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Einleitung

1 Einleitung

Das Krankheitshild der Herzinsuffizienz stellt ierdKardiologie eine vielschichtige,
nach wie vor nicht heilbare Erkrankung dar, deresadhe beispielsweise in arterieller
Hypertonie, Myokarditis, Klappenstenose oder ineginvorausgegangenem Myokard-
infarkt zu finden ist. Die Herzinsuffizienz definie sich als der Zustand, bei dem das
Herz nicht in der Lage ist, die peripheren Organsr@ichend mit Blut und damit mit
Sauerstoff zu versorgen. Dabei aul3ert sie sicht nighim reinen mechanischen Versa-
gen der Pumpfunktion, sondern auch in daraus hgel@nden klinischen Symptomen
wie Dyspnoe, Tachykardien oder Flussigkeitsretentiod deren teils schwerwiegenden
Folgen.Bedingt durch die Komplexitat der Symptome eindssend der systemisch
wirkenden adaptiven Prozesse andererseits mussteobsn genannte Definition bald
revidieren und betrachtet heute die Herzinsuffiziaicht mehr allein als reines Pump-
versagen, sondern eher als Multisystemerkankubgs Konzept der zurzeit gangigen
Therapien beruht auf Modellen, die anhand der etgitiden klinischen Symptome her-
geleitet wurden. Das kardiozirkulatorische Modédhs das herabgesetzte Output und
die periphere Vasokonstriktion im Mittelpunkt, wéhd das kardiorenale Modell sich
auf die schlechte Nierendurchblutung und die daeribbundene Wasser- und Salzreten-
tion konzentrierf. Mit dem neuroendokrinen Modell schlieRlich fassimhormonelle
Gegenmalinahmen zusammen, die sich in einer Syrkpsahtivierung, einer Hochre-
gulierung des Renin-Angiotensin-Aldosteron SystéRAAS), sowie einer verstarkten
Vasopressin Ausschuttung &ufRern. Unter Bertickgiehg) dieser Modelle beschranken
sich eingesetzte Therapeutika auf Betablocker, AMeBmer, Diuretika, Vasodilatato-
ren und Glykoside. Diese symptombezogene Therapld dartber hinaus langfristig
protektiv, indem sie die Umbauvorgange am Herz#gemein als kardiales Remode-
ling bezeichnet, beispielsweise durch die Diureiik@uzierte Senkung der Vor- und
Nachlast verlangsamt. Das Remodeling an sich ttéagei nach einer Phase der Kom-
pensation zweifelsohne zur weiteren kardialen Dysfon bei und lauft anfangs
stumm im Hintergrund ab, wahrend der Patient nagmatomatisch ist.Zwar weis
man spatestens nach der SOLVD-Stddagss auch ACE-Hemmer neben den blut-

drucksenkenden Eigenschaften die unginstigen Unaogénge des kardialen Remode-
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ling bremsen konnen, jedoch reicht dieser Effekhhaus, um diese vollig aufzuhalten.
Es liegt folglich nahe, dass es noch weitere Systgaben muss, die auf das kardiale

Remodeling einwirken.

Mit der Erkenntnis, dass das angeborene Immunsystéon friih nach Infarkt aktiviert
ist und ganz wesentlich Uber Beeinflussung der Migmypertrophie, Kollagensyn-
these und Ventrikeldilatation zum Remodeling beitréergeben sich véllig neue Még-
lichkeiten fur zukinftige Therapieansatze. Ein nugr Ansatzpunkt ist das
Komplementsystem, das bereits 1970 von Hill undd\&s im Infarkt aktiviert nach-
gewiesen wurde. Durch den sog. Cobra Venom Fa€igF), einem Extrakt aus Kob-
ragift, wurde der Komplementfaktor C3 gehemmt uraind unter anderem dessen
chemotaktische Wirkung, wie sich anhand geringseutrophileneinwanderung in das
Infarktgebiet zeigt€.Schon wenig spater konnte Maroko et al. anhantlbigischer
und enzymatischer Kriterien zeigen, dass mit CVikabeelte Hunde nach Ligation der
LAD (=left anterior descending) einen geringerendigrdschaden (Abnahme der In-
farktgroRe, weniger Nekrose und geringere Neuttephinwanderung) hatten als die
Kontrollgruppe ohne jenen CVFFolglich Iasst sich zusammenfassen, dass C3 eine
wichtige Rolle in der Entziindungsreaktion nachtgéditabtem Infarkt spielt und dass

dessen Hemmung sich positiv auf den Schaden auswirk

Wie kirzlich nachgewiesen werden konnte, lasseh aich 8 Wochen nach einem
kinstlich gesetzten Infarkt erhéhte C3 Spiegel edtirdes Remodelings in Mauseher-
zen nachweisen. Als man Wildtyp (WT) Tiere mit CBd€k Out (KO) Tieren verglich,
unterschieden sich beide zwar hinsichtlich Mordliicht, dafir jedoch, was das Re-
modeling und die damit verbundene linksventrikulagsfunktion betraf. C3-KO Tiere
zeigten eine signifikant reduzierte linksventrikel@®ilatation, eine geringere Rate an
Apoptose und weniger Kollagen im Ventrikel als Higntrollgruppe. (Frantz et al., per-
sonal communication) Die Frage, die sich nun stelitar, welcher der drei Aktivie-
rungswege des Komplementsystems (der Klassischiel et#in oder der Alternative
Weg) wahrend des kardialen Remodelings an Mausehexitiv ist, war doch bei den
C3-KO Mausen die gemeinsame Schnittstelle derWege gehemmt, nicht aber deren
Aktivierung. Zu diesem Zweck wurden im Rahmen dieAebeit Mannose-binding
Lectin (MBL) KO-Mause und WT-Mausen hinsichtlichrde ventrikularen Remode-

lings nach Infarkt verglichen. Durch das fehlendBLMvar eine Aktivierung des Kom-
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plementsystems Uber den Lectin Weg nicht moglichl &ar es somit herauszufinden,
ob sich die bei den C3-KO Mausen beobachteten ipesitEffekte beziglich der
ventrikularen Dilatation auch bei MBL-KO Mausen gean wirden. Damit ware nach-
gewiesen, dass der MBL-Weg der Komplementaktivigréiir die dauerhaft erhdhte
Faktor C3 Konzentration wéhrend des Remodelingshonisch insuffizienten Mause-
herz nach Infarkt verantwortlich ist.
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2 Grundlagen

2.1 Pathophysiologie der Infarktheilung

Wie bereits erwéahnt, gibt es viele mdgliche Schadegignisse, die im Herzen den Re-
modelingprozess in Gang setzen und damit zu eieezifbkuffizienz fihren kénnen. Da

jedoch im Rahmen dieser Arbeit als initiales Eregier Infarkt als Ausléser des Re-
modelings ausgewahlt wurde, soll im Weiteren nwindarauf Bezug genommen wer-

den.

Nach Blankensteijn folgt einem akuten VerschluseeKoronararterie eine Heilungs-
reaktion, die sich in vier Phasen einteilen |8dsherhalb der ersten 6 Stunden kommt
es aufgrund der fehlenden Blutversorgung zum Absteder Myozyten, wie sich kli-
nisch an erhéhten Laborparametern, wie beispietveéém Troponin T oder dem CK-
MB, zeigt. Daran folgt im Anschluss die Entzindueg&ktion mit Einwanderung von
neutrophilen Granulozyten, gefolgt von Lymphozyterd Makrophagen, deren Haupt-
aufgabe darin besteht, abgestorbene Zellreste d@lrnen und in der dritten Phase ein
Granulationsgewebe zu bilden. Dieses ist reichithlutet und mit Einwanderung von
Myofibroblasten beginnt mit zunehmender Kollagenkgse die Reparaturphase, die
dann nach 2-3 Wochen im Narbenstadium endet.

2.2 Kardiales Remodeling nach Infarkt

Das kardiale Remodeling umschreibt am Herzen abtale Umbauvorgange nach ei-
nem schadigenden Ereignis, wie dem Infarkt. Es weafiniert als alle auf genetischer,
molekularer, zellularer und interstitieller Ebeniatdindenden Veranderungen, die sich
klinisch als vergro3erter, teils hypertrophiertii|s dilatierter Ventrikel mit herabge-
setzter kontraktiler Funktion zeigim Gegensatz zur beschriebenen Heilungsreaktion
des Infarkts (siehe 2.1), betrifft das sich damaschlieRende Remodeling den gesamten
Ventrikel und damit auch Areale, die urspringlicimerht vom Infarkt betroffen waren.
Innerhalb der Heilungsreaktion kommt es bedingthkwen Verlust der Myozyten zu
einem Absinken der kardialen Pumpfunktion und daspechend zu einer Erhéhung

der Vorlast. Dem kann das Herz akut mit einer ®teigg der Kontraktionskraft mittels
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Frank-Starling Mechanismus, Bowditch-Effekt und $¢wathikusaktivierung entgegen
wirken. Neuroendokrine Kompensationsmechanismerg das Renin-Angiotensin-
Aldosteron-System (RAAS) oder verstarkte Vasoprebseisetzung tragen ebenfalls
dazu bei, das Herz-Kreislauf-System aufrecht zalegh. Parallel dazu jedoch werden
am Herzen selbst im Rahmen der erwéhnten stattfdete Entziindungsreaktion Se-
rinproteasen und Matrixmetalloproteinasen aktiyidre in dem infarzierten Gebiet das
interstitielle Kollagen abbauen und damit im Intgebiet zu einer Expansion, Wand-
verdiinnung und Ventrikeldilatation fiihrémies bringt gerade in den ersten Tagen die

Gefahr einer Ventrikelruptur und damit das Risikwes pl6tzlichen Herztodes mit sich.

Diese Kombination aus erhdhter Ventrikelfillung ugléichzeitiger Verdinnung der
Ventrikelwand erhdht die regionale Wandspannung,idider chronischen Phase des
Remodelings reduziert werden sbiNach der Formel von Laplace kann eine erhohte
Wandspannung nur durch Zunahme der Wanddicke gesemklen. Getriggert durch
die Wandspannung selbst, aber auch Gber lokal imddegebildetes Angiotensin Il und
Zytokine wie TNFe kommt es folglich zur Hypertrophie der Myozyten mcht infar-
zierten Ventrikelbereich und damit zusammen mit demdhnten Adaptationsvorgan-
gen zu einer kurzfristigen Kompensati@rDie Umbauvorgéange betreffen folglich nicht
mehr das infarzierte Gebiet alleine, sondern desam¢éen Ventrikel. Chronisch akti-
viert kbnnen jedoch genau jene anfangs notwendigempensatorischen Prozesse zu-
nachst vom Patienten unbemerkt Uber Blutdruckamstieachykardie, Vor- und
Nachlasterhohung, sowie den weiter voranschreitenvaatrikularen Strukturverande-
rungen zu einer zunehmenden Schadigung des Helmetrtagen und so betrachten
Cohn et al neben dem RAAS und dem Sympathikus daniProzess des Remodelings
an sich als unabhangigen Faktor zur ProgressidiieitierzinsuffizienZ® Die Begriin-
dung dafir findet sich in der fortschreitenden vikntéren Dilatation und Wandver-
dinnung sowie den Verdnderungen auf zellularermokékularer Ebene. Wahrend die
Myozyten einerseits hypertrophieren, gehen andatsrdlyozyten durch gleichzeitig
stattfindende Nekrose und Apoptose verloren, wddutie Ubrigen Myozyten noch
starker belastet werdéh.Der Abbau der extrazellularen Matrix und die Fieoung
fordern die Dilatation und fihren gleichzeitig 2¢ersteifung des Ventrikels und damit
verbundener erhdhter Volumenbelastung, die wieddiber Frequenzanstieg und My-

ozytenhypertrophie zwecks Kontraktilitdtssteigerauggeglichen werden muss. Somit
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stellt sich ein sich gegenseitig bedingender Tekfeislauf zwischen myokardialer
Dysfunktion und Remodelingmaflinahmen ein, der gldie in einer Herzinsuffizienz
mindef (siehe Abb. 2.1)

2.3 Remodeling und Komplementsystem

Neben den bereits erwdhnten Mechanismen geht mem meutigem Kenntnisstand
davon aus, dass das kardiale Remodeling im inserfiten Herz wesentlich durch das
schon frih aktivierte angeborene Immunsystem blesstf wird. Wahrend das erwor-
bene Immunsystem hochspezialisiert antigenspelzifesbeitet, stellt die angeborene
Immunitat eher eine erste unspezifische, aber dediort verfugbare Immunantwort
dar, die nach der ,Danger-Theorie* von Matzingecladurch eine Gewebsverletzung
und somit nicht zwangslaufig durch eine Infektiolgeregt werden kan.Verletzte
Zellen senden Alarmsignale aus, wie beispielsw&8aeaerstoffmangel, Fibronectine
oder Hitzschockproteine, die dann von ,pattern gadion receptors” (PRRs) erkannt
werden und zu einer Immunaktivierung filhfénDies umfasst die Freisetzung
proinflammatorischer Zytokine, die Ausbildung vomsionsmolekilen sowie auch
die Aktivierung des Komplementsystef#vahrend die Zytokine tiber Jahre hinweg
sehr intensiv untersucht wurden, gewinnt nun awshKbmplementsystem langsam an
Bedeutung in der Frage der Pravention und ThermgseRemodelings. Clark et al ga-
ben die ersten Hinweise, dass das Komplementsystatar chronischer Herzinsuffi-
zienz aktiv ist und mit deren klinischen Symptonienreliert’® Die Arbeitsgruppe
teilte Patienten mit chronischer Herzinsuffizieracim Hohe der gemessenen Membran-
angriffskomplex (MAK) Konzentration des Komplemeygtems in zwei Gruppen ein
und verfolgten Uber 6 Monate deren klinischen Mdrlnnerhalb dieses Zeitraums kam
es in der Gruppe mit der héheren MAK-Konzentratzonsignifikant mehr NYHA IV
Symptomen und zu einem schlechteren klinischen dgcals in der Kontrollgruppe.
Eine mogliche Erklarung sahen sie in der nachgewigs schadigenden Aktivitat des
Komplementsystems wahrend des Remodelings, wigiblaeise dem Auslésen der
Apoptose, der Vasokonstriktion sowie der Interakimit Zytokinen, die selbst zu einer
weiteren Verschlechterung des Remodelings beitr&yEbenfalls einen Hinweis fiir
die schadigende Wirkung der dauerhaften Komplerkémierung konnten Aukrust et
al bringen® Unabh&ngig vom Komplementsystem konnten sie zeidgss die Behand-
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lung von Patienten mit hochdosierter intravenosemunglobulingabe langfristig zu
einer Verbesserung der linksventrikularen Ejektiition (LVEF) fuhrte. Unklar
blieb jedoch Uber welchen Mechanismus dieser Effekmittelt war. Als sie in ihrer
Studie die gemessene Komplementkonzentration iphgEnen Blut mit der LVEF ver-
glichen, stellten sie fest, dass zwischen diesaehd?arametern eine negative Korrela-
tion bestand. Je hoher die Komplementaktivierung, wkesto niedriger fiel die
Zunahme der LVEF au$.Sie schlossen daraus, dass mit zunehmender Korapteka
tivierung die vorteilhaften Effekte der Immungloimglabe aufgehoben wurden und dass
dementsprechend das Komplementsystem ein lohnehdefiir zukinftige Therapie-
optionen darstelle.

Worauf die dauerhafte Aktivierung des Komplemertsys wahrend des Remodelings
jedoch beruht, ist dabei noch unklar. Die Annahdie,chronische Aktivierung konnte
auf den hamodynamischen Bedingungen beruhen, k&@latk et al widerlegen. Nach
Implantation eines ,ventricular assist device* D&YHA IV Patienten konnte keine
Anderung der Komplementfaktor C3 und C5 Konzeraratiefunden werdeH.Zu ahn-
lichen Ergebnissen kamen auch Lappegard é Sechs Monate nach 3-Kammer
Schrittmacher Implantation konnte bei allen Paganeine Zunahme der LVEF und
eine, um mindestens eine Stufe, bessere NYHA HKikagon verzeichnet werden.
Weiterhin stellte sie fest, dass die Verbesseruerghdmodynamischen Bedingungen
durchaus zu einer signifikanten Reduktion der lat&ine 6 und 8 fiihrte, jedoch zu
keiner verminderten Konzentration der bestimmtemigtementfaktorer® Eine andere
Erklarung liefern mdglicherweise sowohl Giclas leala auch Hindmarsh et al, die bei-
de nachweisen konnten, dass es nach Endothelzalischdurch freiliegende Mito-
chondrienmembranen, als auch durch subendothadidl@azellulare Matrixstrukturen
zur Komplementaktivierung kommt:?° Inwieweit dies jedoch wahrend des Remode-
lings passiert, ist bisher unbekannt und bedartersi Studien. Dennoch geht man,
basierend auf den Erkenntnissen von Hill und Wdaypon aus, dass das Komplement-
system nach Infarkt aktiviert wird, wahrend des Rdalings chronisch aktiviert bleibt

und damit ein Ansatzpunkt fur zukinftige Therapiemygen bietet.
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Abb. 2.1: Schematische Darstellung des Ablaufs irotialen Infarkt bis zur Herzinsuffizienz. Nach
Infarkt kommt es zu einer kardialen Dysfunktiom, durch neuroendokrinen MaRnahmen als
auch durch direkte Umbauvorgadnge am Herz (Remaglelrersucht wird zu kompensieren.
Weiterhin ist die Aktivierung des angeborenen Imsystems als drittes wesentliches Ereignis
dargestellt. Nach initial positivem Effekt der KogngationsmalRnahmen kommt es langfristig
aufgrund der ventrikularen Dilatation und Fibrosierg zur symptomatischen Herzinsuffizienz
mit erneuter kardialer Dysfunktion. Es entwickéthsein Teufelskreis. Modifizierte Zeichnung
nach Gong et &t

2.4 Das Komplementsystem

Das Komplementsystem besteht aus einer, dhnlich@ermnungssystem, kaskarden-
artig ablaufenden Aktivierungsfolge, die schlieBlio der Formung des sog. Membran-
angriffskomplexes C5b-9 (MAK) miundet. Dieser wirddie Zellmembran von Bakteri-
en oder Zellen eingebaut und kann entweder durdmemassiven Calciumeinstrom zu
deren lytischen Zerstdrung fuhren, deren Apoptasieieen oder die Entziindungsreak-
tion durch beispielsweise erhdhte Zytokinexpressioden betroffenen Zellen beein-
flussen” Darliber hinaus dient das Komplementsystem der @@smg und
Chemotaxis und erfullt folglich eine wichtige Fuigkt im Rahmen der friihen Immun-

abwehr des angeborenen Immunsystéh&chlieRlich interagiert es auch mit dem er-
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worbenen Immunsystem, indem es zu einer Erh6hungddgkorperbildung beitragt
und bei der Ausbildung von Gedéchtniszellen befeiit?® Das Komplementsystem
kann auf drei unterschiedlichen Wegen aktiviertdeer (Klassischer, Lectin oder Al-
ternativer Weg). Der klassische Weg der Aktivierantplgt mittels an Antigenen ge-
bundenen Antikdrpern, die mit C1q als Teil des Giriplexes (C1lq, 2x Clr und 2x
C1s) interagieren, wahrend der Lectin-Weg Uber Maprbinding Lectin gestartet
wird. Fur die Spaltung der Faktoren C4 in C4a+CdAd G2 in C2a+C2b, das im klassi-
schen Weg von Cls vermittelt wird, bendtigt MBL s@gsoziierte Serinproteasen
(MBL-associated serine proteases, MASPs), von deéh&tick (MASP 1-3) sowie
MAPp19, ein alternatives Splicingprodukt des MASP&nG, bekannt sindf.Die genaue
Aufgabe der einzelnen MASPs ist unklar, sicher sa@gan man nur von MASP-2, dass
es sowohl fur die Spaltung von C4 als auch von @&2&ndig ist und dass MASP-1 Fak-
tor C3 anscheinend direkt aktivieren k&AnC4b und C2a setzen sich zur C3-
Konvertase C4b2a zusammen, die im nachsten SC€¥ith C3a und C3b trennt. Dieses
C3b wird im Anschluss zur Formierung der C5-Konaset C4b2a3b bendétigt, deren
gebildetes C5b Grundlage fiir die Zusammensatzusdvblek C5b-9 ist?® (siehe Abb.
2.2) Diesem Reaktionsablauf steht als dritter nobgli Pfad der Komplementaktivie-
rung der alternative Weg gegentber, der Uber ganatane Hydrolyse des Faktors C3
in C3b beginnt. C3b bindet Faktor B, der mittel&tba D gespalten wird und so die
alternative C3-Konvertase (C3bBb) forMitAuch diese bildet wiederum C3b, das zur
Zusammensetzung der alternativen C5-Konvertase G3wbRBind der anschlie3enden
Formierung des MAK fihrt. Alle drei Wege mundenglath in der Bildung einer C3-
Konvertase, deren Aufgabe darin besteht, weite/@s L1 produzieren. Dementspre-
chend stellt C3 die erste gemeinsame Schnittsdeliedrei Aktivierungswege dar. Eine
Hemmung dieses Faktors fuhrt folglich zur Blockads gesamten lytischen Abschnitts

(ab C3b bis fertigem MAK) des Komplementsystems.

Neben dem bereits erwdhnten MAK agiert das Kompggystem auch Uber die als
Anaphylatoxine bezeichneten Faktoren C3a, C4a W& @en Spaltprodukten zur For-
mung des MAK. Neben ihrer allgemeinen Rolle in &tzindungsmodulation und
Opsonierung bei Infektionen, wirken sie insbesoedan Herz nach Infarkt proinflam-
matorisch und verstarken zusammen mit dem MAK dediklen Schadefd.
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Abb. 2.2: Uberblick tber die Komplementkaskade.gatellt sind die drei Aktivierungswege des Kom-
plementsystems. Wahrend Klassischer und Lectin dieggemeinsame C3-Konvertase
(C4b2a) bilden, geht aus dem sich spontan aktiugee alternativen Weg die abgewandelte
Form (C3bBb3b) hervor. Beide spalten aber aus Fak® den Faktor C3b ab, der an die C3-
Konvertase bindet und daraus die C5-KonvertaseehilBiese spaltet aus C5 den Faktor C5b
ab, der dann zusammen mit den Faktoren C6-9 denbiésrangriffskomplex bildet (MAK).
Die abgespalteten Fragmente C3a und C5a werdeAmdphylatoxine bezeichnet. Modifizier-
te Zeichnung nach Walport efal

2.5 Mannose-binding Lectin

Mannose-binding Lectin ist ein C-Typ-Lectin Rezeptder zusammen mit anderen
Rezeptoren wie Toll-like Rezeptoren oder Scavemgaeptoren zu den PRRs des an-
geborenen Immunsystems gehf8rivIBL erkennt somit haufige pathogen assoziierte
molekulare Muster (pathogen associated molecul#enpa, PAMPs) wie Mannose,
Glucose, oder N-Acetylglucosamifitleitet die Komplementaktivierung tiber den Lec-
tin Weg ein oder unterstitzt durch Opsonierung bmeraktion mit Makrophagen die
Phagozytose der Erreger. Wie wichtig dieses Erkewoa Bakterien seitens des MBL
ist, zeigte sich besonders eindriicklich bei Kindaiheinem genetisch bedingten sehr

niedrigen MBL Spiegel und damit verbundener herabgaer Opsonierung, die extrem

-10 -
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anfallig gegeniiber bakteriellen Infektionen watéBariiber hinaus erkennt MBL aber
auch beschéadigte Oberflachenmuster (damaged assbomlecular patterns, DAMPS)
wie Veranderungen der Glykosilierung von Glykopnoé® oder gednderte Zusammen-
setzungen der Phospholipidkomponenten der ZellmeniBrDiese Zellmembranver-
anderungen treten bei Zellen besonders im RahmerApeptose auf wie sie bei
sterilen Entzindungen, Umbauvorgangen und beim Kehmg vorkommt. MBL ist
dabei nicht zwangslaufig an das Komplementsystekomgeelt. Nauta et al konnten
beweisen, dass MBL komplementunabhangig die Phagezyapoptotischer oder
nekrotischer Zellen iiber Makrophagen einleifétBementsprechend konnten Stuart et
al an MBL-KO Mausen zeigen, dass das Fehlen von MBkinem verspéateten Abbau
apoptotischer Zellen fuhrf&.MBL ist strukturell ahnlich aufgebaut wie C1q aiem
klassischen Weg der Komplementaktivierung, dasessgits nach Interaktion mit be-

stimmten Oberflachenmolekiilen apoptotischer Zetlederen Phagozytose beitragt.

Basierend auf der Erkenntnis, dass die Rolle de& Miier die bloRe Komplementakti-
vierung nach Infektion hinaus geht, wurde in demtén Jahren MBL immer o6fter mit
Autoimmunerkrankungen in Verbindung gebracht. Dadtenicht eindeutig geklart, wie
sich ein MBL-Mangel basierend auf einer Mutatiors eeenschlichen MBL Gens bei
Autoimmunerkrankungen auswirkt. Wahrend nach Ra@asals et al Patienten mit
Sjogren Syndrom von niedrigen MBL-Spiegel durchirggere Symptomauspragung
profitierten®® so zeigten Tsutsumi et al, dass niedrige MBL-Sgliets Risikofaktor fiir
Systemischen Lupus Erythematodes zu sehen sind. diddRolle des MBL in Auto-
immunerkrankungen hinaus konnten Satomura et ahéehvVIBL-Spiegel bei chronisch
niereninsuffizienten Patienten nachweisen und @irhdies auf eine chronische Entzin-
dungsreaktion im insuffizienten Organ zuri#éknwieweit MBL jedoch wahrend des
Remodelings am insuffizienten Herz eine Rolle $pield ob die chronische Entzin-
dung des angeborenen Immunsystems durch MBL basstfivird, ist bisher weitest-
gehend unbekannt und diese Arbeit stellt eine deer Untersuchungen diesbezlglich
dar. Obwohl der potenziell schadigende Einfluss M&t. bei Ischamie/Reperfusion
Versuchen im Mausmodell am Herzen klar belegtsistfehlen hingegen Studien zum
permanenten Infarkt. So konnten Busche et al zed@ss nach 30 min Ischamie und 4
Stunden Reperfusion Mause, die sowohl fir IgM alshair MBL KO waren, geringe-

re Neutrophilen und C3-Konzentrationen aufwiessndié WT Kontrollgruppé&® Folg-

-11 -



Grundlagen

lich hatte diese Arbeit einerseits die Zielsetzutmgs Remodeling nach Myokardinfarkt
bei MBL-KO Mausen zu untersuchen und damit Ricksdd auf die Beeinflussung

der angeborenen Immunantwort durch MBL zu ziehardeiseits ging es konkret dar-

um, die Frage zu klaren, ob die in einer vorausgggaen Studie beobachtete Erho-
hung des Komplementfaktors C3 (Frantz et al., pgiscommunication) auf den durch

MBL eingeleiteten Lectin-Weg des Komplementsysteomsickgeht.
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3 Material und Methoden

3.1 Versuchstiere

Fur diesen Versuch wurden MBL-KO Méause verwendet,denen eine Aktivierung
des Lectin-Weges des Komplementsystems durch MBhtmdglich war. Im Gegen-
satz zum Menschen besitzt die Maus 2 Gene fur MBhI1 und mbl2) und somit auch
zwei Formen des MBL, in der Literatur als MBL-A uMBL-C bezeichnet® Sowohl
MBL-A als auch MBL-C kénnen in der Maus den Leciifeg aktivieren. Dies machte
die Verwendung von Mausen in dieser Arbeit notwgndiie weder MBL-A noch
MBL-C bilden konnten. Die Zichtung dieser Tiereg diir beide MBL-Formen KO
sind, geht auf Shi et %lund Takahashi et Hlzuriick. Beiden gelang mittels eines Tar-
get Vektors, bei dem eine Neomycin-Resistenz inEion eingefiigt war, und homolo-
ger Rekombination Stammzellen zu zichten, bei desr@weder das MBL-A oder
MBL-C Gen durch die Neomycin-Resistenz unterbroched damit inaktiviert war.
Diese Stammzellen wurden anschlieRend in Maus-&tgsten eingepflanzt und die
daraus Uber Zwischenkreuzungen entstandenen MBL@QAoker MBL-C KO Mause
schlie3lich, wie bei Shi et al weiter beschriebemeinander gekreuzt, um MBL-KO
Mause zu erhalten. Phanotypisch entwickelten siesedMBL-KO Mause wie ihre
Wildtyp-Artgenosseri®

Vektor I
DNA Strang—— (T m7a 1
[ Exon :| Neomycin Resistenz

Abb. 3.1: Vereinfacht ist der konstruierte Vektut in einem Exon (rot) eingefiigter Neomycin-Renist
dargestellt. Nach homologer Rekombination ist désifenz in das Gen eingebaut und dieses
damit inaktiviert. Modifiziertes Schema nach Shalét
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Von diesen geziichteten MBL-KO Mausen wurden flseliArbeit insgesamt 18 Tiere
bezogen. Zwolf weitere Wildtyp (WT) Tiere dientels &ontrollgruppe. Von beiden
Gruppen wurden jeweils zwei Tiere als SHAM-Tieréhdedelt, bei denen zwar eine
Thoraxeroffnung durchgefiihrt wurde, aber keine tiagades RIVA stattfand und so-
mit auch kein Infarkt vorlag. Eine behdrdliche Gemegung zur Durchfihrung der

Tierversuche lag vor.

3.2 Modell des chronischen Myokardinfarkts

Zur Simulierung eines chronischen Myokardinfarkis sich anschlieRendem ventriku-
larem Remodeling wurde bei 16 Tieren der MBL-KO @gre und bei 10 Tieren der
WT-Gruppe mittels Ligation des RIVA kunstlich eitechdmie gesetzt und diese Un-
terbindung dauerhaft belassen (Gruppenbezeichn@ylKkbzw. WT/MI). Die jeweils
verbleibenden 2 Tiere beider Gruppen wurden, wieiteeerwahnt, als SHAM Tiere
behandelt. Sie dienten bei der spateren Auswerdlsyergleichstiere und werden im

weitern Verlauf dieser Arbeit als WT/Sham oder KRE8) bezeichnet.

Zur praoperativen Narkoseeinleitung wurden die & iaittels Isofluran (Sigma Aldrich
Chemie GmbH, Minchen, Deutschland) betaubt undhéie8end mit einer Braunule
(BD VenflonTM Pro, Becton Dickinson, Heidelberg, BRintubiert und an ein Klein-
tierbeatmungsgerat (Mouse Ventilator, UGO BASILEldical research apparatus,
Comerio, Italien) angeschlossen. Zur Aufrechtetmagtder Narkose bis zur Vollendung
der Hautnaht erfolgte die weitere inhalative Anéstl mit einem bis zu 8% geséttigtem
Isofluran-Sauerstoff Gemisch. Mittels angelegtemGE(Cardiofax GEM, Nihon Koh-
den, Rosbach v.d.H, Deutschland) wurde anhand deregsenen Herzfrequenz die
Narkosetiefe individuell angepasst, wobei eine flgguenz von ca. 550 Schlagen pro
Minute angestrebt wurde. AuRerdem wurde zur spatEréolgskontrolle der Ligation

ein praoperatives EKG abgeleitet.

Nach durchgefiihrtem Hautschnitt in Hohe des 4.rkostalraums wurde der Thorax
eroffnet und das Herz dargestellt. Das Perikarddengefenstert und der RIVA mit ei-
nem Vicrylfaden (Ethicon GmbH, Norderstedt, Deulaol) ca. 1mm apikal des linken
Vorhofes dauerhatft ligiert. Der Erfolg der Untertimg zeigte sich mit der Ausbildung
eines ST-Hebungsinfarkts auf dem EKG-Ausdruck. NAdaptation der Gewebe-
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schichten und Hautverschluss mittels Klammernahtdesm die Tiere unter Zufihrung
von 100%-igen Sauerstoff unter einer Warmelampea s Erwachen gelagert. Auler-
dem erhielten sie zur postoperativen Analgesie @menalig Dosis Buprenorphin
(Temgesic, Essex Pharma, Minchen, Deutschlandjner ®osierung von 0,1mg/kg

Kdrpergewicht.

Die Tiere wurden im Anschluss an die Operation8fWochen in artgerechten Kafigen
gehalten und normal gefittert. Innerhalb diesedraians wurden die Tiere dreimal
echokardiographisch untersucht, bevor sie nach afei zur Organentnahme getotet

wurden.

3.3 Echokardiographie

Ein wichtiger Parameter des kardialen Remodelialit stie Ventrikeldilatation dar. Sie
ist nicht nur Folge der direkten Umbauprozesse arzéh, sondern ist auch deren Ur-
sache, bedingt doch die Dilatation einen zunehnmeMiandstress der Myozyten und
damit wiederum einen wichtigen Stimulationsfaktér fwveiteres Remodeling (siehe
Kapitel 2). Zur Verlaufsbeobachtung wurden dahérazad nicht invasiver transthoraka-
ler Echokardiographie (Echokardiographie-Gerat:hilwes Aplio, Toshiba Medical Sys-
tems GmbH, Deutschland) die GrolRenveranderungen ldeenflache und des
Durchmessers des linken Ventrikels am Tag 1, 21 dfhadowohl in der Systole, als
auch in der Diastole bestimmt und anhand diesertd\Mgie prozentuale systolische
Verkirzungsfraktion (engl. fractional shortenin@)Merechnet. Dieser Wert diente zur
Beurteilung der Kontraktilitdt und damit der AuswWeistung des Ventrikels. Die Un-
tersuchung erfolgte dabei sowohl in Hohe der Papiluskulatur (PA) als auch an der
Herzspitze (Apex, AP) und wurde im B-Mode und M-Modurchgefthrt. Im B-Mode
wurde in zweidimensionaler Darstellung die linksvinulare Endsystolische Area (E-
SA) und die linksventrikulare Enddiastolische Ar@dA) bestimmt. Aus EDA und
ESA liel3 sich dann das FS der Area (FS-Area) nalgemder Formel berechnen:

FS-Area = [(EDA-ESA)/EDA] x 100%

Analog dazu wurde im M-Mode die Ventrikelbeweguragimder Zeit mit einer Laufge-
schwindigkeit von 100mm/s aufgezeichnet. Im Stalddi@(3 sich so der Endsystolische
Durchmesser (ESD) und der Enddiastolische Durchend&D) des Ventrikels ver-
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messen. Wie bereits im B-Mode wurde auch aus didésmen wieder das FS, hier be-

zogen auf den Ventrikeldurchmesser (FS-D) wahremddérzphasen berechnet.

FS-D = [(EDD-ESD)/EDD] x 100%

cavity

" vy

Abb. 3.2: M-Mode Darstellung der transthorakalamekardiographischen Aufnahme des linken Ventri-
kels einer WT-Maus (links) und einer MBL-KO Matecfits). Die Ventrikelkontraktionen und
damit die Veranderungen des Ventrikeldurchmessedsrach der Zeit aufgetragen. Deutlich
sieht man rechts die geringere Wandbewegung desikéds der MBL-KO Maus und die gré-
Bere ventrikulare Dilatation (IVS = interventriculaeptum, PW = posterior wall)

Zu Beginn der Untersuchung wurden die Tiere viawteaske (Atemmaske fur Klein-
tiere, FMI GmbH, Seeheim-Ober Beerbach, Deutschlanid einem 4-8%-tigen Iso-
fluran-Sauerstoff Gemisch betaubt, mittels Klelmftn auf einer Unterlage fixiert und
am Thorax rasiert. Dieses Gasgemisch wurde der Mawugeiteren Aufrechterhaltung
der Betaubung wahrend der gesamten Untersuchureflieug Die Maus atmete dabei
spontan, ihre Herzfrequenz diente wieder zur beas8teuerung der Dosierung. Die
angestrebte Zielfrequenz lag dabei zwischen 550 Schlagen pro Minute, da zu
geringe Frequenzen bei der Maus zu einer verfatgtdre Ventrikeldilatation fuhren.
Mit einem 15 MHz Schallkopf wurde zunachst parasteein Querschnitt des linken
Ventrikels im B-Mode eingestellt und anhand desakeimen zweidimensionalen Bildes
die Innenflache im Bereich des grof3ten Quersch(f#pillarmuskel, PA) als auch an
der Herzspitze (AP) mit dem Computerprogramm Nicdétvare (TomTec Imaging
Systems, Munchen, Deutschland) vermessen. Diekyejgoveils dreimal am Ende der
Systole und am Ende der Diastole. AnschlieRend enudaraus die Mittelwerte und das
FS berechnet.

In der sich anschlieBenden M-Mode Darstellung wuindeederum jeweils dreimal der
ventrikulare Durchmesser in Hohe der Papillarmustkul als auch an der Herzspitze
gemessen und aus den Ergebnissen wieder MittelmdrES errechnet. Die gesammel-
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ten Daten wurden mit der Statistiksoftware Statvi@tatview for Windows, Version
5.0.1, SAS Institute, Berkeley, USA) ausgewertet graphisch dargestellt.

3.4 Organentnahme

Nach erfolgter dritter echokardiographischer Untelging am 56. Tag wurden die Tie-
re erneut narkotisiert und dann operativ das Heowjie die beiden Lungenfligel ent-
nommen. Es erfolgte eine quere Laparotomie unterhdds Rippenbogens mit
anschlielBender Thoraxer6ffnung durch zwei entlaeg Alxillarlinien verlaufenden

Schnitte. Der Thorax liel3 sich dadurch wie ein B#¢ciach kranial klappen und ermég-

lichte dadurch eine gute Darstellung der Thoraxoega

Die entnommenen Organe wurden zunachst im Ganzeoggs, bevor am Herz die
Vorhotfe und Herzohren entfernt wurden. Rechter limicer Ventrikel wurden entlang
des Interventrikularseptums getrennt und erneutogew. Der frei praparierte linke
Ventrikel wurde in vier ca. gleich grol3e Stiickedestten und diese getrennt vonein-
ander entweder in Paraffin eingebettet, in Isopeat# Trockeneis eingefroren oder in
flissigem Stickstoff schockgefroren. Die Herzbadssviertes Stiick wurde als Gewebe-

reserve ebenfalls in flissigem Stickstoff konseatvie

3.5 Immunhistochemische Nachweismethoden

3.5.1 Grundlagen der immunhistochemischen Farbemethode

Bei allen immunhistochemischen Farbemethoden mawrt sich die Antigen-Anti-
korper-Bindung zu Nutze, um gesuchte Zielstrukty#entigene) nachzuweisen. Dabeli
lassen sich verschiedene Methoden der Antikorpdudoig, als auch der Sichtbarma-
chung dieser stattgefundenen Bindung mittels dtagbreaktion unterscheiden. Bei der
sog. ,direkten Methode“ bindet ein farblich markesr Antikbrper direkt an das ent-
sprechende Antigen, wahrend bei der von uns veratend,indirekten Methode" zum
farblichen Nachweis ein zweiter Antikérper zum Eitzskommt. Dieser sekundare An-
tikorper ist gegen das Fc-Fragment des primarenkdupters gerichtet und ermdglicht
normalerweise dank eines an ihn gebundenen Chromeafje Darstellung des Antigen-
Antikorper-Antikdrper-Komplexes und damit den Naaisvder gesuchten Zielstruktur.

Die Signalintensitat eines direkt an den sekunda@netikorper gebundenen Farbstoffs
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ist jedoch héaufig zu schwach. Stattdessen baut zoarVerstarkung des Farbsignals
einen Zwischenschritt Uber die enzymgekoppelte #wvilotin-Complex (ABC) Me-
thode ein, die das Signal vervielfaltigt. Avidint &n aus Huhnereiweil} isoliertes tetra-
meres Glykoprotein mit vier identischen Bindungkstefir Biotin. Verwendet man
nun statt dem farblich markierten einen biotinykersekundaren Antikorper, so bindet
zugegebenes Avidin kovalent an das gekoppelterBigtd lasst noch drei weitere Bin-
dungsstellen fir Biotin frei. Daran lasst man fseimit einem Enzym beladenes Biotin
binden, das ebenfalls auf die Schnitte gegeben. wugl. Abb. 3.3) Dieses Enzym,
meist Meerrettichperoxidase oder Alkalische Photgsiga ermdglicht dann die Farbre-
aktion des zugegebenen Farbstoffs DAB (3,3-Diangnalin) zu seinem braunen
Endprodukt. Das Ergebnis ist eine viel intensiveégbung. Um Verfalschung dieser
enzymatischen Reaktion vorzubeugen, blockiert marorzdie endogene Peroxidase
des Gewebes mit 3%-igen Wasserstoffperoxid. Waeiteversucht man ungewollte
Kreuzreaktionen der Antikdrper mit anderen unsp&aien Antigenen zu verhindern,
indem man die Proben mit einer Blockinglésung (8edesjenigen Tieres aus dem der

sekundare Antikoérper stammt) vorbehandelt.
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Avidin-Molekil mit 4

Antigen Bindungsstellen fiir Biotin

Biotin Molekdl

a4

Biotin mit gebundener Meerrettich-
Peroxidase

Primarantikorper Sekundérantikorper mit
)\ gebundenem Biotin
]
/I\ Sekundarantikdrper Meerrettich-Peroxidase Enzym gekoppelte Reaktion
= am DAB

Abb. 3.3: Schema der ABC-Methode. Von links begidrsieht man das Binden des primaren Antikor-
pers an das Antigen. Anschlielend das Binden dksndéaren Antikdrpers an das Fc-
Fragment des primaren Antikérpers. Das zugefugtdifwbindet an das Biotin des sekunda-
ren Antikbrpers und geht zusatzlich drei weiteradBingen mit den freien Biotin-Meerrettich-
Peroxidase Komplexen ein. Die enzymatische Farhi@aknacht das gesuchte Antigen sicht-
bar. Freie, nicht gebundene Antikorper, Biotin gaelte Meerrettichperoxidase Komplexe
oder Avidinmolekiile werden durch regelméaRige Waduftte abgespult (modifizierte Zeich-
nung nachwww.vectorlabs.cojm

3.5.2 Neutrophilenfarbung
Verwendete Materialen:

- Mikrotom (Hn40, Reichert-Jung, Leica Microsystems, Nussloch, BRD)

- Vector® Antigen Unmasking Solutions (Citrate-based, Cat. No. H-3300 von Vector
Laboratories, Inc., 30 Ingold Road, Burlingame, CA 94010, U.S.A)

- PBS (=phosphate buffered saline)
- 3%-tige Wasserstoffperoxidlésung

- Normal Rabbit Serum, (Vectastain ABC Kit, Vector Laboratories, Burlingame CA 94010,
USA)
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- Priméarer Antikdrper (hergestellt in Ratten): Rat Anti-Mouse Neutrophiles Monoklonal
Clone 7/4 (Linaris, Wertheim-Bettingen, BRD, Verdiinnung 1:100)

- Sekundarer Antikodrper (hergestellt in Kaninchen) Biotinylierter Rabbit Anti-Rat Antikor-
per BA-4001 (Vectastain ABC Kit, Verdiinnung 1:500)

- Avidin (Vectastain ABC Kit)

- biotinylierte Meerrettichperoxidase (Vector PK-6100, Vectastain ABC Kit)
- Blockingpuffer (Vectastain ABC Kit)

- DAB (3,3 — Diaminobenzidin, Vectastain ABC Kit)

- Xylol

- Ethanol in unterschiedlichen Konzentrationen

Durchfiihrung:

Die nach der Einbettung in Paraffin gewonnenen Gebkcke wurden mit dem
Mikrotom in 5 oder @m dicke Scheiben geschnitten und jeweils 2 aufeiegnlgende
Schnitte auf handelsiiblichen Objekttragern fixidmschlieBend mussten die angefer-
tigten Schnitte fur die Farbung wieder in Xylolfgigt von einer in ihrer Konzentration

absteigenden Ethanolreihe, entparaffiniert und gses werden.

Die Schnitte wurden zunachst zur Epitopdemaskiemrignmasking Solution bei 95°C
fur 10 Minuten inkubiert und anschlieend mit PBSmjilt. Des Weiteren wurden die
Gewebeproben fur 30 min mit Wasserstoffperoxid nadh erneutem Spilen mit PBS
fur 15 min mit 5%-igen Kaninchenserum als Blockasying behandelt, um falsch posi-
tive Ergebnisse bei der Farbung und unspezifisétieden der Antikbrper zu verhin-
dern. (siehe 3.5.1) Jeweils einer der beiden Sehaiif einem Objekttrager wurde im
darauffolgenden Schritt fir 60min mit dem primasemtikorper inkubiert, wahrend der
andere Schnitt fiur die unspezifische Farbung lezhginit Blockinglésung behandelt
wurde. Erst danach wurde wieder bei allen Schndrsekundaren Antikorper fur eine
Stunde zugegeben. Nach erneutem Spulen folgte udjal® des Avidin und der bioti-
nylierten Meerrettichperoxidase nach Herstellerslori$t (Einwirkzeit 30min) und an-
schlieBend die Farbung mit DAB. Dabei wurde dagedchtet, dass die Farbezeit bei
allen Schnitten genau gleich lang dauerte.

Die Schnitte wurden nach der Farbung mit destilier Wasser gespult und nach inter-
ner Vorschrift in aufsteigender Ethanolreihe wiedetwassert und permanent eingebet-

tet. Unter dem Mikroskop war nun die Auszahlunggkfféarbten Neutrophilen moglich.
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Abb. 3.4: Neutrophilenfarbung nach der ABC-Methddie an das Biotin gekoppelte Meerrettichpero-
xidase hat die Farbreaktion des DAB katalysierg, Neutrophilen sind braunlich angefarbt

3.5.3 Lectinfarbung
Verwendete Materialien:

- 3%-ige Wasserstoffperoxidlésung
- Avidin-Biotin Blocking Solution (Cat. No. SP-2001, Linaris, Wertheim-Bettingen, BRD)
- Carbon-Free™ Blocking Solution (Cat. No. SP-5040, Linaris)

- Biotinyliertes Lectin, verdiinnt in PBS (Griffonia Simplicifolia Lectin I, Cat. No. B-1105,
Linaris)

- PBS (phosphate buffered saline)
- TPBS (PBS + 0,05% Tween™20)

- Biotinylierte Meerrettichperoxidase VECTASTAIN® Elite® ABC (Cat. No. PK-6100,
Vector)

- ImmPACT™ DAB (Cat. No. SK-4105)

Analog zu der in 3.5.2 beschriebenen Neutrophikinigg verlauft die Darstellung der
Kapillaren mittels der ABC-Methode. Statt eineswgiren und sekundaren Antikdrpers
wurde hier jedoch direkt biotinyliertes Lectin IsaGriffonia Simplicifolia verwendet.
Lectine sind Glykoproteine, die unabhangig von elnmeanunantwort an Kohlenhydrat-
strukturen der Zellmembran binden kénnen. Somitriibent das verwendete Lectin |
die Rolle des in der Neutrophilenfarbung beschnebepriméren Antikdrpers, mit dem
Unterschied, dass Biotin schon direkt daran gebumste Das in diesem Versuch ver-
wendete GSL-I besteht dabei aus zwei Untereinheltgm A und Typ B. Wahrend Typ
A Erythrozyten der Blutgruppe A bindet (N-Acetylgatosamin), werden Erythrozyten
der Gruppe B (Galactose) vom Typ B gebunden. AnRiatn des Lectins koppelt

wiederum das Avidinmolekil, an dessen Bindungssietlie biotinylierte Meerrettich-
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peroxidase die enzymatische Farbereaktion des Glyens DAB katalysiert. (siehe
Abb. 3.5)

Antigen Avidin-Molekiil mit 4

Bindungsstellen fiir Biotin

Biotin mit gebundener Meerrettich-
Peroxidase

Q )0
Sekundarantikdrper mit .
I gebundenem Biotin XS E;Zérzé;ekoppelte Reaktion

Abb. 3.5: Darstellung des Prinzips der verwendeteatinfarbung. Analog zur Neutrophilenfarbung
wurden mittels der ABC-Methode die gesuchten Zigdatren durch enzymatische Farbreak-
tion sichtbar gemacht. Statt Antikérpern wurde hegtoch das biotinylierte Lectin GSL-1 ver-
wendet, das je nach Uberwiegendem Typen an dasetylgalactosamin oder die Galactose
der Erythrozyten bindet

Biotin Molekiil

Durchfiihrung:

Die Schnitten wurden wieder nach interner Vorstlemtparaffiniert, gewassert und mit
3 %-tiger Wasserstoffperoxidlosung behandelt. Uniisehes Binden des Lectins wur-
de mit nichtspezifischer Blocking Losunod spezieller Avidin/Biotin Blocking L6-
sung verhindert. Anschliel3end erfolgte die Zugaée id PBS geldsten, biotinylierten
Lectins GSL-I fur 30 Minuten. Nach einem Waschdtimit TPBS wurden die biotiny-
lierte Peroxidase und das Avidin auf die Schnitgeben und nach einer weiteren Ein-
wirkzeit von 30 Minuten mit DAB gefarbt.

Da an diesen Schnitten neben der Bestimmung deill&apzahl auch die Myozy-
tengréf3e und -anzahl bestimmt werden sollte, wudi Weiteren die Schnitte mit
gangiger H.E. Farbung gegengefarbt. AnschlieRendlevudie Schnitte wieder, wie
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bereits in Kapitel 3.5.2 beschrieben, fur die dhaéte Konservierung in Paraffin einge-
bettet.

3.6 Auswertung der Kapillar- und Myozytenfarbung
Die GroRRe der Kapillardichte im hypertrophierendéntrikelanteil nach Infarkt stellt

fur die Myozyten im Zuge einer ausreichenden Saofversorgung ein entscheidender
Parameter dar. Nach Aversa P nimmt im chronischgakisirdinfarkt der Ratte sowohl
die Kapillardichte, als auch das Kapillarlumen®3aRies bedingt ein schlechteres Sau-
erstoffangebot und damit eine schlechte Ausgangsléir die hypertrophierenden My-
ozyten. Fur die Beurteilung der Kapillardichte deiBL-KO Mause wurden die
gefarbten Schnitte unter dem Mikroskop (Axioskoplds, Zeiss, Jena, Deutschland)
digital fotografiert und mittels der Software Phsitop 6.0ausgewertet. Zur Bestim-
mung der MyozytengrofRe wurden klar abgrenzbare Myozmit deutlich sichtbarem
Kern bei 40-facher Vergrof3erung ausgesucht und gasdBirm umrandet. Die von der
Software errechnete Pixelanzahl liel3 nach vorawsggmer Eichung in die Einheit
[mm?] umrechnen. Fiir die weitere Auswertung wurden &esfelder von 0,0218nfm
GrolR3e bei 100-facher Vergrol3erung ausgewahlt urid dle deutlich begrenzten My-
ozyten und Kapillaren gezahlt. Die erhaltenen Mitegte aus den ausgezahlten Ge-
sichtsfeldern wurden anschlieBend auf Myozytenadnkzai. Kapillaranzahl pro mfn
umgerechnet. Zuletzt wurden Kapillaranzahl und Mgemanzahl pro mfins Ver-
haltnis gesetzt um die Kapillardichte im Ventrilkelurteilen zu kénnen. Da technisch
bedingt nicht alle Myozyten in den Schnitten klanweinander abgrenzbar waren, wur-
den stattdessen alle Myozytenkerne gezahlt. Samiit slie Bezeichnung Kapillaran-
zahl pro Myozytenkern stellvertretend fir Kapillazahl im Verhdaltnis zu allen
tatsachlich vorhandenen Myozyten pro frumd stellt somit den realistischeren Wert

der Kapillardichte dar.

3.7 InfarktgroRenbestimmung

Die Bestimmung der Infarktgréf3e erfolgte nach deir Takagawa et al beschriebenen
Methode der endokardialen und epikardialen Infatdfégnmessung bezogen auf den
Gesamtumfang des Endo- bzw EpikaftiDazu wurden Querschnitte des linken

Ventrikels wiederum entparaffiniert und mit Pikra#®s-Red nach interner Vorschrift
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angefarbt. Hierzu wurden 3g Pikrinsaure mit 200mil3em destilliertem Wasser tber-
gossen und die Losung tber Nacht stehen gelass@ach wurden 0,19 Siriusrot auf je
100ml der gewonnen Pikrinsédurelésung zugegebervandlieser erhaltenen Farbelo-
sung je 2-3 Tropfen auf die Schnitte gegeben. Udden Mikroskop (Axioskop 2 plus,
Zeiss, Jena, Deutschland) wurden die Schnitte #aBeimd digital fotografiert und die
Bilder computergestitzt mit der Software Image 404. (Wayne Rasband, National
Institutes of Health, USA) ausgewertet. Dabei wunde beschrieben die Infarktnarbe
am Bildschirm vermessen und die erhaltenen Ergsbnisozentual umgerechnet auf
die GesamtgroRe des endokardialen bzw. epikardidibefangs. Aus den beiden erhal-
tenen Werten wurde der Mittelwert in Prozent bestim

Abb. 3.6: Querschnitt des linken Ventrikels miathtnarbe. Die ausgediinnte Infarktnarbe lasst sich
eindeutig vom gesunden Myokardanteil unterscheiladokardial sind die Narbe (blaue Li-
nie) und das gesunde Myokard (griine Linie) umrunéealog dazu erfolgte die Messung des
epikardialen Umfangs (nicht dargestellt im Bild)

3.8 Messung des Kollagengehalts

Zur Bestimmung des Kollagengehalts im Gewebe wudiemmit Pikro-Sirius-Red ge-
farbten Schnitte unter dem Polarisationsmikroskuie, bei Whittaker et & beschrie-
ben, mit zirkular polarisiertem Licht fotografiarhd der Kollagengehalt nach digitaler
Bearbeitung anhand der Pixelzahl berechnet. Daarip@rte Licht trifft dabei auf das
optisch anisotrope Kollagen, wodurch das Licht ureinander senkrecht stehenden
Schwingungsebenen aufgespaltet wird. Die VerwendlasgPikro-Sirius-Red verstéarkt
dabei den doppelbrechenden Effekt um bis zu 700%an jedem Bild wurde zunachst

mit 20-facher Vergrol3erung ein Hellbild und eingrddiertes Bild aufgenommen. Das
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Hellbild diente spéter zur Berechnung der beim $aten unausweichlich entstehenden
Gewebeliicken, um die der errechnete Kollagenwaridiert werden musste. Das po-
larisierte Bild wurde mit der Software Sigma Scapn ESystat Software GmbH, Erk-
rath, Deutschland) in die vier Farben gelb, bla,und schwarz (Colour Separation
Typ CYMK) aufgeteilt und das erhaltene Schwarz Bitin polarisierten Bild subtra-
hiert. Aus dem daraus entstandenen Bild wurde dtégBng im Histogramm (Colour
Separation Typ HSV) ermittelt und aus diesen DdtrKollagenanteil errechnet. Nach
Korrektur um die bereits erwahnten Gewebellckerekrman den Kollagengehalt des

Gewebes in Prozent.

3.9 Statistische Auswertung

Alle erhaltenen Daten wurden mit dem Statistikbedungsprogramm Statview (Stat-
view for Windows, Version 5.0.1, SAS Institute, Beley, USA) ausgewertet und gra-
phisch dargestellt. Dazu wurde jeweils der Mittalwder erhaltenen Ergebnisse flr die
beiden Gruppen KO/MI und WT/MI berechnet und deBtandardfehler angegeben.
Die Bestimmung der Signifikanz wurde mittels ANOWAIrchgefuhrt. Ein Ergebnis

galt als signifikant bei zweiseitigem p<0,05.
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4 Ergebnisse

4.1 Mortalitat

Von den insgesamt 26 operierten Mausen (16 KO/MIl L& WT/MI) verstarben zwei

MBL-KO Tiere direkt wahrend der Operation und eilBBMKO Tier kurz darauf, so-

dass fur die weitere Auswertung noch 13 KO/MI Tierel 10 WT/MI Tiere zur Verfl-

gung standen. Von diesen verstarb am Tag 2 ein KQi&t und am Tag 3 ein WT/MI-

Tier. Somit lag ein signifikanter Unterschied bdailg der Mortalitat zwischen der
WT-Gruppe und der KO-Gruppe mit Beginn der StudgiemMyokardinfarkt nicht vor.

Die betroffenen Tiere beider Gruppen verstarbeeriaen plotzlichen Herztod in Folge

eines zu grofRen Infarktes.

Sterblichkeit

1

,95 1

9 ®
—@- MBL-KO

857 o W

81

757 ®

,7 —r '+ 1+ °+°+1 " °+1 &+~ 1 "+ 1 1
0 10 20 30 40 50 60
Tag

Abb. 4.1: Sterblichkeit der beiden Gruppen in Taym Operationstag verstarben 3 MBL-KO Mause an
akuten Komplikationen. Im Verlauf zeigt sich keiméyschied beziglich der Sterblichkeit zwi-
schen MBL-KO Mausen und WT-Mausen

FiUr die weitere statistische Auswertung der KO/MHJUNT/MI Gruppen wurden nur

diejenigen Tiere miteinbezogen, deren InfarktgroBemindestens 30% lag. Dies war
bei 5 KO/MI und 7 WT/MI Tieren der Fall. Zusammant den in Kapitel 3 bereits

erwahnten SHAM Tieren ergab sich daher folgendep@eaverteilung der Tiere: 2

Tiere KO/SHAM, 2 Tiere WT/SHAM, 5 Tiere KO/MI und Tiere WT/MI
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4.2 Lungengewichte

Als Zeichen der kardialen Dekompensation und denid&erbundenen chronischen
Lungenstauung wurden die Lungengewichte der be@rmmppen miteinander vergli-
chen. Hierbei ergab sich kein signifikanter Untared zwischen den MBL-KO Mausen
und den WT-Mausen. (WT vs. KO, 204,2mg = 19,9 &&,2mg * 43,4, p=n.S.)

4.3 Infarktgrof3en

Acht Wochen nach Myokardinfarkt wurde von jedemrTder Infarktanteil in Prozent
bezogen auf den Querschnitt des linken Ventrikelstimmt und anschlieRend daraus
der Mittelwert fur die KO/MI und WT/MI Gruppe errkeoet. Hierbei ergab sich kein
signifikanter Unterschied zwischen den beiden V@usgruppen. (WT vs. KO, 53,1% +
3,2% vs. 62,2% + 5,7%, p=n.s.) (siehe Abb. 4.1) Bispragung der Infarktgro3e war
nach diesen Ergebnissen bei chronischen RIVA Véarssivon MBL unabhéngig.

70
60
50 1

407 [l MBLKO

30 B wr

20 1

InfarktgréRe in %

10 1

Genotyp

Abb. 4.2: Prozentualer Anteil der Infarktgro3e diaken Ventrikels. MBL-KO Mause (62,2% +5,7%)
weisen gegenuber WT-Mausen (53,1% + 3,2%) keirgmifisianten Unterschied auf (p> 0,05)

4.4 Echokardiographie

Zur Beurteilung der Veranderungen der linksventéken endokardialen Ventrikelfla-
che und des Ventrikeldurchmessers wurden die Maaosdag 1, 21 und 56 nach In-
farkt echokardiographisch untersucht. Die Messurgyénlgten dabei sowohl in Hohe
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der Papillarmuskeln (PA) als auch an der Herzsg##®). Beide Gruppen wiesen mit
zunehmender Ventrikeldilatation vergrof3erte linkavigulare Innenflachen und

Durchmesser auf. Hierbei zeigte sich jedoch, dassi8L-KO Tiere an der Herzspitze

sowohl in der Systole als auch in der Diastole ite@n Tag 21 einen signifikant gro-
Beren linksventrikularen Durchmesser aufwiesemlial$VT-MI Kontrollgruppe. Dieser

Unterschied vergrofRerte sich bis zur dritten Megsaim Tag 56 nur noch leicht, blieb
aber weiterhin signifikant. (siehe Abb. 4.2 und)4l8e anderen Messungen zeigten
zwar ebenfalls einen deutlichen Trend hin zu gréfReentrikularen Durchmessern und
Innenflachen bei der MBL-KO Gruppe, erreichten alene Signifikanz. Dementspre-
chend fielen die errechneten Verkirzungsfraktioffeé®) mit Ausnahme der FS-Area-
PA bei den KO-Tieren kleiner aus, wiederum jedobtimeodas Signifikanzniveau zu

erreichen. (siehe Tabelle 4.1)

Angesichts des signifikanten Unterschieds in de#% und EDD-AP Messungen
und dem einheitlichen Trend in den Ubrigen Wertesst sich eindeutig feststellen, dass
die MBL-KO Tiere nach Infarkt eine gro3ere ventidne Dilatation und damit ein
aggraviertes ventrikulares Remodeling aufwiesendasinfarkt-Kontrollgruppe. Der
schadigende Effekt des Fehlens von MBL zeigt siefeits nach 21 Tagen und lasst
darauf schlieen, dass die beobachteten positiffekt& bei C3-KO Mausen sich nicht
mit MBL-KO Mausen in Einklang bringen lassen.
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Tag 1 Tag 56
WT-MI KO-MI WT-MI KO-MI

ESA-PA [mm?] 9,0+0,60 | 8,50+1,11] 20,88+1,673, 9 +2,88
EDA-PA [mm?] 10,91 £0,59 10,72+0,90 24,33 +1,828,38+2,99
ESA-AP [mm?] 10,15+0,85 9,52+0,65 20,96 +2,328,83 + 3,55
EDA-AP [mm?] 11,90+ 0,74 11,57 +£0,55 24,48 +2,432,81 + 3,62
ESD-PA [cm] 0,38+0,02| 0,36+0,01y 0,53+0,02 90450,03
EDD-PA [cm] 0,43+0,01 | 0,41+0,01f 0,59+0,01 40,02
ESD-AP [cm] 0,39+0,01| 0,37+0,02 0,51+0,08 360,04*
EDD-AP [cm] 0,42+0,01 | 0,42+0,01f 0,55+0,03 @&#0,04*
FS-Area-PA [%)] 16,10 + 4,21 22,43 +5,10 14,10%03| 16,60 +1,91
FS-Area-AP [%] 15,10+ 3,33 18,10+2,31 15,20@33| 13,10 +1,62
FS-D-PA [%] 11,89+2,43 13,35+1,29 11,65+ 1,48,51 +1,62
FS-D-AP [%] 7,77+108 | 10,61+185 7,561,583 4%+0,70

Tab. 4.1: Auflistung der errechneten Mittelwertleiaechokardiographischen Messungen am Tag 1
und Tag 56 und deren Standardfehler. PA = papilldP, = apikal, ESA = Endsystolische
Flache, EDA = Enddiastolische Flache, ESD = Ends§sther Durchmesser, EDD =
Enddiastolischer Durchmesser, FS-Area = fractioB&brtening der Flache, FS-D = frac-

tional Shortening Durchmesser, *p<0,05
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Abb. 4.3:
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Endsystolischer ventrikularer Durchmeg&sD), apikal gemessen. Zwischen MBL-KO Tie-
ren und WT-Tieren zeigt sich bereits 21 Tage naédrkt ein signifikanter Unterschied beziig-
lich des endsystolischen ventrikularen Durchmes$éB -KO Tiere haben mit 0,58cm +0,03
einen groBeren Durchmesser als die WT-Tiere mitd@m+ 0,03. Am Tag 56 zeigen beide
Gruppen eine Zunahme des Durchmesser, der signiékidnterschied zwischen den Gruppen
bleibt bestehen (MBL-KO vs. WT, 0,63cm £ 0,04 y&ldn 10,03) (t = p < 0,05, p=s)

557 - WT SHAM
o] -~ WT MI
KO SHAM
2] - KO MI

EDD AP in [cm]
&
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Abb. 4.4: Enddiastolischer ventrikularer Durchmerssapikal gemessen. Zwischen MBL-KO Tieren und

WT-Tieren zeigt sich auch enddiastolisch am TageiRlsignifikanter Unterschied beziglich
des ventrikularen Durchmessers an der HerzspittdBLE(KO vs. WT, 0,61cm + 0,04 vs.
0,52cm +0,02) Dieser Unterschied lasst sich aush®ag 56 nach Infarkt nachweisen (MBL-
KO vs. WT, 0,66cm £0,04 vs. 0,55cm +£0,03) (t<®05, p=s)
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4.5 Neutrophile

Acht Wochen nach Myokardinfarkt zeigte sich bezilglder Neutrophilenanzahl kein
signifikanter Unterschied zwischen MBL-KO Mauserb(t 0,6) und WT-Méausen (2,6
+ 0,7). Da eine einzelne Auszahlung der Neutrophitet Gesichtsfeldern nicht mog-
lich war, wurden den einzelnen Schnitten Zahlensvewischen 0 (keine Neutrophile)
bis 7 (maximale Neutrophilendichte) zugeordnet dadaus der Mittelwert fir beide
Genotypen bestimmt. (siehe Abb. 4.4 und 4.5) Demmrfette das Fehlen von MBL
keine Auswirkung auf die NeutrophilenkonzentrationGewebe, auch wenn die WT-
Gruppe einen etwas hoheren Wert aufwies.

Abb. 4.5: Gefarbte Neutrophile im Vergleich. Limdtsdie Neutrophilenfarbung eines WT Tiers, rechts
die Neutrophilenfarbung eines MBL-KO Tiers darglistEine genaue Auszahlung der
Neutrophilen war aufgrund der Dichte nicht mdglich

3,5

"l KO/MI
Ll wTMmI

Mittelwert der Zahlenbeurteilung

Genotyp

Abb. 4.6: Zahlenbeurteilung der Neutrophilendicittels Zahlen zwischen 0 (keine Neutrophile)is
(maximale Neutrophilendichte) wurde die Neutroptklenzentration graphisch dargestellt.
MBL-KO Tiere (1,5 £0,6) und WT Tiere (2,6 £ 0, fterscheiden sich nicht signifikant,
p>0,05
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4.6 Kollagenauswertung

Bei der Auswertung des Kollagengehalts im Ventgkptum zeigte sich zwar ein leich-
tes Uberwiegen der gemessenen Kollagenkonzentragbden MBL-KO Méausen, je-
doch ist dieser Unterschied nicht signifikant. (MBD vs. WT, 1,19% * 0,49% vs.
0,68% +0,24%, p>0,05) Somit hat das Fehlen von MBdieser Studie keinen Einfluss
auf die Kollagensynthese im Ventrikel. (vgl. Abb6 4ind 4.7)

18
1,6 7 B

- Il MBL-KO

Kollagengehalt in [%]
(i
o N H» O o N b

Genotyp

Abb. 4.7: Prozentualer Anteil des KollagengehaitsSeptum. Es ergibt sich kein signifikanter Unter-
schied zwischen MBL-KO Mausen (1,19% + 0,49%) uildtyy Mausen (0,68% +0,24%)

Abb. 4.8: Kollagennachweis im Gewebe eines WTsTignks ist das Hellbild nach Pikro-Sirius-Red
Farbung dargestellt, rechts das entsprechende psiate Bild. Die Kollagenfasern lassen
sich auf dem schwarzen Hintergrund gut erkennen

4.7 Neovaskularisierung und kardiale Hypertrophie

Nach Auszahlen der Gefal3e und Myozyten pro mm2esgah kein signifikanter Un-
terschied zwischen den MBL-KO Mausen und den Wgdtiiusen. Auch die Myozy-

tengroRe hatte sich zwischen den beiden Gruppemt weréndert. Setzte man die
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GefaRanzahl und die Anzahl der klar voneinanderesdaparen Myoyzten im Schnitt
ins Verhaltnis ergab sich keine signifikante Vermehg. Anzahl der Gefal3e pro Myo-
zytenkern jedoch ergab einen signifikanten Untaestmit p=0,02 zwischen den MBL-
KO Tieren (4,62 + 0,31) und den Wildtyptieren (3;48,18). (siehe Abb. 4.8). Somit
wiesen die MBL-KO Tiere ein besseres VerhaltnisdBefpro Myozyt(kern) und damit
eine groRere Kapillardichte auf als die Kontrollgpe der WT-Tiere. Weitere Einzel-

heiten zu der Auswertung siehe Tabelle 4.2

| Wl MBLKO
W wT

> Gefalle / Y Myozytenkerne

pro mm?

Genotyp

Abb. 4.9: Anzahl der Gefal3e in Relation zu deraBegahl der Myozyten. Da nicht jeder Myozyt sicher
abgrenzbar war, wurden stattdessen die Myozyteekgezahlt. Sie stehen stellvertretend fir
alle Myozyten. Hierbei zeigte sich ein signifikant@terschied zwischen den MBL-KO Mau-
sen (4,62 +0,31) und den WT Mausen (3,48 £0,18)

-33-



Ergebnisse

WT-MI

KO-MI

Gefalle / mmz2

3177,25 + 93,95

2958,00 + 163,90

GefalRe / Myozyten pro mm2 1,30 £ 0,08 1,16 £ 0,04
GefalRe / Myozytenkern pro mmg¢ 3,48 £ 0,18 4,6234 @p<0,05)
Myozyten / mm? 2614,00 £ 238,45 2579,80 + 188,86

Myozytengrol3e in mm?2

3,06 xf& 1,85 x10°

2.89 x10* + 2,38 x10°

Tab. 4.2:

Kontrollgruppe der WT Tiere (p< 0,05)
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Ubersicht tber die Ergebnisse der Gefigdhlbestimmung nach Lectinfarbung und die
Bestimmung der Myozytenzahl nach Gegenfarbung niit Hie gezéhlten GefalRe bzw.
Myozyten pro mmz2 ergeben keinen signifikanten dotéed zwischen MBL-KO und WT
Tiere. Erst nachdem die GefaRanzahl mit der AndahnlMyozytenkernen ins Verhaltnis
gesetzt wurden zeigte sich, dass MBL-KO Tiere pyozZyt mehr Gefalie aufwiesen als die




Diskussion

5 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit sollte die Frage gekléerden, ob die dauerhafte Aktivie-
rung des Komplementfaktors C3 wahrend dem ventienl Remodeling nach Myo-
kardinfarkt auf den durch Mannose-binding Lectimgeleiteten Lectin-Weg des
Komplementsystems zurtckzufiihren ist. Eine vorageggene Studie hatte gezeigt,
dass C3 nicht nur unmittelbar nach Infarkt, sondamh noch 8 Wochen danach im
insuffizienten Mauseherz nachweisbar war. Bei Vexdueng von Mausen, die eine Fak-
tor C3 Defizienz hatten, lie3 sich drei Wochen né&afarkt im Vergleich zu WT-
Mausen eine signifikant geringere ventrikulare Rileon und damit ein besseres kardia-
les Remodeling nachweisen. (Frantz et al., persooaimunication) Unbeantwortet
blieb jedoch, auf welchem der drei bekannten PtieteKomplementaktivierung diese
C3-Erhoéhung im Modell des chronischen Infarkts herdu diesem Zweck wurden in
dieser vorliegenden Studie MBL-KO Mause und WT-Mg&asht Wochen nach Infarkt
bezuglich Lungengewichts, Infarkt- und Ventrikeldeb sowie Neovaskularisierung,
Kollagengehalt und kardialer Hypertrophie untersuBlariber hinaus wurden als Zei-
chen der Entzindungsreaktion die Neutrophilenkommagon bestimmt. Im Gegensatz
zu den beobachteten Ergebnissen bei den C3-KO Mésigte sich jedoch bei den
MBL-KO Mause im Vergleich zu den WT-Mausen einengdfigant gro3ere systolische
und diastolische Ventrikeldilatation. Die anderamathgefihrten Untersuchungen wie-
sen keine Unterschiede zwischen den beiden Gruggertinzig in der Frage der Neo-
vaskularisierung wiesen die MBL-KO Tiere einen #iganten Zuwachs an Gefalden in
Relation zu den vorhandenen Myozyten auf. Auch weiese Zunahme zwar prinzi-
piell als vorteilhaft im Rahmen des Remodeling aetpen werden durfte, so zeigte
doch die grol3ere ventrikulare Dilatation, dass dielwvorteilhaften Auswirkungen eines
Fehlens von C3 bezlglich des Remodelings sich mthiMBL-KO Tieren in Einklang
bringen lieRen. Vielmehr schienen die Tiere durak Behlen von MBL einen, im Ver-

gleich zur Kontrollgruppe, zusatzlichen Schaderodgetragen zu haben.

Diese Beobachtung wirft verschiedene Fragen aumn Zinem bleibt es weiterhin un-
klar, durch welchen Weg Komplement nach Infarkivadtt wird. Zum anderen scheint

MBL Uber das Komplementsystem hinaus wichtige FHomnlen im Rahmen der kardia-

-35 -



Diskussion

len Umbauprozesse zu spielen, deren Fehlen dieegroientrikulare Dilatation der
MBL-KO Gruppe erklaren kénnte.

Das Ergebnis dieser Arbeit, dass eine Hemmung d&k &l einer Verschlechterung
des Remodelings fihrte, ist im Vergleich zur ddigen Forschung auf dem Gebiet der
angeborenen Immunantwort im insuffizienten Herzem kEinzelfall und wirft einmal
mehr die Frage nach der genauen Funktion der cduloein Entzindungsreaktion wéh-
rend des Remodelings auf. Gerade im Bereich dewkify¢ zeigt sich immer wieder,
dass diese chronisch aktiviert zwar durchaus sitédind, jedoch auch als Teil not-
wendiger Kompensationsmechanismen eine wichtigéeRagieleri’? Als Beispiel sei
hier die Rolle des TNIle- genannt. So schiitzen physiologische Konzentratioms
TNF-a die Zelle vor Hypoxie und Ischamif&wahrend dauerhaft aktiviert TNEEnega-
tiv inotrop wirkt und Uber TNF-Rezeptor 1 in karddiaMyozyten die Apoptose
auslost* Dies mag erklaren, warum groRBe Anti-TNFStudien wie RENAISSANCE
(Randomized Etanercept North American StrategyttmySAntagonism of Cytokine)
oder RENEWAL (Randomized Etanercept Worldwide Evaluatiagheiterten, einen
Nutzen dieser Behandlung fur Patienten zwischen NY$adium [I-1V nachzuwei-
sen® Darliber hinaus scheinen die Entziindung und arienepensationsmechanis-
men enger miteinander verbunden zu sein, als urgpcth gedacht. So konnte
Gullestad et al zeigen, dass nach hochdosiertdagiarherapielnterleukin-6 gesenkt
werden konnte, wodurch die Frage aufkam, inwiewgtAnti-Remodeling Effekte der
ACE Hemmer sich tber eine Hemmung von II-6 aul¥as,seinerseits als Stimulus fur

kardiale Hypertrophie gift®

Trotz der intensiven Forschung auf dem Gebiet deokine, sind Therapieansétze ba-
sierend auf einer Hemmung der Komplementaktivierwirend des Remodelings
selten. Viele Arbeitsgruppen beziehen sich auf Kiienplementhemmung im akuten
Infarkt und weisen hier auch Erfolge beziglich Rewnin der Infarktgréf3e und Verrin-
gerung der Entziindungsreaktion aubas Komplementsystem ist aber auch nach der
akuten Entzindungsphase im Infarkt aktiv und bleibth im bereits insuffizienten
Herz nachweisbar. Yosojima et al konnten beispieisa keinen signifikanten Unter-
schied der im Vergleich zum gesunden Myokard edrditomplement RNA Konzent-
ration zwischen jungen und alten Myokardinfarkteststellerf” Weiterhin konnten

Oliveira et al in Serumproben von herzinsuffizientBatienten erhthte Werte des
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Membranangriffskomplexes (MAK) nachweisen und dadnét Aktivitdt der Komple-
mentkaskade beweiséhDieser MAK tragt nachgewiesenermafRen zum Remagielin
bei, indem er Uber Stimulation von Neutrophilenenter erhéhten Sekretion von Leu-
kotrienen und TNFe fihrt und nach Myokardinfarkt die Infarktgrof3e whas Outcome
negativ beeinflusst™*® Ein weiterer schadigender Einfluss zeigt sich Befrachtung
der in Kapitel 2 erwéhnten Anaphylatoxine (C3a @%h). So bewirkte von Del Balzo
et al in Herzen injiziertes C5a nach initial posithotroper Wirkung langfristig eine
Abnahme der Kontraktilitdt, eine koronare Vasokokson und damit eine Dysfunkti-

on des linken Ventrikel?

Angesichts dieser offensichtlich negativen Eigeafieim des Komplementsystems auf
das Remodeling ist es umso erstaunlicher, dassHg#nemung des Lectin Weges, wie
in dieser Arbeit geschehen, sogar zu einer Vershldeung des Remodelings gefihrt
hat. Die bekanntesten Aufgaben des MBL sind dieeinking bakterieller Erreger, de-
ren Opsonierung und die Aktivierung des Komplemgsiessns. Daher erscheint es
kaum verwunderlich, dass Patienten mit inaktividesnMutationen fir MBL haufiger
und schwerer an SIRS erkranken als gesunde MBL-B&ger>' Dariiber hinaus er-
kranken Menschen mit MBL-Gen Mutationen und darettirggerer MBL Konzentrati-
on im Serum haufiger an Rheumatoider Arthritis usgistemischem Lupus
erythematodes, woraus auf eine weitere wichtigdeRadés MBL bei Autoimmuner-
krankungen geschlossen werden k3iti.(vgl. Kapitel 2.5) Die pathogene Bedeutung
von MBL am Herzen hingegen ist unklar und die latar diesbezuglich widersprich-
lich. Beispielsweise sollen niedrige MBL-Spiegehaiseits bei rheumatischer Herzer-
krankung einen Schutz gegeniiber der EntwicklungreMitralstenose darstelléf,
wahrend diese andererseits nach Bypass-OP einbterfiérschlusswahrscheinlichkeit
des Bypass mit sich bringéhEbenso gehen hohe MBL-Spiegel mit einem erhdhten
Risiko fiir KHK bei gesunden Mannern einfigfjedoch schiitzen genau diese hohen
Spiegel vor Myokardinfarkt bei Patienten mit Diagebder Hypercholesterinantielm
Gegensatz zu diesen teils widerspruchlichen Ergsbnj zeichnet sich bei Ischa-
mie/Reperfusionsversuchen beziglich MBL ein eindenés Bild ab. Jordan et al
konnten zeigen, dass eine Inhibition des MBL beub#i nach Ischamie/Reperfusion
zu weniger C3 Exposition, kleinerer Infarktgro3eriggeren Neutrophilenkonzentrati-

on und abgeschwachter proinflammatorischer Genegjme fiihrte® Diese Ergebnisse
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wurden auch von Walsh et al unterstitzt, in dertenli® MBL-KO Mause deutlich vor
dem Reperfusionsschaden geschutzt waren und elemexZugabe von MBL wieder-
um zu einer Zunahme der InfarktgroRe fiififtén diesen Untersuchungen erwies sich
das Fehlen von MBL folglich durchaus als vorteithdfe Infarktgréf3e war kleiner und
die gemessene C3 Konzentration geringer. Zwarestelschamie/Reperfusion und
chronischer Myokardinfarkt zwei pathophysiologisahterschiedliche Modelle dar,
jedoch sind in beiden Fallen die gleichen Entzugdumediatoren (Neutrophile,
Makrophagen, Komplementsystem usw.) beteiligt. kafigwirft sich die Frage auf,
worin die in dieser Arbeit beobachtete fehlendeifkessung der Infarktgréf3e und der
Neutrophilenkonzentration im chronischen Myokardrikimodell im Gegensatz zum

Ischamie/Reperfusionsversuch von Jordan et al Bi-MIO Mausen begrindet ist.

Eine mdgliche Erklarung dafiir mag darin liegen,sdsBL anscheinend vorwiegend
bei oxidativem Stress unter Bildung freier Saudhstdikale aktiviert wird, wie er be-
sonders bei Ischamie/Reperfusion vorkommt. Col&trdl konnten in diesem Zusam-
menhang an reperfundierten Rattenherzen nach 3téfinlschamiezeit deutlich
erhohte Werte an C3 und MBL nachweisen, jedochtrachHerzen mit 60 Minuten
Ischamie ohne Reperfusi6hBei Verwendung von MBL-Mangel-Serum fiel der C3b
Anteil nach Reperfusion deutlich geringer aus urebserst nach Zugabe von isoliertem
MBL wieder an, wodurch ein eindeutiger Zusammenhangchen oxidativem Stress,
MBL und C3 Erh6éhung bewiesen war. Ischdmische Hralp¢llen bildeten dabei ver-
mehrt Cytokeratin 1, an das MBL koppelte und dafeit Lectin-Weg aktivierte: Gab
man einen Antikorper gegen Cytokeratin 1, dann kerzu deutlich weniger MBL-
Bindung und weniger C3 ExpressitniNun lasst sich der bei Collard et al festgestellte
Unterschied zwischen reperfundiertem und nicht nfepdiertem Gewebe natrlich in
der wiederhergestellten Blut- und Sauerstoffvergoggund dem damit verbundenen
massiven Anschwemmen von Entzindungsmediatorenasn Infarktgebiet erklaren
Gerade der im Ischamiegebiet plotzliche Sauerstsfiag fuhrt zur Bildung grol3er
Mengen an ROS (=Reactive Oxygen Species) durchXdigthin-Oxidase oder die
Phospholipase. Allerdings ist oxidativer Stresskauf die Ischamie/Reperfusion be-
schranktes Phanomen. Vielmehr weisen Studien eiigddassen Vorhandensein und
dessen negativen Einfluss auf das Remodeling dédwesiésen von Apoptose und

Nekrose im bereits insuffizienten Herz n&ctHierbei kommt es zu einem Ungleich-
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gewicht zwischen ansteigenden oxidativem Stressrsits und abnehmenden antioxi-
dativen GegenmaRnahmen anderer§éitsmso erstaunlicher ist es daher, dass Trend-
elenburg et al bei Patienten nach Myokardinfarkd stattgefundener PTCA nach 90
Tagen Beobachtungszeit keinen Unterschied bezugdkchEntwicklung einer Herzin-
suffizienz zwischen Patienten mit MBL-Mangel undti®aen mit normaler MBL-
Konzentration finden konntéfi.Diese Aspekte berechtigen zu der Annahme, dass MBL
im Rahmen von Ischamie/Reperfusions-Studien duxatativen Stress und wiederher-
gestellten Koronarfluss als Akute-Phase-Proteirkiwivahrend es langfristig von eher
geringerer Bedeutung ist. Diese Theorie der Rae MBL in der akuten Entzindungs-
reaktion findet Bestatigung in den BeobachtungemWeland et af® Diese bestimmten
nach Myokardinfarkt ohne Reperfusion und sich daentwickelnder Herzinsuffizienz
ab dem Akutereignis Uber 2 Jahre den MBL-Spiegabd zeigte sich, dass die MBL-
Konzentration nach der Akutphase abnahm und sitkeiaam unter dem der gesunden
Kontrollgruppe liegenden Niveau einpendelte. Zusami@mssend lasst sich folglich
sagen, dass MBL in der Akutphase von Ischamie/Regiensstudien eine entschei-
dende Rolle spielt, wahrend sich im chronischearkifkein Anstieg dessen Konzentra-
tion finden 14s$f und ohne Reperfusion auch keine durch MBL austel&33
Erhdhung nachweisbar i€t Vielmehr liegt die MBL Konzentration anfangs beimo-
nischen Infarkt in Normbereich und nimmt sogar vedior des Remodelings &bDies
ware damit eine mogliche Erklarung, warum sich &eWnterschiede zwischen den
MBL-KO Mausen und den WT-Méausen in der Infarktgraftel der Neutrophilenkon-

zentration zeigten.

Trotzdem bleibt die Frage bestehen, warum es deh-KIB-Mausen bezuglich der
Ventrikeldilatation signifikant schlechter ging. ®&ehlen von MBL scheint sich wah-
rend des Remodelings als entscheidender Nacht@ilszrustellen und das, obwohl die
MBL-KO Gruppe ein signifikant besseres Kapillarao pMyozyten Verhéltnis aufwies
als die Kontrollgruppe. Folglich erweckt, wie dasrdits erwahnte TNk; auch MBL
den Anschein eine wéhrend des Remodelings nichit dbgrenzbar vorteilige oder
nachteilige Rolle einzunehmen. Neben der bekanktanplementaktivierung vermit-
telt MBL des weiteren Uber Opsonierung die kompletmeabhéngige Phagozytose
durch Makrophagen, erkennt apoptotische Zellennimint durch Entziindungsmodu-

lation auch direkten Einfluss auf andere Entziindoregiatorefi’ Jack et al konnten
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beispielsweise an einer Infektion mit Neisseria mgitidis nachweisen, dass die Hohe
der MBL Konzentration die Expression von Zytokinbeeinflusste. Niedrige MBL
Spiegel erhéhten die Freisetzung von II-1, 1I-6 drdF-o, wahrend hohe Spiegel zu
einer Reduzierung dieser Spiegel fihemnwieweit MBL jedoch Einfluss auf die
wahrend des Remodelings nachgewiesenermafien erhoytiekine nimmt, ist unbe-
kannt. Bewiesen dagegen ist, dass generell die tApepder Myozyten wéahrend des
Remodelings erhoht ist und dass dessen Hemmunmeu\éerbesserung der kardialen
Umbauprozesse fiihtt.Apoptotische Zellen expremieren verstarkt Manndsdcetyl-
glucosamin und Fucose, also potentielle Bindunfisatéir MBL. Auf diesem Weg
greift MBL auch in den Abbau eigener apoptotiscérperzellen ein und vermittelt
deren Phagozytose, ein entscheidender Vorgangllbai krperlichen Umbauvorgéan-
gen und damit auch beim kardialen Remodelin@gden et al konnten weiterhin eine
direkte Interaktion zwischen apoptotischen ZellsifBL und Makrophagen nachwei-
sen’® Demnach exprimieren apoptotische Zellen Calreticain das MBL bindet. MBL
wiederum leitet dann das Phagozytose-Signal arMaierophagen tber CD91 weiter,
einem transmembranarem2-Makroglobulin auf der Makrophagenoberflache. Wie
wichtig der rechtzeitige Abbau der apototischenefelst, zeigt sich daran, dass diese
sekundéar nekrotisch werden kénnen und damit Entaiggteaktion und Komplement-
aktivierung ausldésen konnéhFolglich wéare es denkbar, dass es durch das fédlen
MBL in der Versuchgruppe zu einem verspateten Abtb@uapoptotischen Myozyten
gekommen ist und diese sekundar nekrotisch daneirmr Verstarkung der Entzin-
dungsreaktion gefiihrt haben. Zwar konnten in diésbeit keine Unterschiede bezlg-
lich der Neutrophilenkonzentration zwischen denderi Gruppen nachgewiesen
werden, jedoch belief sich diese Bestimmung 8 Woatech Infarkt auf die chronische
Phase der Entziindung. Yang et al konnte jedocimemevergleichbaren Mausmodell
des chronischen Infarkts an gesunden Tieren zedgss die Ventrikeldilatation am
groRten innerhalb der ersten zwei Wochen nachKnfear.’? In diese Zeit fallt bei der
Maus das akute Entziindungsstadium mit einem MaximenMakrophagenkonzentra-
tion am vierten Tag und nach ca. sieben Tagen @ginB der chronischen Entzin-
dungsphase. Ein interessanter Aspekt fiur zukiunf8gedien lage somit darin, nach
einer erhohten Neutrophilenkonzentration bei MBL-KAausen innerhalb dieses Zeit-

raums als Hinweis auf eine sekundéar verstarkteitwatizngsreaktion zu suchen.
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Angesichts der Tatsache, dass bei den MBL-KO Madsehinksventrikulare Dilatati-
on signifikant aggraviert war, stellte sich natthlidie Frage, ob die beobachtete dauer-
hafte Aktivierung des Faktors C3 nicht auf einent Beiden anderen Wege des
Komplementsystems beruht. In diesem Zusammenhategsuchten Frantz et al, in
einer dieser Arbeit &hnlichen Studie, die Ausscimgjtdes klassischen Aktivierungswe-
ges nach Myokardinfarkt. Dazu wurden Ragl-KO-Matesgvendet, die weder B- noch
T-Lymphozyten bilden konnten und damit auch UbendeAntikorperproduktion ver-
fugten. Aber auch hier zeigte sich, dass die ptoteRVirkung eines fehlenden Faktor
C3 nicht Uber den klassischen Weg vermittelt sielgten doch die Ragl-KO-Tiere
wiederum signifikant vergrol3erte linksventrikuldddatation. Somit kommen wir zu
dem Schluss, dass die C3 Erhéhung im insuffiziehterz auf dem alternativen Weg
der Komplementaktivierung beruhen muss. Aukrustldtonnte eindeutig anhand der
alternativen C3-Konvertase C3bBbP nachweisen, dassalternative System in der
chronischen Herzinsuffizienz aktiv i$tDariiber hinaus scheint das alternative System
auch dasjenige der drei Pfade zu sein, das nactidumgohne Reperfusion als erstes im
Infarktgebiet vorkommt. Daflr sprechen die Ergebaigon Vakeva et al, die am chro-
nischen Infarkt der Ratte nach zwei Stunden nuvigktes C3, jedoch C1 und C2 erst
nach drei Stunden nachweisen konrfteBa C2 sowohl fiir den Lectin Weg als auch
fur den klassischen Weg benétigt wird, schlossendaraus, dass das alternative Sys-
tem als erstes im chronischen Infarkt aktiv seirsgniDer alternative Weg spielt dabei
in der Hinsicht eine interessante Rolle, als dassuech die spontane Autoaktivierung
des C3 immer eingeschaltet ist und Uber Verstarkoohey Hemmung der positiven
Feedback-Schleife zwischen C3b und alternativeKG@8vertase hoch und runter regu-
liert werden kanri? Weiterhin diirfen die drei Wege des Komplementsystaicht als
vollig getrennt voneinander betrachtet werden. Medtr scheint der alternative Weg die
Wirkung der beiden anderen Wege zu verstarkenmndes klassischem und Lectin-
Pfad gebildetes C3b auch an der Bildung der altmeraC3 bzw. C5 Konvertase betei-
ligt ist. Dieser Effekt scheint grof3er zu seinwaispringlich gedacht. Harboe et al konn-
te durch Inhibierung des alternativen Weges eindukion um bis zu 80% des im

klassischen Weg gebildeten C5a und MAK nachwef3en.

Die Beteiligung des alternativen Systems lasst sichvorliegenden Versuchsaufbau

dieser Arbeit weder beweisen noch ausschlieRehjedanur die Rolle des MBL unter-
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sucht werden sollte. Wir gehen angesichts der Eigseb dieser Arbeit und der genann-
ten Erkenntnisse der Studie an Ragl-KO-Mausen fedawon aus, dass die C3 Bil-
dung nach Myokardinfarkt auf das alternative Kommatsystem zurtickzufihren ist
und dass dessen Hemmung zu den positiven Ergebrfigse, die bei der direkten C3
Inhibition nachgewiesen werden konnten. Dies eitigeau beweisen, ist Aufgabe fol-
gender Studien, bei denen die spontane Aktivierdeg alternativen System durch

Verwendung von beispielsweise Faktor D KO-Tieremsi ausgeschlossen 8t

Gegenuber dieser Schlussfolgerung ist der Einwaiwes gerechtfertigt, dass anhand
des Versuchsaufbaus nicht ausgeschlossen werden dass alle drei Wege des Kom-
plementsystems fiir die C3 Aktivierung verantwoktlgind. Dagegen steht jedoch, dass
sowohl bei den MBL-KO Tieren als auch den Ragl-Kiérdn eine Aggravierung der
linksventrikularen Dilatation beobachtet wurde, de einer eindeutigen Reduktion der
C3 Konzentration so nicht zu erwarten waren. Whitefihrten wir eine auf der Avi-
din-Biotin basierenden C3 Farbung der Gewebesehmitirch. Obwohl sich diese
Schnitte aufgrund der intensiven Farbung nichteiidle genauere Untersuchung eigne-
ten, so lasst die fehlende Differenzierung zu defdrfpten WT-Schnitten darauf schlie-
Ren, dass eine Reduzierung der C3-Konzentratidmt stattgefunden hat. Somit liegt
die Aufgabe zukunftiger Studien darin, einerseiesAlggravierung der linksventrikula-
ren Dilatation bei den MBL-KO Tieren zu erklarendusndererseits die Rolle des alter-

nativen Pfades der Komplementaktivierung nach kifam beweisen.
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6 Zusammenfassung

Das aktivierte Komplementsystem, als Teil der angeten Immunantwort nach Myo-
kardinfarkt, beeinflusst entscheidend das kardRémodeling. Mause, die fur den
Komplementfaktor C3 defizient waren, wiesen achtctWm nach Infarkt eine signifi-
kant geringere linksventrikulare Dilatation auf. déklart blieb, auf welchem der drei

bekannten Wege (Klassisch, MBL, Alternativ) das Kdementsystem aktiviert wird.

Anhand von MBL-KO Mausen sollte in dieser Arbeie dirage geklart werden, inwie-
weit die Aktivierung des Komplementsystems im kaleln Remodeling auf den durch
MBL eingeleiteten Pfad zuriickgeht. MBL-KO Mause unidtyp (WT) Mause wur-
den Uber acht Wochen nach Myokardinfarkt echokgrdiphisch auf die Entwicklung
der linksventrikularen Dilatation untersucht. Wdiie dienten histologische und im-
munhistologische Farbemethoden zur Bestimmung mfarkitgrof3e, der Myozytenan-
zahl, der Neutrophilen und der Kapillardichte, wgittt polarisationsmikroskopische
Aufnahmen zur Messung des Kollagengehalts verwendeden. Wéahrend sich beziig-
lich der Infarktgrof3en, der Neutrophilen und dedl&engehalts kein signifikanter
Unterschied zwischen den beiden Gruppen zeigtayiesen die MBL-KO Tiere im
Vergleich zu den WT Tieren eine signifikant groReeatrikulare Dilatation bei gleich-
zeitig signifikant besserer Kapillardichte auf. Gegensatz zu den untersuchten Faktor
C3 defizienten Tieren, wiesen MBL-KO Tiere somiheeiZunahme der ventrikularen

Dilatation nach Infarkt auf

Basierend auf diesen Erkenntnissen kommen wir mu 8ehluss, dass sich die bezig-
lich der Ventrikelgro3e positiven Effekte einer E@mmung nicht mit einer MBL-

Hemmung in Einklang bringen lassen. Die dauerhaltievierung des Komplementsys-

tems wahrend des ventrikularen Remodelings, beanbésichts der Aggravierung der
linksventrikularen Dilatation nicht auf dem MBL-We8tattdessen sehen wir die Kom-
plementaktivierung im alternativen Weg begrindeat,ethe Hemmung des klassischen
Weges, in einer zu dieser Arbeit komplementaremi8fiebenfalls zu einer VergréRe-

rung der linksventrikularen Dilatation fuhrte.
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