 KOs.

Die Rekrutierung von Zellen der angeborenen Immunitat (Neutrophile Granulozyten,
myeloide Zellen) in CD4 KO-Tiere nach I/ R war unverandert im Vergleich zum WT
nach I/ R. A) Reprasentative FACS Plots, B) Quantifizierung von myokardialen
Neutrophilen Granulozyten, C) Quantifizierung von CD45*CD11b*Ly6G™ Monozyten
und D) CD45'CD11b’Ly6G™ Lymphozyten. (B-D) Angaben in % und als absolute
Zellzahl; vorgegated auf CD45" lebende Zellen ([n=5]; T-Test).
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Zusatzlich wurde von diesen CD4 KO und WT-Tieren vor und nach I/ R Blut
genommen, das mittels FACS-Analysen auf seine prozentuale Zusammensetzung an
Leukozyten der angeborenen Immunitat untersucht wurde. Die I/ R induzierte sowohl
im WT-Tier als auch im CD4 KO einen signifikanten Anstieg von zirkulierenden
Neutrophilen Granulozyten versus sham. Allerdings zeigte sich analog zu den
Ergebnissen aus dem Herzen keine Regulation bezlglich peripherer Neutrophiler
Granulozyten im Vergleich von WT nach I/ R versus CD4 KO nach I/ R (Abbildung
37).
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Abbildung 37: Periphere Leukozyten-Komposition im CD4 KO nach I/ R.

A) Reprasentative FACS Plots von Blut aus einem WT versus CD4 KO Tier nach I/
R. B) Der Prozentuale Anteil an CD45'CD11b*Ly6G" Neutrophilen Granulozyten
stieg nach dem myokardialen Reperfusionsschaden sowohl im WT als auch im CD4
KO. C) Der prozentuale Anteil an CD45"CD11b*Ly6G™ monozytaren Blutzellen war
unverandert. D) CD45'CD11bLy6G  lymphozytaren Blutzellen waren nach RI
reduziert (B-D: vorgegatet auf CD45" lebende Zellen; [n=5]).
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Sowohl im Herzen als auch im Blut von CD4 KO-Tieren zeigte sich keine
Verdnderung am Anteil Neutrophiler Granulozyten nach myokardialem
Reperfusionsschaden. CD4" T-Zellen scheinen daher die Rekrutierung von
Neutrophilen Granulozyten nicht zu regulieren.

4.7 CD4" T-Zell-vermittelte Veranderung der Mikroperfusion

Die Reperfusion stellt eine wichtige Intervention zur Therapie des Myokardinfarkts
dar. Dennoch geht auch das Risiko eines sogenannten ,No-Reflow-Phanomens® mit
der Reperfusion einher. D.h. es kommt trotz erfolgreicher Reperfusion zu einer
unvollstandigen Wiederherstellung des Blutflusses im ehemals ischdmischen Gebiet
auf Grund einer Storung der Mikroperfusion. In der vorliegenden Arbeit wurde ein
moglicher Zusammenhang zwischen CD4" T-Zellen und veranderter Qualitat der
Mikroperfusion Uberprift. Dazu wurden 1um grofRe blaue und nach einer kurzen
Wartezeit und Verschluss der Ligatur 0,2um rote Mikrosphéaren in das ischamisch-
reperfundierte Myokard von MHC Klasse II KOs und WT-Mause injiziert. Blaue
Mikrospharen verteilten sich, bedingt durch die Ligatur, die nach der Operation offen
im Thorax verblieben war, ungehindert im Reperfusionsareal. Durch den
Wiederverschluss der Ligatur gelangten die roten Mikrospharen nur in das nicht-
ischdmische Areal des Myokards. 1 Minute spéater wurde das Herz entnommen und
fur histologische Analysen verwendet (Abbildung 9). Anhand der planimetrischen
Vermessung der Areale ohne rote Mikrospharen in den Ubersichtsbildern des
Gesamtschnitts wurde die ,low perfusion area“ (entspricht der ,area at risk) der
operierten Tiere bestimmt und zeigte sich als vergleichbar in beiden Gruppen (WT I/
R vs. MHC Klasse Il KO I/ R: ,area at risk*: 37,1+9,2 vs. 32,7+6,2%; p=0,8; [n=7]; T-
Test; Abbildung 38 A,B).
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Abbildung 38: Planimetrische Bestimmung der AAR im mykardialen Mikroperfusions-
assay.

WT und MHC Klasse Il KO-Tiere zeigen nach 1/ R im myokardialen
Mikroperfusionsassay eine vergleichbare ,area at risk® (AAR). A) Reprasentative
Kryoschnitte eines WT- und eines MHC Klasse Il KO-Tieres nach I/ R und
Mikrosphareninjektion. Die ,area at risk® wird angezeigt durch Abwesenheit roter
Mikrospharen (weil3 gepunktete Bereiche; 25x VergroRerung) B) Planimetrische
Vermessung der ,area at risk”.

Anhand der blauen Mikrospharen konnte gezeigt werden, dass die MHC Klasse I
KOs im Infarktareal eine deutlich verbesserte Perfusion aufwiesen als die WT-Tiere
(WT vs. MHC Klasse Il KO: INF: 1,0+0,7 vs. 3,6+0,2; BZ: 2,6+£0,8 vs. 4,6%1,2;
Septum: 2,8+0,7 vs. 5,0+1,7; BZ: border zone; Abbildung 39 A,B).
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Abbildung 39: Verbesserte Mikroperfusion nach I/ R in T-Zell defizienten Tieren.

A) Repréasentative einzelne Bilder und Overlays von Kryoschnitten im myokardialen
Mikroperfusionsassay an einem WT- und MHC Klasse [I-KO-Tier nach I/ R. Areale
ohne rote Mikrospharen zeigen die ,area at risk® an. Blaue Mikrospharen
ermdglichen eine Aussage Uber die Qualitdt der Reperfusion. Weil3 gepunktete
Bereiche zeigen das Infarktareal an, weil3e Pfeilspitzen ,no reflow“ Bereiche (25x
VergréBerung). B) Die Quantifizierung der blauen Mikrospharen ergab eine
signifikant bessere Mikroperfusion im MHC Klasse Il KO mit weniger ,no reflow"-
Bereichen.

Bei vergleichbarer ,area at risk“ wiesen MHC Klasse Il KO-Tiere nach Reperfusion

eine bessere Mikroperfusion im Infarktareal auf.

4.7.1 Hinweise auf T-Zell-Interaktion mit Endothel

Nachdem im myokardialen Mikroperfusionsassay eine verbesserte Mikroperfusion in
CD4" T-Zell defizienten Tieren gefunden worden war, wurde im Folgenden die Frage
nach den mechanistischen Hintergriinden gestellt. Durch die vorhergehenden
Experimente konnten Neutrophile Granulozyten als Ursache ausgeschlossen
werden. Als Arbeitshypothese wurde nun also eine durch den myokardialen
Reperfusionsschaden getriggerte Interaktion von CD4" T-Zellen mit Endothelzellen
formuliert, die sich auf die Mikroperfusion auswirkt. Um diese Arbeitshypothese zu
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testen, wurde nach Veranderungen der Genregulation in Endothelzellen des T-Zell
defizienten CD4 KOs gesucht. Dazu wurden WT und CD4 KO Mause der Ischamie-
Reperfusion unterzogen. Endothelzellen wurden aus dem vorher ischamisch und

reperfundierten Gewebe gesortet. Die Gating-Strategie ist in Abbildung 40 gezeigt.
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Abbildung 40: Gating-Strategie zum Sorten von ECs aus Herzgewebe.
Endothelzellen (ECs) wurden nach I/ R aus den Herzen operierter Tiere gesortet. Alle
gesorteten Zellen waren 7-Aminoactinomycin (7AAD) negativ, CD45 negativ, CD31
positiv und Thy1.2 (CD90) negativ.

Aus den gesorteten Zellen wurde mit Hilfe des RNeasy Mikro Kits RNA isoliert. Die
MRNA wurde mit dem ExpressArt mMRNA Amplification Kit C&E TR amplifiziert. Aus
dem gewonnenen Material wurde ein RT Profiler PCR Array (Mouse Endothelial Cell
Biology, PAMM-015ZA-2, Cat.No. 330231) durchgefuhrt. Gesortete Endothelzellen
aus WT-Tieren nach I/ R wurden als Kontrollgruppe definiert. Als aussagekraftige
Genregulation wurde ein fold change (Z'AACt-Wert) von <-2 und >10 definiert (Tabelle
13).
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Bezeichnung des Gens Abkirzung fold change CD4
KOI/Rvs WTI/R
Superoxide dismutase 1, soluble Sodl -4,35
Caspase 1 Caspl -3,78
Glucuronidase, beta Gusb -3,78
Beta-2 microglobulin B2m -2,50
CASP8 and FADD-like apoptosis Cflar -2,50
regulator
Caveolin 1, caveolae protein Cavl -2,33
Endothelial-specific receptor tyrosine | Tek -1,89
kinase
Annexin A5 Anxab -1,77
Matrix metallopeptidase la (interstitial | Mmpla -1,65
collagenase)
Integrin beta 1 (fibronectin receptor Itgbl -1,43
beta)
Coagulation factor Il (thrombin) F2r 1,06
receptor
Heat shock protein 90 alpha Hsp90abl 1,06
(cytosolic), class B member 1
Kinase insert domain protein receptor | Kdr 1,06
Platelet/ endothelial cell adhesion Pecaml 1,06
molecule 1
Fas (TNF receptor superfamily Fas 1,30
member 6)
Intercellular adhesion molecule 1 lcaml 1,40
Natriuretic peptide receptor 1 Nprl 1,40
Fibroblast growth factor 2 Fgf2 1,50
Cadherin 5 Cdh5 1,60
Thrombomodulin Thbd 1,72
Bcl2-associated X protein Bax 2,11
Endothelin 1 Ednl 2,79
Apolipoprotein E Apoe 3,43
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Endoglin Eng 3,43
FMS-like tyrosine kinase 1 Flt1 3,68
Plasminogen activator, tissue Plat 4,53
Bcl2-like 1 Bcl2l1 5,98
Transforming growth factor, beta 1 Tgfbl 6,87
Vascular endothelial growth factor A Vegfa 16,91
Chemokine (C-X-C motif) ligand 1 Cxcll 27,47
Chemokine (C-X-C motif) ligand 2 Cxcl2 27,47
Placental growth factor Pof 36,25
Tissue inhibitor of metalloproteinase 1 | Timpl 36,25
Natriuretic peptide type B Nppb n/d
Fibronectin 1 Fnl n/d
Caspase 3 Casp3 n/d
Occludin Ocln n/d
Tissue factor pathway inhibitor Tipi n/d
Vascular cell adhesion molecule 1 Vcaml n/d

A disintegrin and metallopeptidase Adam17 n/d
domain 17

Tumor necrosis factor (ligand) Tnfsf10 n/d
superfamily, member 10

Coagulation factor Il (thrombin) F2ri1 n/d
receptor-like 1

Interleukin 6 116 n/d
Matrix metallopeptidase 2 Mmp2 n/d
Protein C receptor, endothelial Procr n/d
Von Willebrand factor homolog Vwif n/d
Tumor necrosis factor Tnf n/d
CASP2 and RIPK1 domain containing | Cradd n/d
adaptor with death domain

Matrix metallopeptidase 9 Mmp9 n/d
Angiopoietin 1 Angptl n/d
Angiotensin Il receptor, type l1a Agtrla n/d
Angiotensinogen (serpin peptidase Agt n/d
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inhibitor, clade A, member 8)

B-cell leukemia/lymphoma 2 Bcl2 n/d
Chemokine (C-C motif) ligand 5 Ccl5 n/d
Chemokine (C-X-C motif) receptor 5 Cxcr5 n/d
Endothelin 2 Edn2 n/d
Endothelin receptor type A Ednra n/d
Fas ligand (TNF superfamily, member | Fasl n/d
6)

Integrin beta 3 Itgh3 n/d
Interleukin 1 beta l11b n/d
Interleukin 3 13 n/d
Interleukin 7 7 n/d
Plasminogen Plg n/d
Selectin, lymphocyte Sell n/d
Serine (or cysteine) peptidase Serpinel n/d
inhibitor, clade E, member 1

Thymidine phosphorylase Tymp n/d
Fibroblast growth factor 1 Fofl n/d
Platelet derived growth factor receptor, | Pdgfra n/d
alpha polypeptide

Platelet factor 4 Pf4 n/d
Collagen, type XVIII, alpha 1 Col18al n/d
Integrin alpha 5 (fibronectin receptor Itgab n/d
alpha)

Thrombospondin 1 Thbs1 n/d
Interleukin 11 111 n/d
Prostaglandin 12 (prostacyclin) Ptgis n/d
synthase

Integrin alpha V ltgav n/d
Hypoxia inducible factor 1, alpha Hifla n/d
subunit

Plasminogen activator, urokinase Plau n/d
Nitric oxide synthase 3, endothelial cell | Nos3 n/d
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Coagulation factor Il F3 n/d
Chemokine (C-X3-C motif) ligand 1 Cx3cl1 n/d
Angiotensin | converting enzyme Ace n/d

(peptidyl-dipeptidase A) 1

Kit oncogene Kit n/d
Selectin, platelet (p-selectin) ligand Selplg n/d
Selectin, endothelial cell Sele n/d
Prostaglandin-endoperoxide synthase | Ptgs2 n/d
2

Chemokine (C-C motif) ligand 2 Ccl2 n/d
Selectin, platelet Selp n/d

Tabelle 13: RT2 Profiler™ PCR Array Mouse Endothelial Cell Biology.

Nach I/ R wurden Endothelzellen aus CD4 KO Tieren und WT Tieren gesortet. Die
Tabelle zeigt relative mRNA-Level (fold change; 2" von Genen, die in der
Endothelzellbiologie von besonderer Bedeutung sind. n/d bezeichnet nicht
detektierbare Gene. Eingesetzt wurde jeweils ein Pool aus amplifiziertem Material
zweier operierter Tiere. Der Array wurde aus Kostengrinden pro Genotyp nur 1x
durchgefuhrt.

Die erhobenen Array-Daten und regulierten Gene wurden nun im Kontext der
myokardialen Ischamie-Reperfusion und T-Zellimmunologie betrachtet. Dabei
erwiesen sich die Gene Endoglin (Eng), Vascular endothelial growth factor A
(VEGFa) und Tissue inhibitor of metalloproteinase 1 (TIMP-1) als interessant und
ihre Regulation wurde in weiteren qPCR TagMan® Gene Expression Arrays im
Einzelnen nachgepruft (Abbildung 41).

104



Ergebnisse

[JwTIR
028 %9 EZcD4 KO I/ R

2-ACI
=)
w
(3]

0.10 % I—I
0.05
0.00 r-'l' ' IEI'

VEGFa TIMP-1 Eng

Abbildung 41: Genregulation gesorteter Endothelzellen aus CD4 KO-Tieren.
Endothelzellen wurden aus operierten CD4 KO-Tieren gesortet. In der gRT-PCR
zeigte sich eine Regulation der Gene Vascular endothelial growth factor A (VEGFa),
Tissue inhibitor of metalloproteinase 1 (TIMP-1) und Endoglin (Eng) versus WT nach
I/ R. Angegeben ist die relative mRNA Expression (2'ACt). Die Normierung erfolgte auf
GAPDH (VEGFa: p>0,05; TIMP-1: p>0,05; Eng: p<0,001; [n=2]).

Im T-Zell defizienten Tier waren nach Ischamie-Reperfusion in Endothelzellen die
Gene VEGFa, TIMP-1 und Eng im CD4 KO versus WT reguliert. Die Ergebnisse
dienen als erste mechanistische Hinweise auf eine Interaktion zwischen CD4" T-

Zellen und Endothelzellen und eine moégliche Regulation der Perfusionsqualitat.

Die wesentlichen Ergebnisse der vorliegenden Arbeit lassen sich also wie folgt
zusammenfassen (vgl. Abbildung 42): 30 min Ischdmie und 24h Reperfusion
bewirken eine Infiltration von Neutrophilen, CD4", CD8", NK und y:5 T-Zellen. CD4"
T-Zellen stellen die frequentiell grof3te Population dar und sind Mediatoren des
myokardialen Reperfusionsschadens. In der Abwesenheit von CD4" T-Zellen ist die
Mikroperfusion verbessert. CD4" T-Zellen werden Antigen-abhéngig durch die I/ R
aktiviert. Der Reperfusionsschaden wird nicht durch CD4" T-Zell-Interaktion mit
Neutrophilen Granulozyten mediiert, sondern offensichtlich durch eine T-Zell-
Interaktion mit  Endothelzellen (EC). Die Subpopulation der regulatorischen
CD4"Foxp3" T-Zellen wurde, unter dem Beitrag von CD4"CD25" konventionellen T-

Zellen, als wichtiger Regulator des myokardialen Reperfusionsschadens erkannt.
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5 Diskussion

Die myokardiale Reperfusion stellt eine wesentliche Therapieform nach einem
Myokardinfarkt dar. Obwohl sie die Infarktgrof3e reduziert und zu einem Benefit fur
den Patienten flihrt, ist die Identifizierung neuer zusatzlicher Therapieansatze
essentiell, um den durch die Reperfusion verursachten Schaden einzudammen. Das
Immunsystem  leistet einen  wesentlichen Beitrag zum  myokardialen
Reperfusionsschaden. Die vorliegende Arbeit zeigt, dass CD4" T-Zellen, die zur
erworbenen Immunitat gehdren, durch die myokardiale Ischamie-Reperfusion
Antigen-abhéangig aktiviert werden, auf die mikrovaskulare Perfusion einwirken und
so zum myokardialen Reperfusionsschaden beitragen. Die Subpopulation der
CD4'Foxp3* regulatorischen T-Zellen ist fur den Reperfusionsschaden von

besonderer Bedeutung.

51 Akkumulation von CD4" T-Zellen im Myokard nach Ischamie-

Reperfusion

Die Kinetik der myokardialen Infiltration von Zellen der angeborenen und erworbenen
Immunitat sowohl nach permanentem Myokardinfarkt als auch nach Isch&mie-
Reperfusion war in den vergangenen 2 Jahrzehnten immer wieder von
kardiologischem Interesse. So beschreiben Yan et al. in einem Modell von 45
Minuten Ischamie einen Peak an myokardialen CD45" Leukozyten und Gesamt-
sowie CD4" T-Zellen nach 3 Tagen Reperfusion innerhalb eines experimentellen
Zeitraums von einem bis zu sieben Tagen Reperfusion (Yan et al., 2013). Im
Gegensatz dazu liegt in der hier vorliegenden Arbeit der Fokus auf den frihen
Stunden der Reperfusion (3h — 24h), da dieses Zeitfenster von vorrangiger
Bedeutung fir die Infarktgré3e, den Reperfusionsschaden und das Kklinische
Ergebnis ist (Kloner, 2013). In der Tat stieg die absolute Zellzahl an myokardialen
CD3" T-Zellen nach 24h Reperfusion im Vergleich zur scheinoperierten
Kontrollgruppe signifikant an. Die Arbeit von Yang et al. betrachtet sogar noch
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frihere Reperfusionszeitpunkte und zeigt im Modell der 45-minttigen Okklusion der
LAD bereits nach 2 Minuten Reperfusion einen signifikanten Anstieg an CD3" T-
Lymphozyten auf, der bis zu 1h Reperfusion konstant erhalten bleibt (Yang et al.,
2006).

Die gegenwartige Arbeit untermauert die Relevanz von T-Zellen fir den
myokardialen Reperfusionsschaden und wahlt ein realistisches Zeitfenster fur die
klinische Intervention. Darlber hinaus adressiert die vorliegende Arbeit die Frage
nach dem Aktivierungsstatus von CD4" T-Zellen und regulatorischen T-Zellen nach
Ischamie-Reperfusion. Dazu wurden frihe Aktivierungsmarker (CD69, CD44,
CD154) verwendet. Bereits nach 3h Reperfusion waren CD4" T-Zellen in Herz-
drainierenden Lymphknoten und in der Zirkulation positiv fur den frihen
Aktivierungsmarker CD69; nach 24h Reperfusion war die Frequenz an CD44" und
CD154" CD4'T-Zellen versus sham signifikant. Diese Daten belegen eine schnelle
Aktivierung von CD4" T-Zellen und deren Subpopulation von regulatorischen T-

Zellen durch Ischamie-Reperfusion.

5.2 Bedeutung von CD4" Foxp3® regulatorischen T-Zellen fur die
Infarktgrofie

Eine Beteiligung von T-Lymphozyten am Reperfusionsschaden sowie deren Einfluss
auf die Infarktgrof3e wurde in verschiedenen Organen wie Herz (Yang et al., 2006),
Hirn (Hurn et al., 2007; Kleinschnitz et al., 2010), Leber (Zwacka et al., 1997), Niere
(Rabb et al.,, 2000), Lunge (Geudens et al., 2007; de Perrot et al., 2003) und
Intestinum (Linfert et al., 2009; Shigematsu et al., 2002) in der Vergangenheit bereits
aufgezeigt. Als gangige Mausmodelle wurden RAG1™ Mause, denen T- und B-Zellen
fehlen (Kleinschnitz et al., 2010), oder SCID (severe combined immunodeficiency)
Mause (Shigematsu et al., 2002) verwendet. Im Kontext des Myokardinfarkts wurden
in vorausgehenden Arbeiten RAG1” Ma&use verwendet, die vor dem
Infarktgeschehen geschiitzt waren. Durch adoptiven Transfer von CD4" T-Zellen in
RAG1” Mause stieg die InfarktgroRe wieder an (Yang et al., 2006). Antikorper-
Depletion von CD4", aber nicht CD8" T-Zellen fiihrte zur Reduktion der InfarktgroRRe
(Yang et al., 2006). Zusatzlich wird in der vorliegenden Arbeit erstmals die CD4" T-

107



Diskussion

Zell-Subpopulation der regulatorischen T-Zellen (Treg) untersucht und als zentraler
Vermittler des myokardialen Reperfusionsschadens identifiziert. Treg-depletierte
DEREG Mause waren signifikant vor dem Infarktgeschehen geschutzt. Singular
betrachtet erscheint dieses Ergebnis zunachst Uberraschend, da regulatorische T-
Zellen generell als prototypische anti-inflammatorische Zellen betrachtet werden, die
Antigen-spezifische Immunreaktionen kontrollieren und eindammen (Zheng, 2013).
Interessanterweise ist dieses Ergebnis einer Protektion der DEREG Maus im
myokardialen Ischamie-Reperfusionsmodell kongruent mit Erkenntnissen von
Kleinschnitz et al. im cerebralen Modell der transienten Okklusion der Arteria cerebri
media (tMCAO,; transient middle cerebral artery occlusion). Im tMCAO-Modell fihrte
die selektive Depletion von regulatorischen T-Zellen in der DEREG Maus zu einer
deutlichen Reduktion der Infarktgrof3e und einer verbesserten neurologischen
Funktion 24h nach einem Schlaganfall (Kleinschnitz et al., 2012).

In einem zweiten experimentellen Ansatz wurden regulatorische T-Zellen, die
konstitutiv die IL-2R a-Kette (CD25) auf ihrer Oberflache exprimieren, mittels eines
anti-CD25-Antikorpers depletiert. Dieses Experiment fuhrte nicht zu einer
signifikanten Reduktion der InfarktgroRe. Die Effektivitat einer Depletion von
regulatorischen T-Zellen mit einem anti-CD25 Antikdper wurde in der Vergangenheit
kontrovers diskutiert. So beschreiben Kohm et al., dass der anti-CD25 Antikorper zu
einer funktionellen Inaktivierung durch Epitop-Shedding und nicht zu einer Depletion
der regulatorischen T-Zellen fihrt (Kohm et al., 2006). Stephens und Anderton sowie
Zelenay und Demengeot zeigen dagegen auf, dass die von Kohm et al.
beschriebenen Effekte vom verwendeten Klon (7D4, PC 61) des anti-CD25
Antikdrpers abhangen (Stephens and Anderton, 2006),(Zelenay and Demengeot,
2006),(Couper et al., 2007). So fuhrt die Gabe des Klons 7D4 zu einem Verlust an
CD25-Expression auf der Zelloberflache, wobei die FOXP3" Frequenz unverandert
ist (Kohm et al., 2006; Zelenay and Demengeot, 2006). Die Gabe von 500ug des
Klons PC 61 pro Maus fuhrte hingegen zu einem Verlust an CD25-Expression auf
der Zelloberflaiche und dem Verlust von CD4'FOXP3" Zellen (Zelenay and
Demengeot, 2006). Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden Arbeit der Klon PC
61 verwendet. Couper et al. zeigen zusatzlich, dass der anti-CD25 Antikdrper (Klon
PC61) fur mehrere Tage im System verbleibt und zu einer sterischen Hinderung fur
Fluorochrom-konjugierten anti-CD25 Antikdrper fihrt, was die Interpretation der
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Daten limitiert (Couper et al., 2007, 2009; Kassiotis, 2011; Lahl and Sparwasser,
2011). Interessanterweise zeigen Couper et al. auch, dass Versuche der Antikorper-
vermittelten Depletion von Treg-Zellen nicht in der Lage waren, CD25 Foxp3"* oder
CD25"" Foxp3* Zellen zu depletieren, die moglicherweise noch iiber regulatorisches
Potential verfugen (Couper et al., 2007). Dass in der vorliegenden Arbeit die
Antikorper-vermittelte Treg Depletion in der myokardialen Ischamie-Reperfusion die
Daten der DEREG-Maus nicht signifikant bestatigt, kann also mehrere Ursachen
haben. Mdglicherweise sind in der vorliegenden Arbeit trotz Antikorper-Depletion
noch geniigend CD4" Treg-Zellen im System, die einen schadlichen Effekt ausfiihren

kdnnen.

Um die Erkenntnisse zu Treg-Zellen in der myokardialen Ischamie-Reperfusion
weiter zu stitzen, wurden Rekonstitutionsexperimente durchgefiihrt. Der Transfer
von regulatorischen versus konventionellen T-Zellen fiihrte zu gleichen Infarktgréf3en
und hatte somit keinen Effekt. Der Transfer von CD4" Bulk-T-Zellen hingegen ergab
einen signifikanten Anstieg der Infarktgrof3e im Vergleich zur konventionellen Gruppe
und somit eine Zunahme an Schaden. Jedoch konnte nicht die Infarktgrol3e des
unbehandelten WT-Tieres wiederhergestellt werden. Somit wurden die erhobenen
Daten des Transfers von CD4" versus konventionellen T-Zellen als ,partieller
Rescue“ bezeichnet. Die Experimente wurden hinsichtlich Zeitpunkt, Zellzahl und
Art des Transfers analog zu vergleichbaren Experimenten in der aktuellen Literatur
(Kleinschnitz et al., 2012) durchgefuihrt. Da der Unterschied beim Transfer von
Gesamt-CD4" T-Zellen versus konventionellen T-Zellen signifikant war, konnte mit
diesem Experiment gezeigt werden, dass Treg-Zellen alleine nicht in der Lage sind,
den Schaden zu vermitteln, sondern ein Zusammenwirken von regulatorischen und
konventionellen T-Zellen fur den myokardialen Schaden verantwortlich zu sein
scheint. Die Aktivierungsdaten lassen vermuten, dass sowohl regulatorische als auch
konventionelle T-Zellen gleichermafl3en durch die Ischamie-Reperfusion aktiviert
werden. Ferner ist es auch wahrscheinlich, dass von CD4" T-Zellen Zytokine
exprimiert werden, die am Reperfusionsschaden beteiligt sind. Mdglicherweise
erfordert eine Treg-Antwort im Myokard Faktoren, die von konventionellen T-Zellen
zur Verfiigung gestellt werden. Hier kdme IL-2 in Frage, das fur die Entwicklung von
Treg-Zellen im Thymus, das Uberleben und die Expansion sowie fiir die Homeostase
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und Funktion von regulatorischen T-Zellen von Bedeutung ist (Fontenot et al., 2005),
(Vang et al., 2008).

5.3 Zytokine als Mediatoren der Treg-Antwort im myokardialen

Reperfusionsschaden

Regulatorische T-Zellen bestehen aus einer heterogenen Gruppe von Zellen,
,hatural® Treg-Zellen (nTreg) und ,induced“ Treg-Zellen (iTreg) (Yuan and Malek,
2012), (Lehtimaki and Lahesmaa, 2013). Aufgrund der schnellen Hochregulation von
CDG69 auf Treg-Zellen nach 3h Reperfusion im vorliegenden experimentellen Modell
und der Spezifitdt von Treg-Zellen fur Autoantigene (Schmetterer et al., 2012) ist es
eher wahrscheinlich, dass die Effekte in der myokardialen Ischamie-Reperfusion
nTreg-Zell-vermittelt sind. Unter bestimmten Bedingungen kénnen Treg-Zellen ihren
Suppressor-Phanotyp verlieren und in pro-inflammatorische Zellen wie Ty17-Zellen,
die IL-17 sekretieren, reprogrammiert werden; dieser Prozess ist von IL-6 abh&angig
(Sharma et al., 2013). AuRerdem sind die Faktoren IL-6 und Hypoxie in der Lage,
Treg-Zellen Uber den HIF-1-Signalweg in Tyl7-Zellen zu konvertieren (Barbi et al.,
2013). Beim Hypoxie-induzierten Faktor (HIF-1a) handelt es sich um einen
Transkriptionsfaktor, der durch Hypoxie stabilisiert wird. Fur die Foxp3- und IL-17-
Induktion ist u.a. auch der TGF-B1-Signalweg erforderlich (Yang et al., 2008). Um die
Funktion von regulatorischen T-Zellen zu untersuchen und die Hypothese der
Reprogrammierung von Treg-Zellen zu stitzen, wurde das Zytokinprofil von
gesorteten regulatorischen und konventionellen T-Zellen aus Herz-drainierenden
Lymphknoten nach Ischamie-Reperfusion versus sham analysiert. IL-6 und IL-17
konnten auf den gesorteten T-Zellen nicht detektiert werden, wahrend sowohl
konventionelle als auch regulatorische T-Zellen eine Regulation von TGF-§ zeigten.
Konventionelle T-Zellen zeigten eine deutlichere Regulation von HIF-1a als
regulatorische T-Zellen. Somit konnte eine mogliche Reprogrammierung nicht
vollstandig aufgeklart werden. Eine Limitation in diesem Experiment stellte auch die
geringe Verfugbarkeit von Zellen aus dem I/ R Myokard dar, die das technisch
anspruchsvolle Sorting und die RNA Amplifikation erforderlich machte.
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54 Antigenerkennung in der myokardialen Ischamie-Reperfusion

Die vorliegende Arbeit beschreibt eine Protektion der CD4 KO Maus. Da diese Maus
moglicherweise MHC Klasse I- restringierte CD8" T-Zellen besitzt, die tber MHC
Klasse ll-prasentierte Autoantigene aktiviert werden kdnnen (Tyznik et al., 2004),
wurde zur mechanistischen Klarung der Antigenerkennung und Aktivierung von CD4*
T-Zellen die T-Zell-Rezeptor transgene OT-II Maus verwendet, in der kein
physiologisches Antigen-Portfolio erkannt werden kann. Die OT-lI-Maus war vor dem
Infarktgeschehen geschitzt. Moglicherweise ist fir die reduzierten Infarktgréf3en in
OT-lI-M&ausen auch eine eingeschrankte Funktion von Treg-Zellen verantwortlich.
Fohse et al. zeigten 2011, dass eine hohe T-Zell-Rezeptor-Diversitat fur eine
optimale Suppressorfunktion von Treg-Zellen in experimenteller ,Graft versus Host
Disease“ (GvHD; Transplantat-Wirt-Reaktion) notwendig ist (FOhse et al., 2011).
Auch die MHC Klasse Il KO Maus, die sowohl keine T-Zellen besitzt als auch keine
Antigenerkennung im Kontext von MHC Klasse Il ermdéglicht, war geschitzt. Somit
erbringt die vorliegende Arbeit den experimentellen Beleg, dass CD4" T-Zellen im
Modell der myokardialen Ischamie-Reperfusion tber den MHC Klasse II-Komplex
Antigen erkennen, aktiviert werden und den Reperfusionsschaden vermitteln. Die
Frage nach der Antigen-Abhangigkeit in der Ischamie-Reperfusion wurde in der
Vergangenheit bereits in anderen Organen adressiert und fihrte zu
unterschiedlichen Erkenntnissen. In einigen Arbeiten aus dem Kontext der
Lebertransplantation wird der Ischamie-Reperfusionsschaden als primar Antigen-
unabhangiger inflammatorischer Faktor beschrieben (Ke et al., 2005; Shen et al.,
2009, 2002). Die Inhibition einer CD4" T-Zell-Aktivierung mit einem monoklonalen
YTS177 Antikorper (anti-CD4 Epitop) (Qin et al., 1990) ohne Depletion der CD4"
Zielzellen war nicht in der Lage, die Leber vor dem Ischdmie-Reperfusionsschaden
zu bewahren, woraus geschlossen wurde, dass T-Zellen im Leber-lschamie-
Reperfusionsschaden ohne Antigen-spezifische de-novo Aktivierung agieren (Shen
et al., 2009). Es liegen aber auch Arbeiten vor, die im Leber-Ischéamie-
Reperfusionsschaden eine Antigen-abhangige T-Zell-Antwort aufzeigen. So ist die
OT-ll Maus im Lebermodell analog zur myokardialen Ischdmie-Reperfusion

geschitzt (Kuboki et al.,, 2009). Auch im Modell des ischamischen Schlaganfalls
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wurden von Kleinschnitz et al. umfangreiche murine Studien zu dieser Thematik
durchgefiihrt. So wurden u.a. auf MHC Klasse Il limitierte OTIl/ RAG1 Mause
(spezifisch fur Ovalbumins,s.zzg) und auf MHC Klasse Il limitierte 2D2/ RAG 1 Mause
(spezifisch fur MOGss.55) verwendet. Um eine Relevanz der T-Zell-Rezeptor-
Costimulation im experimentellen Schlaganfall zu untersuchen wurden ferner CD28™,
PD1” und B7-H1” Mause eingesetzt. Im Modell der tMCAO waren alle T-Zell-
Rezeptor transgenen Tiere, bei denen nur 1 definiertes Antigen erkannt werden
kann, sowie KOs mit beeintrachtigten kostimulatorischen Signalen anfallig fur die
fokale Hirnischamie (Kleinschnitz et al., 2010), womit eine Antigen-unabhéangige T-
Zell-Antwort vorliegt. Diese Studien zeigen, dass CD4" T-Zellen im Ischamie-
Reperfusionsgeschehen organabhangig unterschiedlich zu einer Immunantwort
bewegt werden. Als wahrscheinliche Erklarung hierfur kann die organspezifisch
unterschiedliche zellulare Zusammensetzung und die Anwesenheit von Antigen-
prasentierenden Zellen wie z.B. Dendritischen Zellen angefuhrt werden. Im Myokard
weisen die aufgezeigten Experimente an der OT-ll und MHC Klasse Il KO Maus auf
eine Antigen-Abhéngigkeit hin. Es ware also z.B. denkbar, dass im Myokard
Dendriten zwischen Endothelzellen hindurch ins GefaRlumen gelangen und CD4"
T(reg)-Zellen durch MHC Klasse ll-Prasentation auf Endothelzellen aktivieren (Perez
et al., 1998),(Lozanoska-Ochser et al., 2008),(Thornton et al., 2012).

Die Identitat eines fur die T-Zellaktivierung relevanten (Auto-)Antigens in der
myokardialen Ischamie-Reperfusion ist bisher nicht geklart. Lv et al. zeigten jungst,
dass die a-Isoform der Myosin-heavy chain (a-MyHC) weder in Maus noch im
Menschen im Thymus exprimiert wird und daher keiner thymischen (zentralen
Toleranz) unterliegt. Dieses prototypische myokardiale Autoantigen wurde als
Autoantigen fiir pathogene CD4" T-Zellen im Mausmodell der Myokarditis (Lv et al.,
2011) identifiziert und mag auch im Kontext des vorliegenden Modells eine Rolle
spielen. Andererseits mag die T-Zellantwort sich hier nicht nur auf
myokardspezifische, sondern universelle nicht-gewebsspezifische Autoantigene
beziehen, die durch den ischamischen Schaden in gréRerer Menge freigesetzt

werden.

Zusammengefasst stellen die CD4 KO, OT-Il und MHC Klasse Il Mause Modelle zur
Analyse des T-Zell-abhangigen Reperfusionsschadens und einer Antigenerkennung
dar und fuhren Ubereinstimmend zu dem Ergebnis der signifikanten Reduktion der
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Infarktgré3e. Diese Daten sprechen fur ein Antigen-abhangiges System und belegen

die zentrale Rolle von CD4" T-Zellen am myokardialen Reperfusionsschaden.

5.5 CD40L-Beteiligung am T-Zell-vermittelten Reperfusionsschaden

Der CD154 (CD40L)-CD40 Signalweg stellt ein essentielles sekundares Signal zum
Beginn und Erhalt der T-Zell-abh&ngigen Immunantwort dar (Sayegh and Turka,
1998). In dieser Arbeit wurde das Molekil CD154 bei Einleitung der Reperfusion
durch Antikérper-Gabe inhibiert. Die Inhibition fuhrte zur signifikanten Reduktion der
InfarktgroRe und stellt somit eine potentielle Therapie dar. Die Identifizierung von
CD154 als protektiv im Kontext der myokardialen Ischdmie-Reperfusion deckt sich
mit Erkenntnissen aus anderen Organen. So verbesserte die Unterbrechung des
CD154-Signalwegs mit dem hier verwendeten monoklonalen anti-CD154-Antikdrper
(Klon MR1) einen Reperfusionsschaden an der Leber. Die Transaminase-Spiegel im
Serum und eine Tuyl- vermittelte Zytokinproduktion sanken, wahrend anti-
apoptotische Proteine (Bcl-2/Bcl-xI) induziert und das pro-apoptotische Protein
Caspase 3 unterdriickt wurden (Ke et al., 2005). Zu einem ahnlichen Ergebnis kommt
Shen et al. in einem analogen Modell (Shen et al., 2009). Auch im Modell des
postischamischen  Lungenschadens (Moore et al., 2002) war die
Immunoneutralisation von CD40 und CD40L mit einem Benefit verbunden.

Die Expression und primare Funktion des Oberflachenrezeptors CD40 und seines
Liganden CD154 wird generell B- und T-Lymphozyten zugeschrieben. Jedoch kann
auch eine Vielzahl anderer Zelltypen sowohl den Rezeptor als auch den Liganden
exprimieren, z.B. Monozyten, Dendritische Zellen, Fibroblasten, glatte Muskelzellen,
Endothelzellen (Schonbeck and Libby, 2001) oder Plattchen (Delmas et al., 2005;
Ishikawa et al., 2005; Khandoga et al., 2006). Auch Plattchen wurden vor Kurzem als
wichtige Mediatoren des myokardialen Reperfusionsschadens erkannt (Mathes und
Pachel et al., unveroffentlicht) und bereits 2001 zeigte eine klinische Studie, dass
CD154 auf Plattchen, ebenso wie Spiegel an loslichem CD154, in Patienten mit
instabiler Angina und Myokardinfarkt erhoht sind (Garlichs et al., 2001). Die
vorliegende Arbeit zeigt einen protektiven Effekt der CD154-Inhibition in der
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myokardialen Ischamie-Reperfusion jedoch steht der experimentelle Beweis einer

direkten Korrelation mit CD4" T-Zellen noch aus.

5.6 Rekrutierung von Neutrophilen Granulozyten nach Ischamie-

Reperfusion im T-Zell KO

Im Kontext der akuten Inflammation werden Neutrophile Granulozyten schnell zum
Ort des Geschehens rekrutiert (Kolaczkowska and Kubes, 2013). Die vorliegende
Arbeit bestatigt dies und zeigt, dass es nach Ischamie-Reperfusion zur signifikanten
Zunahme der Frequenzen an Neutrophilen Granulozyten sowohl im Herzen als auch
im Blut kommt. Diese Rekrutierung ist multifaktoriell bedingt und bereits friiher belegt.
So kénnen z.B. ein Reperfusions-induzierter Anstieg an reaktiven Sauerstoffspezies,
eine Zytokinproduktion und das Komplementsystem (Schofield et al., 2013) Ursachen
der Neutrophileninfiltration sein. Oxidantien und Proteasen verursachen als Folge
lethalen Schaden am koronaren vaskularen Endothel und an Kardiomyozyten
(Vinten-Johansen, 2004). In der vorliegenden Arbeit wurde nun die Hypothese
getestet, dass Neutrophile Granulozyten als ,Linker zwischen angeborener und
adaptiver Immunitat fungieren und so den adversen Effekt von CD4" T-Zellen
mediieren. Als vor kurzem entschlisselter Mechanismus wére hierbei eine NETose
(Bildung von ,neutrophil extracellular nets“) denkbar, die CD4" T-Zellen aktiviert,
indem sie ihren  Aktivierungs-Threshold  herabsetzt (Tillack et al,
2012),(Kolaczkowska and Kubes, 2013). Die koronare Neutrophileninfiltration in T-
Zell-defizienten CD4 KO Tieren und WT Tieren wurde in dieser Arbeit nach dem
myokardialen Reperfusionsschaden verglichen. Es ergaben sich vergleichbare
Zellzahlen an Neutrophilen Granulozyten im CD4 KO und im WT. Nach 24h
Reperfusion konnte also kein direktes Rekrutierungsphanomen zwischen T-Zellen
und Neutrophilen Granulozyten im murinen myokardialen Reperfusionsschaden
nachgewiesen werden. Eine mdgliche Ursache fir dieses Ergebnis kdnnte der
Zeitpunkt der Reperfusion sein. Wie Yan et al. beschreiben, ist im Langzeitversuch
einer myokardialen Reperfusion (Tag 1 bis Tag 7) nach 24h Reperfusion das
Maximum der absoluten Zellzahl an infiltrierenden Neutrophilen Granulozyten
erreicht (Yan et al., 2013). Aus dem Schlaganfallmodell ist bekannt, dass Neutrophile
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Granulozyten nach 4h Reperfusion 85% aller adharenten Leukozyten ausmachen,
wahrend nach 24h Reperfusion nur noch 20% der adharenten Leukozyten
Neutrophile sind (Yilmaz et al., 2006),(Yilmaz and Granger, 2010). Somit findet
eventuell eine Interaktion zwischen Neutrophilen Granulozyten und T-Zellen zu

friheren Reperfusionszeitpunkten statt.

5.7 CD4" T-Zell-vermittelte Veranderung der Mikroperfusion

Funktionell zeigt diese Arbeit eine verbesserte Mikroperfusion im reperfundierten
Myokard im MHC Klasse Il KO. Eine mdgliche Erklarung stellt eine T(reg)-Zell-
vermittelte mikrovaskulare Dysfunktion dar, die zu einem Anstieg der
mikrovaskularen Permeabilitdt durch Interaktion von T(reg)-Zellen mit myokardialen
Endothelzellen fuhrt, wie sie von Kleinschnitz et al. im tMCAO-Modell (transient
middle cerebral artery occlusion) postuliert wird (Kleinschnitz et al.,, 2012). Im
tMCAO-Modell interagieren Treg-Zellen mit dem ischamischen Hirn-Endothel in
einem Selektin- und Integrin-vermittelten Mechanismus Uber den LFA-ICAM 1-
Signalweg, was zu einem Anstieg der InfarktgroRe fuhrt (Kleinschnitz et al., 2012).
Weiterhin denkbar ist ein zusatzlicher zellularer ,Cross-Talk“ zwischen CD4" T(reg)-
Zellen, Endothelzellen und Plattchen, die durch Ischamie-Reperfusion aktiviert
werden. Aus dem Mausmodell des postischamischen Leberschadens ist z.B.
bekannt, dass CD4" T-Zellen das Endothel (iber CD40L-CD40 und CD28-B7
kostimulatorische Signalwege aktivieren und an Plattchen binden, die Plattchen-
Adharenz an das Endothel steigt und es kommt zum Versagen der sinusoidalen

Perfusion sowie nekrotischen Gewebeschaden (Khandoga et al., 2006).

5.8 Veranderte endotheliale Genexpression im T-Zell-KO versus WT

nach Ischamie-Reperfusion

Um die verbesserte Mikroperfusion im T-Zell-Knockout mechanistisch aufzuklaren,
wurde eine mdgliche Interaktion zwischen CD4" T-Zellen und Endothelzellen
postuliert. Endothelzellen wurden aus CD4 KO und WT Mausen jeweils nach

myokardialer Ischamie und Reperfusion gesortet. Die Regulation verschiedener
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Gene wurde mit einem kommerziellen RT-PCR Array aus dem Bereich der
Endothelzellbiologie Uberpruft. Durch diesen experimentellen Ansatz konnte ein
breites Spektrum an Genen betrachtet werden. Besonders deutlich regulierte Gene
wurden anschlieRend separat erneut analysiert. Endothelzellen aus CD4 KOs hatten
eine hohere mMRNA Expression von Endoglin (Eng), Vascular endothelial growth
factor (VEGFa) und Tissue inhibitor of metalloproteinase 1 (TIMP-1). Der Beitrag
von CD4" T-Zellen zur Regulation dieser der Angiogenese zuzuordnenden Gene ist
im Kontext der Ischamie-Reperfusion unklar. Wahrscheinlich sind T-Zell-assoziierte
Zytokine fur die Regulation dieser Gene verantwortlich. Bekannt ist, dass die
Ischamie-Reperfusion per se zu einer transienten Gewebehypoxie fihrt und das
Endothel aktiviert. Der Anstieg des ,Hypoxia-inducible factor 1“ (HIF-1) ist ein friher
Marker fur ein ischamisches Ereignis wie den Myokardinfarkt (Lee et al., 2000) und
scheint eine zentrale Rolle in der Regulation oben aufgefiihrter Gene einzunehmen.
So bindet der HIF-1-Komplex an ein funktionales Element im Endoglinpromotor
(Lopez-Novoa and Bernabeu, 2010), wobei Endoglin auch ein TGF-B-Korezeptor ist
(Sanchez-Elsner et al., 2002), und auch VEGF hat eine regulatorische HIF-1
Sequenz in seiner Promotorregion (Lee et al., 2000). Am Kaninchen wurde im
IschAmiemodell gezeigt, dass die Gabe von VEGF im Zeitraum von 2 und 3 Stunden
nach MCAO das Infarktvolumen, den Wassergehalt und neurologische Defizite
signifikant reduziert (Yang et al., 2012). Timp-1 ist ein endogener Regulator der
Matrix Metalloproteinase 9 (MMP9). Im Modell der tubulointerstitiellen Fibrose
erhohte der proinflammatorische Tumor Nekrose Faktor a (TNF-a), aber nicht das
Interleukin-1p (IL-1p) dosisabhéngig die latente Form von MMP-9 wahrend die Timp-
1 Expression sowohl durch TNF-a als auch IL-18 sank (Nee et al.,, 2004). In
Hepatozyten wurde die Proteinexpression von Timp-1 durch IL-18 und IL-6 stimuliert
(Roeb et al., 1995). Bei TNF-qa, IL-1B und IL-6 handelt es sich um multifunktionale
Zytokine, die auch wahrend der Ischamie-Reperfusion reguliert sind (Sharma and
Das, 1997). Moglicherweise kann also die Timp-1 Regulation durch eine
abgemilderte Expression proinflammatorischer Zytokine in Abwesenheit von CD4" T-
Zellen erklart werden. Offensichtlich besteht ein Zusammenhang zwischen dem
Expressionsmuster von Genen in Endothelzellen und T-Zellen nach myokardialer
Ischamie-Reperfusion, der eventuell auch Einfluss auf die Mikroperfusion nimmt.
Letztendlich kbnnte das beobachtete Genexpressionsmuster auch unabhangig von

T-Zellen ein Resultat der verringerten InfarktgroRe im CD4" defizienten Tier sein.
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Die vorliegende Arbeit kommt zu dem Ergebnis, dass CD4" T-Zellen und
regulatorische T-Zellen eine Schlusselstellung in der Pathophysiologie des
myokardialen  Reperfusionsschadens einnehmen. Wahrend Ischdmie und
Reperfusion Antigen-abhangig eine Aktivierung von CD4" T-Zellen induzieren, fuhrt
die Abwesenheit von CD4" und regulatorischen T-Zellen zu einer Reduktion der
Infarktgré3e. Eine verbesserte Mikroperfusion des reperfundierten Myokards im T-
Zell-Knockout ist moglicherweise auf eine Interaktion von CD4" T-Zellen mit

Endothelzellen zuriickzufuhren.
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Abbildung 42: Mechanistische Ergebnisse der vorliegenden Arbeit.

CD4" Treg-Zellen wurden als relevant im myokardialen Reperfusionsschaden
identifiziert [(modifiziert nach Michael (Michael et al., 1995), Eltzschig und Eckle
(Eltzschig and Eckle, 2011)].
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5.9 Ausblick

Das Auffinden neuer Therapiestrategien fir den Myokardinfarkt ist von aktueller
Relevanz, da die Reperfusionstherapie per se zu Schaden am Myokard fuhrt. Seit
mehreren Jahrzehnten ist bekannt, dass die inflammatorische Reaktion zum
Reperfusionsschaden beitragt, doch neue Therapiestrategien waren limitiert durch
die unvollstandige Aufklarung der intra- und interzellularen Aktion von Immunzellen
(Arslan et al., 2011).

Durch die hier vorliegende Arbeit kann der Beitrag der adaptiven Immunitat zur
Pathophysiologie des myokardialen Reperfusionsschadens auf T-Zell-Ebene besser
verstanden werden. Es wurden mehrere Faktoren analysiert, die als mdgliche neue
therapeutische Zielstrukturen zur Reduktion des myokardialen Reperfusions-

schadens in Frage kommen.

Regulatorische T-Zellen wurden in verschiedenen Kklinischen Fragestellungen,
besonders Krebs und Organtransplantation (Trzonkowski et al., 2013), seit LAngerem
als vielversprechendes Agens erkannt und z.T. wurden auch schon Interventionen an
Patienten durchgefuhrt. Als bereits klinisch gut etablierte Treg-depletierende oder
inhibierende Krebstherapeutika sind z.B. niedrige Dosen von Cyclophosphamid,
Interleukin-2 oder anti-Interleukin-2-Rezeptor Toxine zu nennen (Golovina and
Vonderheide, 2010). Vertreter sind das IL-2 Fusionsprotein Denileukin Difitox
(ONTAK) (Hobeika et al.,, 2011) oder der monoklonale anti-IL-2Ra Antikorper
Daclizumab (Sampson et al., 2012). Daclizumab wurde begleitend mit einer auf den
EGFRUVIII (epidermal grwoth factor receptor variant 1ll) abzielenden Vakzinierung
eingesetzt. Dies fuhrte in einer randomisierten, Placebo-kontrollierten Pilotstudie an
Temozolomid-behandelten Patienten mit Glioblastom zur Depletion von CD4 Foxp3*
regulatorischen T-Zellen und war sicher und effektiv (Sampson et al.,, 2012). Ein
Eingriff in die T-Zell-Biologie zur Therapie des Myokardinfarkts steht noch ganz am
Anfang und weitere tierexperimentelle und klinische Studien sind fur dieses
Vorhaben absolut notwendig. Nachdem in der vorliegenden Arbeit die Abwesenheit
von CD4" T-Zellen und Treg-Zellen signifikant die InfarktgroRe reduzierte, wére eine

voriibergehende  pharmakologische Depletion oder Inhibiton von CD4"
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(regulatorischen) T-Zellen mit Einleitung der Reperfusion als neuer Therapieansatz
denkbar.

Anhand der OT-Il und MHC Klasse Il Knockout Mause, die in der myokardialen
Ischamie-Reperfusion geschutzt waren, wurde in der vorliegenden Arbeit auf eine
Autoantigenerkennung geschlossen. Zur weiteren Reproduktion dieser Daten und
eventuell auch zur Auffindung eines Ansatzes mit klinischer Relevanz wirde die
pharmakologische Inhibition der Antigen-Erkennung durch die T-Zelle prinzipiell
einen eleganten Weg zur Reduktion des Reperfusionsschadens darstellen. Als
weiteres Experiment ware also die Applikation eines anti-MHC Klasse Il-Antikorpers
bei Reperfusion mit anschlieBender Ermittlung der InfarktgréRe per Evans Blue/
TTC-Farbung denkbar. In der Literatur kommt dazu z.B. der Blocking-Antikérper
gegen 1-A>%4 / |-E%¥ Alloantigene (Klon M5/114.15.2, BioLegend) im Leber-Ischamie-
Reperfusionsmodell zum Einsatz (Khandoga et al., 2006). Dieser wurde in einer
Dosis von 1mg/ kg in der Maus verwendet. Zusatzlich wurden auch hohere
Antikdrper-Dosen (2mg/ kg und 3mg/kg) getestet, die keinen Unterschied im
Vergleich zur niedrigen Dosis von 1mg/ kg ergaben. Im Leber-Kontext hatte die
Blocking-Antikorper-Gabe versus 1gG2b-k (Dosis 1mg/ kg) keinen Effekt, was als
MHC Klasse-unabhangiger Mechanismus interpretiert wurde. Die Akkumulation von
Plattchen in den Sinusoiden, die Leukozyten-Adharenz in den Venolen, das
sinusoidale Perfusionsversagen und der Gehalt an Aspartat-Aminotransferase (AST)
und Alanin-Aminotransferase (ALT) in [U/ L] waren in der Blocking- und
Kontrollgruppe nahezu identisch (Khandoga et al., 2006). Ausgehend von diesem
Experiment von Khandoga et al. in der Leber ware ein vergleichbarer Ansatz mit
titrierter  Antikdrper-Dosis im  gesattigten Bereich auch im myokardialen
Reperfusionsschaden interessant. Zusatzlich zu zeigen wéare eine tatséchliche
funktionelle Blockade des MHC Klasse Il Rezeptors durch den Antikorper. Eine
Anderung der Frequenzen bzw. des Aktivierungsstatus von CD4" und CD8" T-Zellen,
B-Zellen und dendritischen Zellen und die Expression von MHC Klasse Il auf der
Zelloberflache ware zu analysieren. Unter Bertcksichtigung der durchzuflihrenden

Vorversuche in vitro und in vivo handelt es sich bei einem LEAF™

purified anti-
mouse I-A/ I-E Antibody (M5/11.15.2) eventuell um einen Antikérper, der praventiv

zur Reduktion des myokardialen Reperfusionsschadens appliziert werden kann.
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Der monoklonale Antikbrper gegen CD154 wurde bereits in mehreren
experimentellen Tierstudien als vielversprechende Therapieoption fir Immunsystem-
assoziierte Erkrankungen wie Atherosklerose, Multiple Sklerose und EAE
(experimental allergic encephalomyelitis) (Gerritse et al., 1996), SLE (systemischer
Lupus  erythematodes), rheumatoider  Arthritis, Dermatomyositis  oder
Transplantatabsto3ung erkannt (Chitnis and Khoury, 2003), (Daoussis et al., 2004).
Klinische Tests stehen noch aus. Eine Inhibition von CD154 bei Einleitung der
Reperfusion fihrte in der vorliegenden Arbeit auch im kardialen Kontext im
Mausmodell zur signifikanten Reduktion der Infarktgré3e und erwies sich somit als
wirksam zur Verringerung des myokardialen Reperfusionsschadens. Um
nachzuweisen, dass die Reduktion der Infarktgrof3e auf eine Inhibition von CD154
auf CD4" T-Zellen zuruckzufiihren ist, werden im nachsten Schritt Transfer-

experimente von CD4"* T-Zellen aus CD154" Mausen zum Einsatz kommen.

Die Ergebnisse dieser Arbeit identifizieren CD4" Treg-Zellen bzw. ihre T-Zell-
Rezeptor- und Liganden-vermittelten Aktivierungsmechanismen als potentiell erfolg-

versprechend zur Minimierung des myokardialen Reperfusionsschadens.
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7 Anhang

7.1 Abklrzungsverzeichnis

7AAD 7-Aminoactinomycin

AG Antigen

APC Antigen-prasentierende Zelle
aRNA amplifiziere RNA

AAR area at risk

BAC bacterial artificial chromosome
BZ border zone

CD Cluster of Differentiation

CD40L (CD154)

CD40 Ligand

cDNA

komplementare DNA (complementary DNA)

CLP Vorlauferzelle (common lymphoid progenitor)
DAMP damage-associated molecular patterns

DNA Desoxyribonukleinsdure (deoxyribonucleic acid)
DEREG Depletion of REGulatory T-cells

DT Diphtherietoxin

EAE experimentelle allergische Enzephalomyelitis
eGFP enhanced green fluorescent protein

EVB Evans’ Blue

FACS Durchflusszytometrie (Fluorescence activated cell sorting)
FC Durchflusszytometrie (Flow Cytometry)

Foxp3 Forkhead-Box-Protein P3

FSC Vorwartsstreulicht (forward scatter)

GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
HIF Hypoxie-induzierter Faktor

HSC Hamatopoietische Stammzelle

IF Immunfluoreszenz

iLN inguinaler Lymphknoten

IL Interleukin
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INF Infarkt

INF/ AAR Infarkt per area at risk

I/ R Ischamie-Reperfusion

iTreg Induzierbare Treg-Zelle (inducible Treg)

KO Knockout

LAD left anterior descending; RIVA

MACS Magnetische Zell-Separation (magnetic cell separation)

mLN mediastinaler Lymphknoten

MHC Haupthistokompatibilitatskomplex (Major Histocompatibility
Complex)

Mi Myokardinfarkt

mPTP mitochondrial permeability transition pore

NET neutrophil extracellular trap

NK TC Naturliche Killer-T-Zelle

NKZ Naturliche Killerzelle

nTreg natlrlich vorkommende Treg-Zelle (naturally occurring
TreQ)

OPN Osteopontin

OVA Ovalbumin

PAMP pathogen-associated molecular patterns

PRR Pattern Recognition Receptor

gRT-PCR Quantitative Reverse Transkriptase-
Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction)

RI Reperfusionsschaden (Reperfusion Injury)

RIVA Ramus interventricularis anterior

RNA Ribonukleinsaure (ribonucleic acid)

ROS Reaktive Sauerstoffspezies (reactive oxygen species)

rRNA ribosomale RNA

RT Raumtemperatur

S1PR1 Sphingosin-1-Phosphat-Rezeptor

SCID severe combined immunodeficiency

SDS Sodiumdodecylsulfat

SEPT Septum
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SLE Systemischer Lupus erythematodes

Sppl Secreted phophoprotein 1

SSC Seitwartsstreulicht (side scatter)

TC T-Zelle (T-cell)

Tconv konventionelle T-Zelle

TGF Transforming growth factor

tMCAO Transiente Okklusion der mittleren cerebralen Arterie
(transient middle cerebral artery occlusion)

TNF Tumornekrosefaktor

TLR Toll-like Rezeptor

Treg Regulatorische T-Zelle

TTC 2,3,5-Triphenyltetrazoliumchlorid

UNG Uracil-DNA-Glykosylase

WB Western Blot

WT Wildtyp
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