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I. Einleitung 1

|I. EINLEITUNG

Kardiovaskulare Erkrankungen fuhren laut WHO Statistik mit weltweit knapp 18
Millionen Toten im Jahre 2016 die Liste der h&ufigsten Todesursachen an — fast
ein Drittel aller Todesfdlle weltweit. Davon macht allein die koronare
Herzkrankheit knapp 9,5 Millionen aus. (1) Obwohl die Sterblichkeit in den
Industrienationen in den letzten 30 Jahren dank besserer Diagnose- und
Behandlungsmaglichkeiten deutlich zurlickging, steigt die Pravalenz und
Mortalitadt global gesehen an. So litten im Jahr 2015 weltweit 422 Millionen
Menschen an einer Herzkreislauferkrankung. (2)

Bei einem akuten Myokardinfarkt (AMI) kommt es durch die Ruptur einer
atherosklerotischen Plaque zur Okklusion eines KoronargefaRes und dadurch zur
Ischdmie und Nekrose des zu versorgenden Myokards. Die Infarktheilung ist ein
Uberaus komplexes Zusammenspiel aus Kardiomyozyten, Fibroblasten,
Endothelzellen und Entziindungszellen des angeborenen und erworbenen
Immunsystems. Infolge eines Infarktes kommt es zu einer massiven Infiltration
von Immunzellen, die nicht nur in der akuten Entziindungsphase, sondern auch im
spateren Verlauf der Infarktheilung eine zentrale Rolle spielen (3). Die Bedeutung
verschiedener Immunzellpopulationen wie die der Monozyten, Makrophagen und
neutrophilen Granulozyten steht im Fokus aktueller Forschung (4-6). Die Rolle
von eosinophilen Granulozyten wurde hingegen noch nicht ausreichend erforscht.

Eosinophile Granulozyten werden meist mit Asthma, allergischen Reaktionen und
der Abwehr gegen Parasiten in Verbindung gebracht. Neuere Erkenntnisse haben
jedoch gezeigt, dass sie in vielen physiologischen und pathologischen Prozessen
eine Rolle spielen; auch in kardiovaskuldren Erkrankungen (7). Studien zeigen,
dass Eosinophile an der Entstehung von Atherosklerose, Thrombose und
bestimmter Formen der Myokarditis beteiligt sind (8, 9). So konnten Eosinophile
histologisch in aspirierten koronaren Thromben und im Infarktgebiet
nachgewiesen werden (10, 11). Klinische Studien zeigen auRerdem eine
Korrelation zwischen der Eosinophilenzahl und dem Auftreten von

Komplikationen sowie dem Langzeitiiberleben nach einem Herzinfarkt (12, 13).

All das weist auf eine potentielle Rolle der eosinophilen Granulozyten im akuten

Infarktgeschehen und dessen Heilungsverlauf hin.
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I1.LITERATURUBERSICHT

1. Koronare Herzkrankheit und Atherosklerose

Die koronare Herzkrankheit (KHK), auch ischdmische Herzkrankheit genannt, ist
die héaufigste kardiovaskulare Erkrankung und umfasst die stabile und instabile
Angina pectoris, den akuten Myokardinfarkt und den plétzlichen Herztod. Sie
beschreibt das Missverhaltnis zwischen Sauerstoffbedarf des Myokards und
Sauerstoffversorgung durch die Koronararterien. Dieses Missverhéltnis ist meist
auf eine Lumenverengung einer oder mehrerer Koronararterien durch eine

atherosklerotische Plaque zurtickzufthren.

Die Atherosklerose, die h&ufigste Form der Arteriosklerose, ist ein chronischer,
steriler Entziindungsprozess, bei dem es durch die endotheliale Dysfunktion einer
Arterie zur Einlagerung und Oxidation von Cholesterinestern und Fettsauren in
der Tunica intima kommt. Im Rahmen dieser chronischen Entziindung kommt es
durch ein komplexes Zusammenspiel von GeféRendothelzellen, Monozyten,
Makrophagen, T-Lymphozyten, glatten GefaBRmuskelzellen und Plattchen zu einer
progredienten Degeneration der Gefdlwand und so zur Bildung eines Atheroms,
das das GefaRlumen nach und nach okkludiert. Ein solches Atherom besteht aus
einem mit Cholesterin, Fettsduren, Kollagen und Entziindungszellen gefillten

Kern und einer fibrésen Kappe.

Risikofaktoren fiir die Atherosklerose sind Ubergewicht, ein ungesunder
Lebensstil, Tabakkonsum, Diabetes mellitus, Hypercholesterinamie und
Bluthochdruck. (14)

2. Akuter Myokardinfarkt

Der Fokus der vorliegenden Doktorarbeit liegt auf dem Einfluss von eosinophilen
Granulozyten und anderen angeborenen Immunzellen auf die kardialen
Umbauvorgange infolge eines akuten Myokardinfarkts. Daher soll auf die

klinischen Aspekte im Folgenden nur kurz eingegangen werden.

2.1. Pathogenese
Zu einem akuten Myokardinfarkt kommt es meist durch die Ruptur, Erosion,

Ulzeration oder Dissektion einer instabilen atherosklerotischen Plaque in einer
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Koronararterie. Dadurch kommt das zirkulierende Blut in Kontakt mit dem
thrombogenen Kern der Plaque, wodurch sich ein Thrombus bildet. Dieser verlegt
das GefaBlumen zusatzlich und flhrt zu einer Ischamie im zu versorgenden
Gebiet.

Die Ischamie flhrt zu einer Nekrose des Herzmuskelgewebes. Abhdngig von der
Dauer und Lokalisation der Okklusion wund damit der Grolle des
minderperfundierten Gebietes gestaltet sich die klinische Erscheinung des

Patienten.

Seltener kann es auch unabhéngig von atherosklerotischen Prozessen zu einem
Myokardinfarkt kommen, beispielsweise durch den Spasmus einer Koronararterie,
durch eine koronare Embolie, eine Myokarditis, Arrhythmien, Andmie sowie eine

Hyper- oder Hypotension (15).

2.2. Einteilung

Anhand der elektrokardiographischen Befunde teilt man einen Infarkt in STEMI
(ST-elevation myocardial infarction, ST-Hebungsinfarkt) oder NSTEMI (non ST-
elevation myocardial infarction, Nicht-ST-Hebungsinfarkt) ein. Ein STEMI zeigt
sich meist bei einer vollstandigen Okklusion der Koronararterie, wahrend sich ein
NSTEMI bei einer partiellen Okklusion bzw. beim Vorhandensein von

Kollateralgefalen manifestiert.

Die EKG-Morphologie kann Auskunft tber das Alter des Infarkts (akut, subakut
oder alter Infarkt) und das Ausmal® der Wanddurchdringung (transmural oder
subendokardial) geben. Ebenso kann in manchen Fallen das betroffene Gefal3 und
damit die Lokalisation (septal, anterior, lateral oder posterior) bestimmt werden.

2.3. Symptome

Die klassische Symptomatik eines akuten Myokardinfarkts umfasst den
retrosternalen Schmerz in der Brust, ausstrahlend in Arme, Oberbauch und Kiefer
und ein generelles Unwohlsein, das langer als 20 Minuten anhélt, meist nicht zu
lokalisieren und nicht positions- oder bewegungsabhangig ist. Oft werden die
Schmerzen begleitet von eher unspezifischen Symptomen wie Schwitzen,
Dyspnoe, Benommenheit oder Synkopen, die ebenso respiratorische,

gastrointestinale, neurologische oder andere Ursachen haben kénnen. (16)
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2.4, Diagnose

Eine Task Force der European Society of Cardiology (ESC), der American
College of Cardiology Foundation (ACCF), der American Heart Association
(AHA) und der World Heart Federation (WHF) hat 2007 einen Konsens zur
universellen Definition eines Myokardinfarktes veroffentlicht, die neben den
klassischen Kriterien, Klinik, EKG- und Enzymverdnderungen, auch neuere
Diagnostika ~ wie  sensitivere und  spezifische Biomarker  und
Bildgebungsverfahrung beriicksichtigt. Demnach sollte dann wvon einem
Myokardinfarkt gesprochen werden, wenn ein Anstieg und/oder Abfall einer der
kardialen Biomarker Troponin | oder Troponin T detektiert wird und zusétzlich
mindestens eines der folgenden, fir eine myokardiale Ischamie sprechende,
Kriterien zutrifft:

- langer als 20 Minuten andauernde Symptome einer Ischdmie wie
Schmerzen in Brust, oberen Extremitaten, Oberbauch, Kiefer; begleitet
von Mudigkeit Dyspnoe oder Synkopen

- EKG-Verédnderungen in Form einer ST-Strecken-Hebung oder eines
Linksschenkelblocks

- EKG-Veréanderung in Form von pathologischen Q-Wellen

- bildgebender Nachweis einer myokardialen Nekrose, Abnormalitdten in

der Kontraktilitdt oder des VVorhandenseins eines intrakoronaren Thrombus

Ein Herzinfarkt ist ein medizinischer Notfall, denn je langer die Dauer der
Minderperfusion, desto groRer der irreversible Schaden und desto schlechter das
Langzeittberleben des Patienten. Bei einem klinischen Verdacht sollte ein Patient
sofort in eine Notaufnahme eingeliefert werden. Dort wird ein EKG geschrieben
und das Blut auf kardiales Troponin und andere Biomarker untersucht. (16)

Basierend auf diesen Ergebnissen wird der Patient in ST-Hebungsinfarkt, Nicht-
ST-Hebungsinfarkt, instabile Angina pectoris oder nicht Ischamie-bedingten
Brustschmerz eingeteilt. (17)

2.5. Therapie

Bestatigt sich der Verdacht eines ST-Hebungsinfarkts wird der Patient, wenn
notig, mit Sauerstoff versorgt und die Bewegung minimiert, um den kardialen
Sauerstoffverbrauch so gering wie moglich zu halten. Das oberste Ziel ist es, die

Blutversorgung im Ischamiegebiet so schnell wie méglich wiederherzustellen, um
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das weitere Absterben von Myokardgewebe zu verhindern. Abhangig von
Infarktgrole, Zeitpunkt der Vorstellung, Gesundheitszustand und Blutungsrisiko,
erhalt der Patient eine individuell angepasste pharmakologische und
gegebenenfalls invasive Therapie in Form einer perkutanen Koronarintervention

(PCI) oder Bypassoperation.

Die medikamentdse Therapie besteht aus Antikoagulation (Heparin,
Thrombininhibitoren, Faktor  Xa-Inhibitoren), Thrombozytenaggregations-
hemmung (ASS, P2Y12 Rezeptor-Inhibitoren, Glykoprotein IIb/Illa Inhibitoren),
Analgesie (Morphium) sowie Vasodilatation und Vorlastsenkung (Nitrate) (18).
Zusétzlich konnen Betablocker zur Senkung der Herzfrequenz und des Blutdrucks
eingesetzt werden, die dadurch das Risiko einer Myokardruptur und einer
malignen ventrikularen Tachyarrhythmie senken. AulRerdem wird die Behandlung
mit cholesterinsenkenden Statinen begonnen, die zusatzlich antiinflammatorische,

antithrombotische und antioxidative Eigenschaften haben (19).

Mittels Koronarangiographie wird die Verengung dargestellt und entschieden, ob
die Engstelle mit einer Ballondilatation oder herzchirurgisch behoben werden
kann. Im Falle einer PCl wird ein Katheter mit einem Ballon Uber einen
Fuhrungsdraht bis zur Okklusion geschoben und der atherosklerotisch verengte
Abschnitt durch Aufblasen des Ballons mechanisch geweitet. Meist wird die
dilatierte Stelle mithilfe eines Stents zusatzlich gestiitzt, um eine erneute
Okklusion zu vermeiden. (20)

Die medikamentdse Langzeittherapie umfasst meist ASS (21), Betablocker (22)
zur Senkung der Herzfrequenz und Statine (23) zur Senkung des Blutcholesterols.
Bei einer anhaltenden Verschlechterung der linksventrikularen Ejektionsfraktion
oder einem friihen Herzversagen ist die Gabe von ACE-Hemmern zur Senkung
des Blutdrucks empfohlen (24, 25).

Insgesamt ist jedoch zu betonen, dass keine der Therapieformen kurativ ist. Denn
Herzmuskelgewebe, das einmal abgestorben ist, kann nicht regenerieren, sondern
nur durch eine bindegewebige Narbe ersetzt werden. Die initiale Therapie hat zum
Ziel, die Gefallokklusion moglichst schnell zu beheben, um die Blutversorgung
wiederherzustellen und so das Nekroseareal so klein wie mdglich zu halten. Die
Langzeittherapie zielt darauf ab, einen Reinfarkt zu verhindern, sowie den

maladaptiven Mechanismen und dem daraus entstehenden Herzversagen



Il. Literaturibersicht 6

entgegenzuwirken. Aktuelle Forschung mit dem Ziel der myokardialen
Regeneration basierend auf Stammzellen oder kardialen Vorlauferzellen (26)
sowie auf bestimmten Agentien oder Methoden (27), konnte bisher nicht den

erwinschten klinischen Effekt zeigen.

3. Der zeitliche Verlauf der Infarktheilung

Die Infarktheilung ist ein Uberaus komplexer Vorgang, in dem Kardiomyozyten,
Fibroblasten, Endothelzellen, einwandernde und residente Immunzellen sowie die
extrazellulare Matrix miteinander interagieren (s. Abbildung 1). Sie lasst sich
anhand der Zellkomposition und des vorherrschenden Mikromilieus in vier

ineinander Ubergehende Phasen einteilen:

Je nach Quelle und Spezies unterscheidet sich die Dauer der einzelnen Phasen.
Die Akutphase in den ersten 24 Stunden nach Infarkt, die inflammatorische Phase
von Tag 1 bis Tag 6 nach Infarkt, die Proliferationsphase von Tag 6 bis Tag 14
und die Ausreifungsphase von 2 Wochen nach Infarkt bis zu 12 Monaten bis die

Wunde vollstandig ausgeheilt ist.

Der Verschluss der Koronararterie fuhrt zu einer Minderperfusion im distalen
Versorgungsgebiet und so zum Ischdmie-bedingten Zelltod von Kardiomyozyten
innerhalb von Stunden — der Beginn der Akutphase. Der Untergang des Myokards
fuhrt zur Ausschittung sogenannter danger-associated molecular patterns
(DAMPs), reactive oxygen species (ROS), proinflammatorischer Zytokine und
anderer Alarmsignale. Dadurch werden Neutrophile aus Knochenmark und Milz
mobilisiert, die das Ischdmiegebiet infiltrieren. Sie sezernieren proteolytische
Enzyme, ROS, die einen zusétzlichen Gewebeschaden verursachen, und

Chemokine, durch die Monozyten angelockt werden (28, 29).

Die Rekanalisierung des okkludierten Gefales stellt die Sauerstoff- und
Energieversorgung wieder her, wodurch auf lange Sicht Myokard gerettet werden
kann. Paradoxerweise fihrt die Reperfusion auf kurze Sicht jedoch zu einem
plotzlichen Anstieg an oxidativem Stress und dadurch zu einem zusétzlichen
Absterben von Kardiomyozyten. Dieses Phanomen nennt man Ischédmie-

Reperfusionsschaden.

Die inflammatorische Phase ist gekennzeichnet durch das Einwandern pro-
inflammatorischer Monozyten (Ly6C"™) und die Aktivierung residenter
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Makrophagen. Diese setzen entsprechende Mediatoren frei und beginnen, den
Zelldebris abzurdumen. Die so entstehende sterile Entziindung dient als Trigger
fur die Zellproliferation, stabilisiert die Herzwand und verhindert so eine Ruptur
ebendieser. Gleichzeitig werden Fibroblasten aktiviert, die ebenso pro-
inflammatorische Signalwege aktivieren und gemeinsam mit anderen Zellen eine
temporére Fibrinmatrix bilden, um die toten Zellen zu ersetzen. Dartiber hinaus
sezernieren sie Matrixmetalloproteinasen, proteolytische Enzyme, die die
extrazellulare Matrix (ECM) aufspalten und somit einen wichtigen Einfluss auf

(die Umbauvorgéangen im Heilungsprozess haben.

Homeostasis Myocardial injury
I [

Injury Inflammatory Proliferative Maturation
phase phase phase

Relative number of
cells in injured area

]
1day 4 days 14 days 12 months

Immune cell i )"J‘{ 1 g “Y
recruitment f\';/f 3},,"{&5 E\Bj io,_ﬁ @
& - ~ g%
@ @

Neutrophils || [ Dendritic cells | | Pro-inflammatory | | Reparative monocytes | | Lymphocytes

Release of ROS, Activation of T helper monocytes and and macrophages T cells and B cells: modulate

proteases, and cellsand T cells macrophages Secretion of tissue remodelling and

pro-inflammatory and regulation of Secretion of anti-inflammatory fibroblast activation

| mediators | | monocyte and pro-inflammatory and reparative cytokines | | # T  cells: attenuate inflammation
| |imacrophage mediators and - by reducing the expansion of
| homeostasis | | removal of debris | effector T cells and suppressing
B - g | autoreactive lymphocytes
F|b|'-o.blast —e e
activity T "T”
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Abbildung 1: Phasen der Infarktheilung

Darstellung der Phasen der Infarktheilung mit relativer Anzahl, Art und Funktion der infiltrierenden
Immunzellen, Eigenschaften der Fibroblasten und Aufbau der Infarktnarbe im Heilungsverlauf

Die Phasen der Infarktheilung werden von unterschiedlichen Immunzellpopulationen gepragt.
Phénotyp und Funktionen der Entziindungszellen sind stark vom vorherrschenden Mikromilieu
abhéngig.

ECM = extrazelludre Matrix, MMP = Matrixmetalloproteinasen, ROS = reactive oxygen species,
TIMP = tissue inhibitor of metalloproteinases, Trg = regulatorische T-Zellen

Mit freundlicher Genehmigung von Copyright Clearance Center, Inc., Springer Nature, Copyright ©
2018 (37)
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Die ECM besteht aus einer Reihe von Strukturproteinen wie fibrillarem Kollagen,
Proteoglykanen und Glykosaminoglykanen. Sie dient als strukturgebendes
Bindeglied zwischen den Herzmuskelzellen (30). Neuere Forschungsergebnisse
haben gezeigt, dass die ECM daruber hinaus Uber komplexe biologische
Fahigkeiten verfiigt, wie die Beeinflussung der
Zellproliferation, -migration, -differenzierung, und Zellkommunikation (31,
32). (33)

Die darauffolgende Proliferationsphase wird eingeleitet durch die Apoptose der
neutrophilen Granulozyten. In dieser Phase dominieren einwandernde oder
residente, reparative Monozyten (Ly6C"%), die sich entsprechend des
vorherrschenden Mikromilieus zu Mz-Makrophagen differenzieren (34, 35).
Gemeinsam mit regulatorischen Lymphozyten (Treg) drosseln sie durch Sekretion
von TGF-B und IL-10 die inflammatorischen Signalwege und schaffen ein
proliferatives Milieu (36). Dadurch differenzieren sich Fibroblasten zu
Myofibroblasten, die die Degradation der ECM durch Sekretion von
Gewebeinhibitoren von Metalloproteinasen (TIMPS) inhibieren und Kollagen
synthetisieren. So wird die primdre Fibrinmatrix durch eine Kollagenmatrix
ersetzt. Ebenso werden GeféalRendothelzellen zur Proliferation angeregt, wodurch
die ersten GefaRe in das entstehende Granulationsgewebe einspriefien. (32, 37)

In der Reifungsphase wird das Granulationsgewebe nach und nach in eine
zellarme, bindegewebige Narbe umgewandelt, die aus einem dichten
Kollagennetzwerk, Fibroblasten und Immunzellen besteht (37). Die entstandene
Narbe ist ein metabolisch dynamisches Gewebe, das neben mechanischen und
strukturellen auch elektrophysiologische und metabolische  Aufgaben
ubernimmt (38).

4, Kardiales Remodeling

Das kardiale Remodeling ist ein physiologischer Anpassungsprozess an die
veranderten Druckverhaltnisse nach einem Infarkt, der nach und nach in eine
pathologische Maladaptation umschlégt. Es stellt eine der Hauptursachen fir ein

Herzversagen dar (39).

Auf den plotzlichen Verlust von Myokard reagiert der Organismus sowohl mit

systemischen als auch lokalen Kompensationsmechanismen, die versuchen die
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strukturelle Integritat aufrechtzuerhalten und die verminderte Pumpleistung des
Herzens auszugleichen (s. Abbildung 2). Die Remodelingvorgange beschréanken
sich nicht nur auf den Infarktbereich, sondern auch den Ubergangsbereich, die

sogenannte border zone, sowie das nicht infarzierte Myokard, die remote zone.

In der Akutphase des kardialen Remodelings kommt es zur Infarktexpansion, um
den Raum der untergegangenen Herzmuskelzellen zu fillen und die Kontraktilitét
aufrechtzuerhalten (40). Das Auseinanderscheren der Kardiomyozyten geschieht
durch Degradation der interzelluldren Kollagenvernetzungen durch Serinproteasen
und Matrixmetalloproteinasen, sezerniert von Neutrophilen (41, 42). Dadurch
kommt es zu einer Ausdinnung der Kammerwand und zur Dilatation des
Ventrikels. Dies fiihrt zu einem Anstieg im systolischen und diastolischen

Wandstress.

Kardiomyozyten sind vollstandig ausdifferenzierte Zellen. Aktuelle Forschung hat
zwar gezeigt, dass sie in einem sehr geringen Ausmal (ber die Fahigkeit der
Proliferation und Zellerneuerung verfugen, jedoch reicht diese nicht aus, um die
untergangenen Zellen zu ersetzen (43). Daher besteht ihre einzige Mdglichkeit,
sich an gestiegene Belastungsverhéltnisse anzupassen, in der Hypertrophie. Der
Anstieg im Wandstress wird von Mechanorezeptoren detektiert und fihrt zur
Ausschittung von Norepinephrin, Angiotensin und Endothelin. Dies triggert die
Synthese  kontraktiler Einheiten und damit die Hypertrophie der
Kardiomyozyten. (44)

Gleichzeitig wird durch die verringerte Auswurfleistung des linken Ventrikels das
neurohumorale System aktiviert. Die Ausschittung von Catecholaminen aus dem
Nebennierenmark fuhrt lokal zu einer Verstarkung der Hypertrophie (45) und
systemisch zu einer Vasokonstriktion. Gemeinsam mit dem Renin-Angiotensin-
Aldosteron-System (RAAS) kann so der Blutdruck vorlbergehend
aufrechterhalten werden. Dieser Adaptationsmechanismus fiihrt jedoch auf lange
Sicht zu einer Volumeniberladung und dadurch zu mehr mechanischem Stress.
Auf diesen Stress reagiert das Herz mit weiterer Hypertrophie und Dilatation, was
zu einer progressiven Verschlechterung der linksventrikuldaren Funktion
fuhrt (46). So entsteht eine Art Teufelskreis, der unbehandelt im Herzversagen
endet.
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Im spateren Verlauf des kardialen Remodelings steht die Fibrose im Vordergrund.
Man unterscheidet zwischen reparativer und reaktiver Fibrose. Die reparative
Fibrose ist letztlich die Narbenbildung im Nekrosegebiet mit dem Ziel, die
untergegangenen Herzmuskelzellen zu ersetzen und die Kammerwand zu
stabilisieren. Die reaktive Fibrose hingegen ist eine Maladaption im remote Areal
des Herzens als Reaktion auf die veranderten Druckverhaltnisse. Ahnliche
Anpassungsprozesse geschehen auch im normalen Alterungsprozess des
Herzens (47). Wéhrend die Fibrose im Infarktbereich unabdingbar ist fir die
strukturelle Integritdt, kommt es in der remote zone zu interstitieller und
perivaskuldrer Kollagenablagerung, die wiederum einen negativen Einfluss auf

die Herzfunktion hat (48). Die uberschieRende Ablagerung extrazellularer Matrix

Mekrose von
Kardiomyozyten
|

|

[
Immunzell- Verminderte
infiltration Auswurfleistung

|
Sekretion von
TGF-B

Anstieg des Plasma|

Transdifferenzieru .

. . Anstieg des
ng u. Profileration Blutdruch ATI
von Fibroblasten

Erhéhte
Katecholamin-
ausschiittung

Aktivierung des
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MMPs Anstieg ANP/ BNP

Erhdhung der NA+

Degradation der
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ECM

scheidung
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’—' u. ATll-Produktion pueesd Kardiomyozyten

Auseinander-
scheren der
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Abfall des
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Erhihung des

mechanischen Kollagensynthese
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Abbildung 2: Lokale und systemische Anpassungsvorgéange infolge eines Myokardinfarkts

Der infarktbedingte Zelltod fiihrt zu einer komplexen Kaskade an lokalen und systemischen
Anpassungsvorgangen, in die eine Vielzahl von Zellen und Mediatoren involviert sind. Anfangs
gelingt es durch diese Mechanismen, die veranderten Druckverhéltnisse zu kompensieren. Doch
auf lange Sicht fiihren sie zu maladaptiven Prozessen, die in eine Dilatation und Ausdinnung des
Ventrikels, eine Hypertrophie der verbleibenden Kardiomyozyten, eine interstitielle Fibrose und
einer verminderten Kontraktilitat zur Folge haben.

ECM = extrazellulare Matrix, RAAS = Renin-Angiotensin-Aldosteron-System, ATIl =
Angiotension I, ANP = atriales natriuretisches Peptid, BNP = brain natriuretisches Peptid

Mit freundlicher Genehmigung von Wolters Kluwer Health, Inc., Copyright © 2000 (modifiziert)
(44)
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resultiert in  einer  Steifheit, einer  kontraktilen  Dysfunktion und
Rhythmusstorungen (49). Aullerdem verschlechtert die perivaskulédre Fibrose die

Sauerstoffversorgung und somit auch die myokardiale Ischdmie (50). (37)

Das Schlisselzytokin der Fibrose ist der transforming growth factor SI, Kurz
TGF-B1. Er drosselt die Synthese inflammatorischer Zytokine und Chemokine in
Makrophagen und Endothelzellen und fordert die Proliferation und Chemotaxis
von Fibroblasten und Makrophagen. Ebenso triggert es die Hypertrophie der
Kardiomyozyten sowie die Transformation von Fibroblasten zu Myofibroblasten,
die die Kollagenmatrix synthetisieren (51). Die Kollagensynthese selbst wird
durch verschiedene Faktoren gesteuert, darunter der mechanisches Stress, das
atriale natriuretische Peptid (ANP), Prostaglandin E2 (PGE2), Stickstoffmonoxid
(NO), Plattchen- (PDGF) sowie Fibroblasten-Wachstumsfaktor (FGF) (52). (32)

Das Ausmall des Remodelings korreliert grob mit der InfarktgroRe. GrofRe
Infarkte flihren zu einer groReren Dilatation, zu mehr interstitieller Fibrose und zu
einem groferen Anstieg im systolischen und diastolischen Wandstress (53). Das
enddiastolische Volumen (EDV) und die Ejektionsfraktion (EF) sind wichtige
prognostische Faktoren fir die Mortalitat (54, 55).

5. Zellen des angeborenen Immunsystems in  der

Infarktheilung

Lange Zeit wurde angenommen, dass die angeborene Immunantwort den
Ischdmie-Reperfusionsschaden vergréfert und die maladaptiven Prozesse im
spaten Remodeling verstarkt (56). Die neuere Wahrnehmung schreibt den Zellen
des angeborenen Immunsystems eher eine ambivalente Rolle in der Infarktheilung

ZU.

Auch unter physiologischen Bedingungen im gesunden Herzen, im Folgenden
auch steady state genannt, residieren alle relevanten Immunzellpopulationen im
Myokard. Interessanterweise enthalt der Herzmuskel 12-mal so viele Leukozyten
wie Skelettmuskulatur (57).

5.1. Neutrophile Granulozyten
Die ersten Zellen, die das Infarktgebiet infiltrieren sind neutrophile Granulozyten.
Auch ihnen werden ambivalente Eigenschaften zugeschrieben: einerseits ist ihr

Einstrom wichtig zur Initiation der sterilen Entziindung, fur die Abrdumvorgéange
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im Nekrosegebiet und zur Chemotaxis weiterer Immunzellen, andererseits
scheinen sie dem noch intakten Herzgewebe im Ubergangsgebiet zu schaden. So
zeigen Studien, dass die Depletion von Neutrophilen in verschiedenen
Tiermodellen zu einer Reduktion der InfarktgréRe fihrt (5, 58). Ebenso flihren
MaRnahmen zur Reduktion der Neutrophileninfiltration wie eine Blockade des
Komplementsystems (59), der ROS (60) oder CXCR-2 Chemokinen (61) zu einer
Reduktion der InfarktgroRRe (62). Entgegengesetzt dazu wird ihnen eine essentielle
Rolle bei der Rekrutierung proinflammatorischer Monozyten und der
Polarisierung von Makrophagen zugeschrieben, die unerldsslich fir eine
geordnete Infarktheilung sind (29, 63). Diese Studien zeigen, dass es durch die
Depletion von Neutrophilen zu einer Verstarkung der maladaptiven Prozesse

kommen kann, was wiederum im Herzversagen mindet. (37)

5.2. Monozyten

Monozyten gehdren zum mononukleéren Phagozytose System (MPS), werden im
Knochenmark produziert und betreten den Blutkreislauf in  einem
CCR2-abhédngigen Mechanismus. CCR2 ist der Chemokin-Rezeptor fur CCL2
(oder MCP1, Monocyte chemoattractant protein-1) und ist hauptverantwortlich
fur die Transmigration und Infiltration von Monozyten (64). Im Blutkreislauf
zirkulieren Monozyten frei oder patrouillieren an GefaBwénden und differenzieren
sich im Gewebe zu Makrophagen oder dendritischen Zellen. Nahrendorf et al.
konnten zeigen, dass Monozyten schon im undifferenzierten Zustand und nicht
erst als Makrophagen eine aktive Rolle in der Infarktheilung einzunehmen
scheinen (34). Sie infiltrieren das verletzte Myokard ab Tag 1, bleiben bis Tag 7
auf einem hohen Level, fallen dann langsam ab, bis sie nach Tag 16 wieder

vergleichbare Werte wie im steady state erreichen.

Im Laufe der Infarktheilung kann im murinen Herzen zwischen zwei in ihrer
Funktion kontroversen, zeitlich versetzt auftretenden Monozytenpopulationen
unterschieden werden: auf der einen Seite die inflammatorischen
Ly-6C"CCR2'CX3CR1'™- und auf der anderen Seite die residenten
Ly-6C'°CCR2'CX3CR1"-Monozyten (s. Abbildung 3). Erstere sind mit den
humanen klassischen CD14"CD16™-Monozyten zu vergleichen, letztere mit den
humanen nicht-klassischen CD14"°CD16*-Monozyten. Diese biphasische

Infiltration l&sst sich auch in humanen Patienten darstellen (65, 66).
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Abbildung 3: Funktion von Monozyten, Makrophagen und Neutrophilen Granulozyten im
Verlauf der Infarktheilung

Im gesunden Herzen residieren vor allem CCR2-Makrophagen. Durch das Ischdmie-bedingte
Absterben von Kardiomyozyten kommt es zur Ausschiittung von DAMPs, TNF, Zytokinen und
Wachstumsfaktoren, die zu einem massiven Einstrom von  Neutrophilen und
CCR2Ly6Chi-Monozyten fuhren. Diese verstarken das inflammatorische Signal durch die
Ausschittung entsprechender Zytokine, reifen zu Makrophagen aus und phagozytieren die toten
Zellen. In der proliferativen Phase kommt es zu einer Anderung des Mikromilieus. Durch die
Sekretion von IL-10 und TGF-f schwichen reparative Makrophagen die Entziindung ab und
fordern die Kollagenproduktion. In der Reifungsphase weisen die Makrophagen wieder einen
CCR2-Phénotyp auf.

CCR2 = CC-Chemokin Rezeptor 2, CCL2 = CC-Chemokin-Ligand 2, TNF =
Tumornekrosefaktor, MMP = Matrixmetalloproteinase, TGFB = Transforming growth Factor j,
VEGF = Vascular Endothelial Growth Factor, IL-10 = Interleukin 10, DAMP = danger-
associated molecular pattern

Mit freundlicher Genehmigung von Copyright Clearance Center, Inc., Springer Nature, Copyright
© 2018 (73)

Die Ly-6C"-Monozyten dominieren in der friihen Phase der Entziindung, wo ihre
Aufgabe in der Phagozytose des Zelldebris liegt. Sie sezernieren
proinflammatorische Mediatoren wie TNF-a, IL-1B und die Myeloperoxidase
sowie proteolytische Enzyme wie MMP3, MMP9 und MMP13. Die residenten
Ly-6C'>-Monozyten spielen eher in der Heilungsphase eine Rolle. Durch
Sekretion entsprechender Zytokine (IL-10, TGF-B, IL-10) schaffen sie ein
proliferatives Milieu und schwéchen die Entziindungsreaktion ab. Durch
Sekretion von TGF-p fordern sie die Proliferation und Differenzierung von
Myofibroblasten sowie die Synthese und Ablagerung von Kollagen. Durch
Sekretion des vascular endothelial growth factors (VEGF) fordern sie die

Neoangiogenese im entstehenden Granulationsgewebe. Die zeitliche Depletion
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der jeweiligen Monozytenpopulation mit Clodronate-Liposomen konnte die

jeweilige Funktion bestatigen. (4, 34, 62)

Ein CCR2-Knockout zur Depletion der einwandernden inflammatorischen
Monozyten fihrte zu einer Reduktion der Fibrose, jedoch ohne Einfluss auf die

kardiale Hypertrophie (67).

5.3. Makrophagen

Sowohl im gesunden als auch im kranken Herzgewebe stellen Makrophagen eine
sehr heterogene Population dar. Unter physiologischen Bedingungen kénnen im
Herzen mindestens vier Makrophagen-Subpopulationen anhand ihrer CCR2-,
MHC II- und Ly6C-Oberflachenmarker unterschieden werden. Die CCR2
Makrophagen lassen sich in eine MHC I1*- und eine MHC II-Subpopulation
unterteilen, die den Grofteil der residenten Makrophagen ausmachen. Daneben
gibt es noch eine kleine CCR2*MHC II*- und eine Ly6C*-Population (68, 69).

Aktuelle Studien fiihrten zu einem Paradigmenwechsel in der Wahrnehmung der
Herkunft residenter Makrophagen. Fate mapping Studien haben gezeigt, dass die
zahlenmaBig dominierenden CCR2-Makrophagen sowie die Ly6C*-
Subpopulation im Herzen ihren Ursprung im Dottersack und aus fetalen
Lebervorlauferzellen haben. lhre Aufrechterhaltung geschieht weniger durch das
Einwandern von Monozyten als vielmehr (ber lokale Proliferation (70). Nur die
CCR2*-Makrophagen entspringen dem Monozytenpool (71-73). Die residente
Population weist im steady-state einen M2-Phanotyp auf (74). Bajpai et al.
konnten erst kirzlich zeigen, dass es im menschlichen Herzen vergleichbare
Subpopulationen von Makrophagen mit unterschiedlicher Herkunft und Funktion
gibt (6).

Im Myokardinfarkt-Modell konnten Heidt et al. mittels durchflusszytometrischer
Untersuchungen zeigen, dass inflammatorische Monozyten das Infarktgebiet
infiltrieren und in der inflammatorischen Phase dominieren, wahrend die
residenten CCR2-Makrophagen nach einem Tag verschwunden sind. Die
einwandernden Monozyten differenzieren sich zu CCR2*-Makrophagen, die einen
M1-Phénotyp aufweisen. Im Laufe der Infarktheilung verlieren die Monozyten
ihre Bedeutung als Ursprung bis im ausgeheilten Infarkt die Aufrechterhaltung der

Zellpopulation wieder vollstandig tber lokale Proliferation funktioniert (75). (76)
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Generell polarisieren sich Makrophagen abh&ngig vom Mikromilieu (77). Stark
vereinfacht lassen sie sich anhand ihres Verhaltens in vitro und ihrer Funktion in
zwei Phénotypen unterteilen (78): Die klassische aktivierten M1-Makrophagen
wirken proinflammatorisch. Sie entstehen als Reaktion auf proinflammatorische
Stimuli wie LPS, TNF-a oder Interferon-y. M2-Makrophagen, auch alternativ
aktivierte Makrophagen genannt, hingegen sind eher in regenerativen Prozessen
vorzufinden und zeigen anti-inflammatorische, proliferative Eigenschaften. Sie
stimulieren die Zellproliferation, sezernieren Wachstumsfaktoren und weisen eine
hohe Phagozytoseaktivitat auf. Makrophagen polarisieren sich in Richtung M2 als
Reaktion auf Gewebsdebris und anti-inflammatorische Zytokine wie 1L-4, 1L-13
und TGF-B. (79, 80)

Im Verlauf der Infarktheilung weisen Makrophagen parallel zu Monozyten
verschiedene Phanotypen auf: durchflusszytometrische Untersuchungen zeigen,
dass anfangs der proinflammatorische M1-Phanotyp, hervorgegangen aus dem
Monozyten-Pool (CCR2*), zu dominieren scheint, wohingegen im spateren
Verlauf der regenerative M2-Phanotyp aus residenten Makrophagen (CCR2Y)
uberwiegt. Auch die Untersuchung der Genexpression mittels gPCR zeigt, dass
die Makrophagen in der friihen Phase proinflammatorische Zytokine (I1L-6, IL-1,
NOS2, IL-12a) und Rezeptoren (TLR4, TLR6, CCR2, CCR7) exprimieren,
wahrend die Makrophagen im spateren Verlauf antiinflammatorische Zytokine,
besonders IL-10 exprimieren. Diese kontrastiven Genprofile erklaren die

gegensatzlichen Funktionen der Makrophagen in der Infarktheilung. (3, 81)

Die Ergebnisse aus Depletionsversuchen hangen folglich stark davon, wann und
welche der Makrophagenpopulationen depletiert wurden. So zog eine vollstandige
Depletion der Makrophagen eine verschlechterte Infarktheilung nach sich (82).
Eine selektive Depletion der M2-Makrophagen (CCR2) fiihrte zu einer
schlechteren Infarktheilung und einem vermehrten Auftreten von kardialen
Rupturen (83). Im Gegensatz dazu zeigte eine Depletion der M1-Makrophagen
durch  Blockade des CCR2-abhdngigen  Monozyteneinstroms  einen
kardioprotektiven Effekt (84). (70)

Die Beeinflussung des Makrophagen-Phanotyps stellt eine mdgliche
therapeutische Strategie dar. So fuhrte eine Behandlung mit IL-4 im Mausmodell,
die eine M2-Polarisierung induziert, zu einer verbesserten Herzfunktion und einer
Reduktion der InfarktgroRe (85).
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Ob und welche Rolle eosinophile Granulozyten in der Infarktheilung und im
kardialen Remodeling spielen, gilt es mit der vorliegenden Arbeit nachzuweisen.
Im Folgenden werden grundlegende Informationen zu Aufbau, Funktion und

Rolle der eosinophilen Granulozyten in kardiovaskuldren Erkrankungen dargelegt.

6. Eosinophile Granulozyten

Eosinophile Granulozyten wurden schon Anfang des 19. Jahrhunderts von
verschiedenen Wissenschaftlern beschrieben, erhielten aber erst 1879 von Paul
Ehrlich ob ihrer acidophilen Férbeeigenschaften ihren bis heute giltigen Namen.
Er spekulierte damals schon korrekt, dass es sich bei der eosinophilen Granula um
Sekretionsprodukte handle und beschrieb verschiedene Ursachen fiir eine
Eosinophilie, darunter Asthma, diverse Hauterkrankungen und parasitare
Infektionen (86).

6.1. Aufbau und Differenzierung

Eosinophile gehdren zu den Leukozyten. Sie haben typischerweise einen doppelt
gelappten Nucleus und einen Durchmesser von 10-16 pum. Sie unterscheiden sich
von den anderen Granulozyten durch das Vorhandensein grofRer Mengen
spezifischer sekundarer Granula, die sich eosinophil anfarben. VVon besonderer
Bedeutung sind die darin enthaltenen kationischen Proteine: das Major Basic
Protein (MBP), das Eosinophile kationische Protein (ECP), die Eosinophile
Peroxidase (EPX) und das Eosinophil-derived Neurotoxin (EDN). Die primaren
Granula enthalten das Charcot-Leyden Christal Protein oder Galectin-10
(CLC/Gal10). Des Weiteren enthalten Eosinophile Lipidkorperchen, die durch
ihre  Produktion von Eicosanoiden (Leukotriene, Prostaglandine und
Thromboxane) eine wichtige Rolle bei allergischem Asthma spielen (87). (88, 89)

Eosinophile enthalten (ber 35 Mediatoren (Zytokine, Chemokine und
Wachstumsfaktoren) zur Regulation des angeborenen und erworbenen
Immunsystems (s. Abbildung 4). Sie exprimieren Th2-Zytokine (IL-4, IL-5, IL-9,
IL-13), Th1l-Zytokine (IL-12, IFN-y), proinflammatorische Zytokine (TNF-a, IL-
1B, IL-6, IL-8) und immunsuppressive Zytokine (TGF-f und IL-10) (7).

Eosinophile besitzen eine Vielzahl von Rezeptoren fur Zytokine und
Wachstumsfaktoren (IL-5, GM-CSF, IL-3, II-4, IL-13, TGF-B) und Chemokine
(CCL-11, CCR1, CCR3, CCL-5). Daruber hinaus zeigen sie Fc-Rezeptoren,
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Adhasions-Rezeptoren und Toll-like-Rezeptoren zur Erkennung von Pathogenen.
Aullerdem verfugen sie Uber so genannte Pattern Recognition Rezeptoren:
Rezeptoren fiir Pathogen-associated molecular patterns (PAMPS) regulieren die
Immunantwort auf mikrobielle Pathogene, Rezeptoren fiir Damage-associated
molecular patterns (DAMPs) auf wirtseigene Signale im Falle wvon

Gewebeschadigung oder sterilen Entziindungen (90).

Eosinophile werden im Knochenmark aus pluripotenten Stammzellen gebildet.
Diese differenzieren sich zu gemeinsamen CD34"-Vorlauferzellen mit basophilen
Granulozyten aus und bilden dann eine separate Linie (91). Die Differenzierung
von Eosinophilen wird uber die Transkriptionsfaktoren GATA-binding protein 1
(GATA-1), PU.1 und das CCAAT-enhancing binding protein (c/EBP)
reguliert (92). GATA-1, ein Zinkfinger-Protein, scheint hierbei die wichtigste
Rolle zu spielen, da eine Deletion des GATA-1 Gens zu einer vollstandigen
Defizienz der eosinophilen Linie fiihrt (93, 94).

Interleukin-3 (IL-3), Interleukin-5 (IL-5) und der Granulozyten-Monozyten-
Kolonie-stimulierende Faktor (GM-CSF) sind die wichtigsten Zytokine fiir die
Entwicklung und Ausreifung von eosinophilen Granulozyten. IL-5 ist das
Schlisselzytokin der Biologie der Eosinophilen: es stimuliert die Proliferation, die

Differenzierung und Ausreifung Eosinophiler sowie das Auswandern von
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Abbildung 4: Aufbau eosinophiler Granulozyten

Eosinophile Granulozyten verfigen (ber eine Vielzahl an Zytokinen, Chemokinen und
Wachstumsfaktoren sowie Rezeptoren, Uber die sie mit anderen Zellen in physiologischen und
pathologischen Prozessen interagieren kénnen.

Mit freundlicher Genehmigung von Frontiers Media, Copyright © 2017 (89)
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Eosinophilen aus dem Knochenmark ins Blut, das Homing und das Uberleben im
Gewebe (88). Letztere Funktionen sind synergistisch mit Eotaxin-1 (CCL11),
Eotaxin-2 (CCL24) und RANTES (CCL5). Eotaxine sind fur die Rekrutierung

von Eosinophilen ins Gewebe verantwortlich. (95)

IL-5 ist nahezu Eosinophilen-spezifisch, das hei3t der Rezeptor (IL-5Ra) wird nur
auf Eosinophilen, Basophilen und einer Unterart von Mastzellen exprimiert (92,
96). Synthetisiert wird IL-5 groRtenteils von CD4" Th2-Helferzellen als
Immunantwort auf ein Pathogen oder Umweltagens (97). In solchen Zustanden
wird es haufig mit den Zytokinen IL-4 und IL-13 ko-exprimiert, was zu einer
Erhohung der Gefallpermeabilitat, der Kontraktilitdt der glatten Muskulatur und
der IgE Produktion fuhrt (98). AuRerdem produzieren Eosinophile und Mastzellen
selbst IL-5. Durch diese autokrine Sekretion wird die Chronizitat einer
Entzindung verstarkt (96, 99).

Wegen seiner bedeutenden Rolle fur die Entwicklung von und seiner Spezifitat
fir Eosinophile ist IL-5 eine interessante Zielstruktur fir die Behandlung
Eosinophilen-assoziierter Erkrankungen. Die meisten Erkrankungen, die mit
Hypereosinophile einhergehen zeigen eine erhohte IL-5 Produktion (100).
Monoklonale Antikdrper gegen IL-5 (Mepolizumab und Reslizumab) oder gegen
die IL-5Ra Kette (Benralizumab) verhindern die Signalibermittlung in
Eosinophilen und fiihren so zu einer Depletion. Daher finden IL-5-
Antikorpertherapien mit Mepolizumab, Reslizumab oder Benralizumab als
Ergénzungstherapie zu inhalativen Kortikosteroiden in der Behandlung von
schwerem Asthma schon heute Anwendung (101, 102). Klinische Studien flr
andere Eosinophilen-assoziierte Krankheitskomplexe wie die Eosinophile
Osophagitis (103) oder das Hypereosinophilie Syndrom (97) werden derzeit
durchgefiihrt.

Die eosinophilen Granulozyten machen beim gesunden Menschen nur 1-3 % der
Leukozyten im Differenzialblutbild aus. Im physiologischen Zustand wandern sie
unter IL-5-Einfluss aus dem Knochenmark aus und verbleiben 8-12 Stunden im
Blut. Von dort wandern sie ins Gewebe und tberleben dort weitere 8-12 Tage. Im
gesunden Organismus sind Eosinophile im Thymus, in der Milz, in Lymphknoten,
im Uterus und besonders im Gastrointestinaltrakt zu finden, wo sie an der
Gewebehomoostase und der Regulation des angeborenen und erworbenen

Immunsystems beteiligt sind. Im Krankheitsgeschehen wie beispielsweise einer
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allergischen Entzindung, steigt die Zahl der Eosinophilen im Blut und in
entziindeten Geweben wie Lunge, Herz oder Gastrointestinaltrakt drastisch an. Ab
einem Wert von 0,5 pro nL im peripheren Blut spricht man beim Menschen von
einer Eosinophilie. (104)

6.1.1.  Sekundare Granula

Die sekundaren Granula bestehen aus einem dichten kristallinen Kern und einer
Matrix, umgeben von einer Membran. Sie erhalten eine groBe Menge an
Proteinen, Zytokinen, Chemokinen, Wachstumsfaktoren und Enzymen (90). Die
gezielte Degranulation (105) der kationischen Proteine MBO, ECP, EPX und
EDN ist hauptverantwortlich fur die Gewebsschadigung und den Einfluss auf den
Gewebeumbau in allergischen Reaktionen und anderen

Entzundungsgeschehen (106).

Die Bestandteile der sekunddren Granula werden (ber mindestens vier
verschiedene Mechanismen an die Umgebung abgegeben: erstens die klassische
Exozytose (107). Zweitens die compound Exozytose, bei der einzelne
sekretorische Vesikel zuerst untereinander verschmelzen, bevor sie gebindelt mit
der Zellwand verschmelzen. Diese Formen der Exozytose werden bei der Abwehr
von Bakterien und Helminthen beobachtet (108). Drittens die so genannte
piecemeal Degranulation (109), bei der kleine sekretorische Vesikel aus der
Granula abgeschniirt werden und direkt mit der Zellwand verschmelzen. Und
viertens die Zytolyse (110, 111), die mit einer Ruptur der Zellmembran und damit
dem Zelltod einhergeht. Die letzten beiden Formen der Degranulation werden

meist in Gewebe mit allergischen Entziindungsreaktionen beobachtet (112).

6.2. Funktionen in Physiologie und Pathologie

Eosinophile wurden Uber viele Jahre nur als seltene, unspezifische, zytotoxische
Effektorzellen wahrgenommen, deren Anzahl bei Wurminfektionen, allergischen
Reaktionen und Asthma erhéht ist. Obwohl viel Uber die Morphologie,
Differenzierung und die Migration Eosinophiler bekannt war, hat erst die
Forschung der letzten Jahrzehnte zu einem Paradigmenwechsel in der

Wahrnehmung von eosinophilen Granulozyten gefuhrt (7).

So zeigt eine Vielzahl an Studien ihre regulatorische Funktion auf die lokale
Immunitat sowie auf Remodeling- und Reparaturvorgénge in einer Vielzahl von

physiologischen und pathologischen Prozessen (113). Beispielsweise haben
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Eosinophile einen Einfluss auf die postpubertdare Entwicklung der Mamma (114),
auf den weiblichen Zyklus und die Umbauvorgange im Uterus (115), auf die
Abstollungsreaktionen von Transplantaten (116) sowie auf Neoplasien (117).
Daher erscheint einer Einteilung der Funktionen von Eosinophilen in drei
Kategorien sinnvoll: a) direkte zytotoxische Effektorfunktionen, b)
Geweberemodeling und -reparatur, ¢) Immunmodulation und Interaktion mit

anderen Immunzellen (118).

Im Folgenden wird der Fokus auf die flr die Erstellung dieser Arbeit wichtigen
Funktionen gelegt. Ziel dieser Arbeit ist die Klarung der Frage, ob Eosinophile
einen direkten zytotoxischen Effekt im Infarktgeschehen haben oder die
Infarktheilung durch Einflussnahme auf das Geweberemodeling oder gezielte

Immunmodulation beeinflussen.

6.2.1.  Zytotoxische Effektorfunktionen
Die direkten zytotoxischen Effektorfunktionen sind die klassischen Eigenschaften,

mit denen eosinophile Granulozyten assoziiert werden.

Eosinophile spielen eine Schlisselrolle in der Aufrechterhaltung von
Entzindungsprozessen. So findet man bei Erkrankungen wie Asthma,
Rhinosinusitis, eosinophiler Osophagitis, eosinophiler Gastroenteritis und
atopischer Dermatitis eine Gewebseosinophilie vor, die direkt mit der Entziindung
und Gewebezerstorung assoziiert ist (119).

Neben den altbekannten Mechanismen zur Abwehr von Helminthen, konnten
neuere Studien auch den Einfluss von Eosinophilen in der Abwehr gegen
virale (120) und bakterielle (121) Infektionen zeigen. Hierbei spielt vor allem die
Degranulation ihrer kationischen Granulaproteine eine tragende Rolle, die direkt

zytotoxisch wirken — auf Pathogene sowie auf korpereigene Zellen.

Eosinophile Granulozyten besitzen die F&higkeit zur Phagozytose. Schon in vitro
Versuche in den 1960er-Jahren konnten zeigen, dass Eosinophile verschiedenste
Pathogene phagozytieren, darunter Bakterien, Pilze, Antigen-Antikorper-
Immunkomplexe und korperfremde Zellen (122). Die Phagozytose von
Eosinophilen unterscheidet sich jedoch in den Mechanismen und der Effizienz

gegenuber der neutrophiler Granulozyten (123).
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AuRerdem besitzen Eosinophile die Féhigkeit, ahnlich wie zuvor bei Neutrophilen
und Mastzellen beschrieben, so genannte Eosinophil extracellular traps (EETS)
auszubilden. Als Reaktion auf Lypopolysaccharide (LPS) gramnegativer
Bakterien entlassen sie in einem Katapult-dhnlichen Mechanismus ihre
mitochondriale DNS. Diese netzartigen Strukturen enthalten kationische
Granulaproteine, besonders MBP, um Bakterien gezielt abzutdten. Yousefi et al.
konnten zeigen, dass sie so zur Abwehr gegen das Eindringen von Bakterien in
Epithelien des Gastrointestinaltraktes beitragen (124). Inwieweit dieses Phdnomen
auf andere Funktionen von Eosinophilen Ubertragen werden kann, ist zurzeit

Gegenstand intensiver Forschung.

6.2.2. Gewebsremodeling und -reparatur

Remodeling und Reparaturvorgange sind Umbauvorgange als Reaktion auf eine
erhohte Belastung, L&sionen oder Entziindungen und haben meist permanente
strukturelle und funktionelle Veranderungen eines Gewebes oder Organs zur
Folge. Viele Erkrankungen, die durch eine Gewebsinfiltration von Eosinophilen
charakterisiert sind, darunter Asthma, eosinophile Myokarditis und eosinophile
Osophagitis, gehen mit einer anschlieRenden Fibrose einher. Diese ist malRgeblich
verantwortlich fur den Funktionsverlust der jeweiligen Organe und flr

Komplikationen bis hin zum Tod.

Eosinophile besitzen verschiedene Mediatoren, darunter TGF-f, den Fibroblasten-
Wachstumsfaktor bFGF, Matrixmetalloproteinasen (MMPs), den Vascular
Endothial Growth Factor (VEGF), die sekundéaren Granulaproteine und
Th2-Zytokine (IL-6, IL-13), mit denen sie Effekte auf das Bindegewebe und die
Fibrose haben konnen. Durch Interaktion mit Endothelzellen, Epithelzellen,
glatten Muskelzellen und Fibroblasten kénnen Eosinophile Einfluss auf deren
Phénotyp, die Kollagensynthese, die Degradation und Reformation extrazellularer

Matrix sowie die Angiogenese nehmen (118).

TGF-B1 aktiviert Fibroblasten und rekrutiert sie zum Ort der Entziindung. Es
fordert die Transdifferenzierung von Fibroblasten in Myofibroblasten (125) und
Epithelzellen (126), was zu einer erhdhten Produktion von Kollagen und anderen
extrazellularen Matrixproteinen fihrt. AuRerdem fordert es die Proliferation
glatter Muskelzellen (127) und trdgt damit zum irreversiblen Umbau
verschiedener Gewebe bei. Neben TGF-p1 ist IL-13(128) ein wichtiges
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profibrotisches Zytokin im Geweberemodeling: Im murinen Asthma-Modell
wurde belegt, dass die Uberexpression von IL-13 zu einer Verstarkung der
Atemwegsentziindung und der fibrotischen Veranderungen fihrt, wahrend eine

Inhibition eine gegenteilige Wirkung zeigt (129).

Verschiedene Studien konnten zeigen, dass die kationischen Proteine der
sekundaren Granula neben ihren Gewebe-destruktiven Eigenschaften auch einen
Einfluss auf die Funktion und die Aktivierung von mesenchymalen Zellen in
Reparatur- und Umbauvorgéngen haben konnen (130). Beispielsweise induziert
MBP in Lungenfibroblasten die Synthese wvon proinflammatorischen und
profibrotischen Zytokinen wie IL-6 und IL-11 (131). Weitere in vitro Versuche
haben gezeigt, dass das ECP aus dem Uberstand stimulierter Eosinophiler die
Migration von Lungenfibroblasten (132) stimuliert. AuBerdem erhéht ECP in
vitro die Synthese von TGF-B1 (133) und die intrazelluldre Akkumulation von
Proteoglykanen (134). Auch in Epithelzellen scheinen die kationischen Proteine
die Synthese von Remodelingfaktoren zu stimulieren: Die Inkubation mit MBP
oder EPX erhoht in Bronchialepithelzellen die Synthese von profibrotischen
Zytokinen und Wachstumsfaktoren wie Endothelin-1, Fibronectin, MMP-9,
Platelet-derived growth factor-3, TGF-o und TGF-B1 (130, 135).

Die Duchenne-Muskeldystrophie ist eine degenerative Muskelerkrankung der
Skelettmuskulatur und des Herzens, die mit einem Influx von Entziindungszellen,
darunter auch Eosinophile, mit anschlielender massiver Fibrose einhergeht. In
vivo und in vitro konnte gezeigt werden, dass MBP eine Lyse von
Skelettmuskelzellen induziert und die Synthese und Ablagerung von Kollagen
erhoht (136). AuBerdem stimuliert ECP die Proliferation muriner kardialer
Fibroblasten und die Neuordnung des Zytoskeletts in neonatalen Ratten-
Kardiomyozyten (137). So kénnte ECP auch im Herzen zur Reorganisation

beitragen und so die kardialen Fibrosierung und Hypertrophie beeinflussen (130).

Eosinophile speichern und sezernieren Matrixmetalloproteinasen (138). Die
Ausschittung von MMP-3 und MMP-9 fiihrt zu einer Degradation der
extrazelluldren Matrix und erméglicht damit die Reorganisation des Gewebes, die

Transmigration von Immunzellen und das Wachstum von Gefaf3en (139).

Eosinophile scheinen auch Uber die Angiogenese einen Einfluss auf das

Remodeling zu haben. Sie enthalten den Vascular Endothelial Growth Factor
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(VEGF), der die Zellproliferation von GefélRendothelzellen sowie die Genese und
die Einsprossung von Kapillaren induziert. MBP verstarkt diesen mitogenen
Effekt von VEGF. Dies konnte in vitro in Rattenaorten- und humanen
Nabelschnurendothelzellen sowie in vivo in der Chorioallantoismembran von
Hihnereiern gezeigt werden (140). Dartiber hinaus enthalten Eosinophile
proangiogenetische Faktoren wie Angiogenin, IL-6, IL-8, GM-CSF, den platelet
derived growth factor (PDGF) und den basic fibroblast growth factor
(bFGF) (141).

Wéhrend Eosinophile in der Akutphase einer Entzindung in erster Linie pro-
inflammatorisch wirken, scheinen in der chronischen Phase der Entziindung die
profibrotischen  Eigenschaften zu  Uberwiegen (119, 142). Eosinophile
Granulozyten tragen so zur Gewebereparatur bei. Im Falle einer Chronifizierung
der Entziindung konnen sie aber auch zu klinischen Komplikationen bis hin zum
Tod fuhren — beispielsweise durch irreversible Obstruktion der Atemwege bei
Asthma (143), durch die endomyokardiale Fibrose beim hypereosinophilen
Syndrom (HES) oder bei der eosinophilen Myokarditis (144).

6.2.3. Immunmodulation und Interaktion mit anderen Immunzellen
Wie eingangs erwéhnt, wurden die immunmodulatorischen Eigenschaften von

Eosinophilen lange vernachlassigt.

Unter physiologischen Bedingungen infiltrieren Eosinophile primare und
sekundare lymphatische Organe wie Thymus, Lymphknoten, Milz und Peyer-
Platten, wo sie vermutlich anderen Immunzellen bei der Ausreifung helfen (104,
145).

Eosinophile interagieren mit einer Vielzahl von Immunzellen des angeborenen
und erworbenen Immunsystems, darunter Neutrophile, Basophile, Mastzellen,
Makrophagen, dendritsche Zellen, T-Zellen, B-Zellen und Plasmazellen
(s. Abbildung 5).

T-Helferzellen sind die Hauptquelle von IL-5 und IL-13. IL-5 ist das
Schlusselzytokin fur die Ausreifung von Eosinophilen. 1L-13 erhoht die
Produktion von Eotaxinen in lokalen Zellen und steuert so die Rekrutierung.
Umgekehrt konnten erst aktuelle Studien in Eosinophilen-defizienten-

Mausstdmmen zeigen, dass die Abwesenheit von Eosinophilen zu einer Reduktion
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von Th2-Zytokinen und der T-Zellrekrutierung in der Lunge fiihrt (146). Somit
kann man eher von einer bidirektionalen Interaktion zwischen Eosinophilen und
T-Zellen ausgehen. Auch auf B-Lymphozyten scheinen Eosinophilen einen
proliferativen Effekt zu haben (147). Ebenso konnte kirzlich in Eosinophilen-
defizienten AdbIGATA-1-Mdusen gezeigt werden, dass Eosinophile im
Knochenmark durch Sekretion der Zytokine APRIL und IL-6 die Ausreifung und
das Uberleben von Plasmazellen fordern, also auch einen Einfluss auf B-
Lymphozyten haben (148).

In vivo Experimente in M&usen haben gezeigt, dass Eosinophile die Hauptquelle
des antiinflammatorischen Zytokins IL-4 im Fettgewebe (149), in der
eosinophilen Myokarditis (9) und in einem Infektionsmodell mit pulmonaler
Kryptokokkose (150) sind. Dies legt die Vermutung nahe, dass Eosinophile durch
die Expression von IL-4 das Mikromilieu in der Spétphase der Entziindung in eine
proliferative Richtung lenken, was unter anderem zu einem Priming von naiven T-
Zellen zu Th2-Zellen und einer Polarisierung zu M2-Makrophagen fihrt. Dieses
Zusammenspiel konnte im Infarktgeschehen zu einer Ubersteigerten Fibrose und

linksventrikularen Dilatation fiihren.

AuRerdem fungieren Eosinophile als Antigen-prasentierende Zellen. So konnte

eine in vitro-Studie mit GM-CSF stimulierten Eosinophilen zeigen, dass

Eosinophil
\\ 3
o O MBP EPX S &.}/
\ ‘ // 4p i
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Abbildung 5: Eosinophile und ihre Interaktion mit anderen Immunzellen

Eosinophile Granulozyten interagieren ber verschiedene Mediatoren mit einer Vielzahl an
Immunzellen. Aktuelle Forschung mit Eosinophilen-defizienten Knockout-Linien ermdglicht
neue Erkenntnisse Uber die immunmodulatorische Rolle von Eosinophilen.

Mit freundlicher Genehmigung von Frontiers Media, Copyright © 2017 (152)
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Eosinophile mithilfe ihrer MHC II-Rezeptoren Antigene prasentieren und so eine

Antigen-spezifische T-Zellproliferation auslosen (119, 151). (152)

Inwieweit die Interaktion zwischen Eosinophilen und anderen Immunzellen einen
Einfluss auf die Umbauvorgange nach einem Ischamie-Reperfusionsschaden im

Herzen hat, ist Ziel dieser Arbeit.

6.3. Kardiale Manifestation von Hypereosinophilie

Eosinophile scheinen einen fatalen Organotropismus zum Herzmuskel zu haben.
So zeigen viele Erkrankungen, die mit einer Hypereosinophilie einhergehen eine
kardiale Manifestation, die oft im Herzversagen mundet. So entwickeln 20-50 %
der an idiopathischem Hypereosinophilem Syndrom (HES) erkrankten Patienten
eine myokardiale Fibrose oder eine Entziindung des Endo-, Myo- oder
Perikards (153). Bei der eosinophilen Granulomatose mit Polyangiitis (EGPA,
friher Churg-Strauss-Syndrom) zeigen 30 % der Patienten eine kardiovaskulare
Manifestation (154).

Die Hypereosinophilie manifestiert sich meist als eosinophile Myokarditis, einer
seltenen Form der Herzmuskelentziindung, die durch eine Infiltration von
Eosinophilen charakterisiert ist. Neben den oben genannten immun-mediierten
Erkrankungen kann eine eosinophile Myokarditis auch als
Hypersensitivitatsreaktion auf Medikamente (155), parasitare Infektion (156) und
paraneoplastisch (157) entstehen (158). Die Degranulation der aktivierten
Eosinophilen fihrt zu einer massiven Gewebsschadigung und Entziindung.
Vermutlich durch die Ausschittung von TGF-B kommt es zu einer kardialen
Fibrose, die zu einer verminderten Pumpleistung fiihrt und im Herzversagen
enden kann. Die kardiale Manifestation bei HES, EGPA oder parasitarer

Herzerkrankungen ist die Hauptursache fur die Mortalitat. (159)

In einem murinen Experimentelle Autoimmun Myokarditis Modell (EAM) haben
Diny et al. (9) den Einfluss von eosinophilen Granulozyten auf die Entstehung
und das Fortschreiten der eosinophilen Myokarditis untersucht. Nach Induktion
der EAM zeigten hypereosinophile IL-5Tg-Mdause eine hohere Anzahl an
infiltrierenden CD45%Zellen, eine starkere Herzmuskelentziindung, eine
ausgepragtere Fibrose, eine schlechtere Herzfunktion und eine ausgeprégtere
linksventrikul&re Dilatation im Vergleich zu den Wildtyp Balb/c-Mdusen (WT).
Umgekehrt entwickelten die Eosinophilen-defizienten AdbIGATA1-Mé&use zwar
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ein ahnliches Ausmafll der EAM ohne Unterschied an infiltrierenden CD45%-
Zellen, zeigten jedoch in den ultrasonographischen Untersuchungen signifikant
bessere linksventrikulare Funktionsparameter und Dimensionen im Vergleich zu
den WT-Tieren. Daraus schlossen sie, dass der Einfluss der Eosinophilen nicht
auf der Verstarkung des Entzlindungsprozesses, sondern der Beeinflussung des
langfristigen Geweberemodelings basiert und so die Eosinophilen-defizienten
Tiere vor der dilatativen Kardiomyopathie schitzt. In IL-4-Reporterméusen
konnten sie zeigen, dass Eosinophile die Mehrheit der IL-4-sezernierenden Zellen
ausmachen und dass IL-4"-Mé&use genau wie die Eosinophilen-defizienten

AdblGATA1-Mause vor der dilatativen Kardiomyopathie geschiitzt sind.

Daraus léasst sich schlussfolgern, dass die Ausschiittung von IL-4 durch
eosinophile Granulozyten das Fortschreiten der dilatativen Kardiomyopathie
verstarkt und sich damit langfristig negativ auf die Herzfunktion auswirkt. Der
profibrotische Effekt von IL-4 konnte auch in einer Studie im Zusammenhang mit
systemischer Hypertension bestatigt werden (160). Dass Eosinophile in anderer
Umgebung Makrophagen in Richtung M2-Phénotyp polarisieren kénnen, hat eine
Studie von Wu et al. gezeigt, in der der Einfluss von Eosinophilen auf
Fettgewebsmakrophagen untersucht wurde (149). Ziel dieser Arbeit ist die
Klarung der Frage, ob diese Erkenntnisse auf das Ischamie-Reperfusionsmodell

und das Remodelling nach einem Myokardinfarkt Gbertragbar sind.

Auch wenn wenig uber den Organotropismus Eosinophiler zum Herzmuskel
bekannt ist, liegt die Vermutung nahe, dass die Eosinophilen aus evolutionarer
Sicht eine Abwehrfunktion gegen Parasiten im Herzen einnehmen, aber wie in
diesem Fall auch Schaden an korpereigenen Geweben verursachen (161). Einen
Erklarungsversuch fur den Mechanismus bietet eine weitere Verdffentlichung von
Diny et al. (159), in der sie zeigen, dass Makrophagen und kardiale Fibroblasten
die kardiale Infiltration von Eosinophilen Uber die Ausschittung von Eotaxin-1
(CCL11) und Eotaxin-2 (CCL24) regulieren. Im oben beschriebenen EAM-
Modell konnten sie die Signalwege fur das Einwandern von Eosinophilen ins
Herzgewebe kléren. Sie zeigen, dass Eosinophile mit ihrem CCR3-Rezeptor das
Herzgewebe als Reaktion auf eine vermehrte Ausschittung von Eotaxin-1 und
Eotaxin-2 infiltrieren. Ersteres wird hauptséchlich von kardialen Fibroblasten,

letzteres von F4/80*-Makrophagen gebildet. Auerdem konnten sie die vermehrte



Il. Literaturibersicht 27

Ausschittung dieser Eotaxine auch in endomyokardialen Biopsien von Patienten

mit eosinophiler Myokarditis bestatigen.

Ausgehend von der Korrelation zwischen Hypereosinophilie und Kkardialer
Manifestationen kann davon ausgegangen werden, dass eosinophile Granulozyten
einen negativen, verstarkenden Einfluss auf die Entstehung und das Fortschreiten
von kardiovaskularen Erkrankungen haben.

6.4. Eosinophile in kardiovaskularen Erkrankungen

Neben Immunzellen interagieren Eosinophile auch mit Thrombozyten und kénnen
dadurch Einfluss auf die Thrombusformation und -stabilitat nehmen. Der Einfluss
der Interaktion zwischen Eosinophilen und Thrombozyten auf Krankheitsbilder
wie Asthma, Allergien (162) und in der Abwehr gegen Pathogene (163) ist bereits
beschrieben. Aktuelle Studien deuten darauf hin, dass sie ebenso eine
entscheidende Rolle in der Pathogenese von kardiovaskularen Erkrankungen wie
der arteriellen und ventsen Thrombose, der Atherosklerose und des akuten

Myokardinfarkts spielen.

Eosinophile kdnnen mit Thrombozyten sowohl tber direkten Kontakt agieren,
uber die P-Selektin/P-Selektin Glykoproteinligand 1 (PSGL-1)-Bindung (164), als
auch indirekt Gber l6sliche Faktoren: Eosinophile sezernieren beispielsweise den
platelet-activating factor (PAF), die eosinophile Peroxidase (EPX) und das major
basic protein (MBP), die allesamt aktivierend auf Thrombozyten und somit
prothrombotisch wirken. Umgekehrt sezernieren Thrombozyten PF-4, RANTES
und IL-1B, die wiederum chemotaktisch bzw. aktivierend auf Eosinophile
wirken. (162, 165) AuBerdem wirkt MBP als direkter Inhibitor auf
Thrombomodulin, einem wichtigen antikoagulatorischen Endothel-Protein (166).

Daruiber hinaus sind Eosinophile ein groBer zellularer Speicher von tissue factor
(Faktor 111 oder Gewebethromboplastin), der bei der Degranulation freigesetzt
wird und die Gerinnungskaskade initiiert (167). Ebenso wie andere

Leukozytenfraktionen kdnnten sie so zur Thrombogenese beitragen (168).

In einem vorrangegangenen Forschungsprojekt in dieser Arbeitsgruppe wurde die
Interaktion eosinophiler Granulozyten mit Thrombozyten in der arteriellen
Thrombose erforscht. In einem Modell zur arteriellen Thrombose durch

Verletzung der Arteria carotis mit FeCls konnten gezeigt werden, dass
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Eosinophile den Thrombus infiltrieren und diesen durch Ausschittung ihres
zytotoxischen Major Basic Proteins stabilisieren. In vitro wurde auf’erdem
gezeigt, dass aktivierte Thrombozyten eosinophile Granulozyten aktivieren und
die Bildung von Eosinophil Extracellular Traps (EETs) fordern, wodurch der

Thrombus zusatzlich stabilisiert wird. (169)

Auch beim akuten Koronarsyndrom kommt es zur Bildung eines Thrombus, meist
auf Grundlage einer rupturierten oder erodierten atherosklerotischen Plaque und in
Folge dessen zum Verschluss eines HerzkranzgefaRes. Die Atherosklerose ist ein

chronisch entzlindlicher Prozess, in dem Eosinophile eine Rolle spielen kdnnten.

Beispielsweise konnten Haley et al. (170) zeigen, dass Eotaxin-1 und sein
Rezeptor CCR3 in humanen atherosklerotischen Gefallen Uberexprimiert wird.
Tanaka et al. (171) berichten in einer aktuellen Studie Gber eine Korrelation
zwischen der Anzahl an Eosinophilen im Thrombus und dem Grad der arteriellen
Okklusion. Sie vermuten, dass Eosinophile durch direkte Interaktion mit anderen
Immunzellen und die Sekretion von Mediatoren Einfluss auf die sterile
Entzindungsreaktion nehmen. Niccoli et al. (172) zeigen eine Assoziation
zwischen dem Serumspiegel an Eosinophil cationic protein (ECP), einem
sensitiven Marker flr die Aktivierung von Eosinophilen, und dem Wachstum
atherosklerotischer Plaques und schlagen diesen als zusatzlichen Biomarker zur
Evaluation atherosklerotischer Plaques bei der koronaren Herzkrankheit
vor. (173)

Damit (bereinstimmend, konnten Uderhardt, Ackermann et al. (174) einen
erhohten ECP-Plasmaspiegel als Risikoindikator flir eine bevorstehende
Atherothrombose und die Entstehung fortgeschrittener atherosklerotischer
Lasionen identifizieren. Auch diese Veroffentlichung bestatigt, dass Eosinophile
den Thrombus infiltrieren und die Thrombusformation verstarken. In vitro
konnten sie zeigen, dass Eosinophile in der Lage sind, abhéngig von tissue factor
Thrombin zu generieren. Darlber hinaus zeigen sie, dass Eosinophile durch eine
spezifische Veranderung ihrer Zelloberflache, namlich die Translokation

bestimmter Aminophospholipide, zusétzlich prokoagulativ wirken kénnen.

Daher ist anzunehmen, dass eosinophile Granulozyten nicht nur bei der
Entstehung der atherosklerotischen Plaques, sondern auch bei der Formation des

Thrombus, im Falle einer Ruptur, eine Rolle spielen: Verschiedene Studien haben
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Thrombus-Aspirate aus perkutanen Koronarinterventionen von Patienten mit
akutem Myokardinfarkt histologisch untersucht. Sie zeigen eine deutliche
Infiltration durch eosinophile Granulozyten bei gleichzeitigem Abfall im
peripheren Blut. AulRerdem zeigen sie eine inverse Korrelation zwischen der
Menge an peripheren Eosinophilen und dem Troponin-I Level: je geringer die
Anzahl an zirkulierenden Eosinophilen, desto hoher der Troponin-1-Spiegel und
damit desto groRer die Schadigung des Herzmuskelgewebes. (11)

Daraus l&sst sich schlussfolgern, dass die Eosinophilen den Thrombus infiltrieren,
dort Thrombozyten aktiveren, so die Thrombusformation verstarken und damit die
Okklusion des HerzkranzgefalRes und damit die Folgen des Myokardinfarktes
verschlimmern. Eine weitere Studie, in der Thrombus-Aspirate histologisch
untersucht wurden, zeigt eine Korrelation zwischen der Anzahl infiltrierender

Eosinophiler und der GroRe des arteriellen Thrombus (8).

Andere retrospektive klinische Studien zeigen Korrelationen zwischen der Anzahl
peripherer Eosinophilen (10, 13) bzw. der Anzahl Eosinophiler im Verhéltnis zur
Gesamtleukozytenzahl (12) vor einer perkutanen koronaren Intervention und dem
Langzeituberleben bzw. dem Auftreten schwerer kardialer Komplikationen, so
genannter major adverse cardiac events (MACE). Trotz unterschiedlicher
Herangehensweise und statistischer Auswertung stimmen die Studien darin
Uberein, dass, je geringer die Anzahl der Eosinophilen im Differenzialblutbild,
desto schlechter die Prognose fiir das Langzeituberleben nach perkutaner

koronarer Intervention ist.

In einer Studie von Rios-Navarro et al. (10) aus dem Jahr 2018 wurde die
Dynamik von Eosinophilen im Blut und im infarzierten Myokard in Patienten und
im Schweinemodell untersucht. Serielle Blutanalysen bei 620 Patienten mit ST-
Hebungsinfarkt zeigen, dass es nach der Reperfusion durch Katheterisierung zu
einem deutlichen Abfall der peripheren Eosinophilen kommt; mit einem Nadir
12 h nach Intervention. Mittels serieller kardialer Magnetresonanztomographie
wurden das Auftreten intrakardialer Odeme und mikrovaskularer Obstruktionen
sowie die Infarktgrofle evaluiert und eine deutliche Assoziation zwischen
Eosinophilen-Zahl und dem AusmaB der strukturellen myokardialen
Verénderungen festgestellt. Zu allen Messzeitpunkten gilt: je geringer die Anzahl
der zirkulieren Eosinophilen, desto groRRer der strukturelle Schaden im Myokard.

Das heil3t, Patienten mit einer geringeren Anzahl peripherer Eosinophiler zeigen
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gréRere Infarktbereiche, ausgepragtere Odeme und mikrovaskulare Obstruktionen.
Auch im follow-up der Patienten bestatigt sich der schadliche Einfluss
Eosinophiler im Infarktgeschehen, denn, je geringer die Eosinophilen-Zahl, desto
wahrscheinlicher das Auftreten schwerer kardialer Komplikationen (plétzlicher

Herztod, nicht-fatale Reinfarzierung, Herzversagen).

Im Schweine-Modell wurden zusétzlich basale Blutwerte vor dem Ischamie-
Repefusionsschaden genommen, was beim Patienten logischerweise nicht
mdoglich war (s. Abbildung 6). Diese zeigen einen rapiden Anstieg der
Eosinophilen wahrend der Ischdmie, gefolgt von einem deutlichen Abfall kurz

nach der Reperfusion, wie bei den Patienten.

Histologische Untersuchungen der Schweineherzen bestatigten das VVorkommen
Eosinophiler im Infarktbereich bis in spatere Phasen der Infarktheilung, besonders
in Bereichen mit hoher struktureller Zerstérung des Gewebes. In Herzen von
Patienten mit chronischem Infarkt wurden auch persistierende Eosinophile
immunhistologisch nachgewiesen. Dass Eosinophile das Infarktgebiet infiltrieren,
wurde bereits 1978 von Fishbein et al. beschrieben (175). (10)

AuRerdem wurden in der Studie von Rios-Navarro et al. bei einer kleinen
Patientengruppe das Serumlevel von Interleukin-5 Level, dem Eosinophil cationic

protein und Eotaxin-1 bestimmt. Fur IL-5 und ECP war ein deutlicher Anstieg im
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Abbildung 6: Zeitlicher Verlauf der zirkulierenden Eosinophilen wahrend Ischdmie und
Reperfusion in STEMI-Patienten und im Schweinemodell

Die serielle Messung der zirkulierenden Eosinophilen steigt eine deutliche Mobilisation wéhrend
der Ischdmie und einen ebenso deutlichen Abfall nach der Reperfusion. Der plotzliche Abfall 1&sst
auf eine Infiltration ins Infarktgebiet schlieRen.

Mit freundlicher Genehmigung von PLOS ONE, Copyright © 2018 (10)
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Vergleich zur Kontrollgruppe sichtbar, der sich erst nach einem Monat auf
Normalwert einpendelt, wahrend bei Eotaxin-1 keine dynamischen Unterschiede
erkennbar waren. (10)

Diese Ergebnisse lassen darauf schlieBen, dass die Eosinophilen gemeinsam mit
anderen  Entzundungszellen den Infarktbereich infiltrieren, dort die
Entzundungsreaktion beeinflussen und so den Ischamie-Reperfusionsschaden

verstarken.

Unter Beriicksichtigung der Rolle von Eosinophilen in Geweberemodeling
und -reparatur (s. 11.6.2.2) ist besonderes Augenmerk auf die Tatsache zu legen,
dass die Eosinophilen sehr viel langer im Infarktgebiet verweilen als andere
Entzindungszellen. Gemeinsam mit den Ergebnissen von Diny et al. (9) aus dem
Myokarditis-Modell legt dies die Vermutung nahe, dass sich der Einfluss der
Eosinophilen nicht nur auf die Akut- und Entziindungsphase beschrankt, sondern

auch im chronischen Prozess der Infarktheilung zu finden ist.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass eosinophile Granulozyten an
unterschiedlichen Ansatzpunkten in der Pathogenese und dem Verlauf des
Myokardinfarkts Einfluss nehmen konnen: in der Pathogenese der sterilen
Entzindung der Atherosklerose, bei der Formation und Stabilisierung des
Thrombus nach  Ruptur der atherosklerotischen  Plaque, in  der
Entzlindungsreaktion der Akutphase nach der Reperfusion und in der chronischen

Phase im Laufe der Infarktheilung.
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1. ZIELSETZUNG

Die Infarktheilung ist ein hochgradig komplexer Vorgang, bei dem die
infiltrierenden Immunzellen rdumlich und zeitlich teils kontroverse Funktionen
erfillen. Ein detailliertes Verstandnis der zellularen VVorgédnge und Mechanismen
der Einflussnahme ist unentbehrlich, um daraus therapeutische Strategien
abzuleiten. Die Funktion eosinophiler Granulozyten im Myokardinfarkt und im

kardialen Remodeling ist bisher kaum erforscht.

Ziel dieser Arbeit ist es daher, die Rolle von Eosinophilen in der Infarktheilung in
einem murinen Herzinfarkt-Modell mit Eosinophilen-defizienten Méusen und

einer Kontrollgruppe zu untersuchen.

Mithilfe der Positron-Emissions-Tomographie (PET) wird die InfarktgroRe und
Herzfunktion zu verschiedenen Zeitpunkten der Infarktheilung gemessen.
Histologisch werden die Fibrosefliche, die Anzahl an infiltrierenden
Entziindungszellen und die GefaRdichte im Periinfarktbereich untersucht.

Es gibt eine Vielzahl an Mechanismen, Uber die Eosinophile Einfluss auf die
Infarktheilung und das kardiale Remodeling nehmen konnen. Um diese
Mechanismen zu untersuchen, soll die Zytokinexpression in infarzierten Herzen
zwischen den Gruppen verglichen werden. Daraus sollen mdgliche Zytokine

charakterisiert werden, die die Rolle der Eosinophilen erklaren.

Ebenso konnte die Rolle der eosinophilen Granulozyten in der Interaktion mit
anderen Immunzellen sowie deren Polarisierung und Chemotaxis liegen.
Durchflusszytometrische Untersuchungen sollen Aufschluss Giber den Einfluss der
eosinophilen Granulozyten auf die kardiale Immunzellkomposition und deren
Subpopulationen geben. Aulerdem sollen in vitro- Methoden etabliert werden,
um den Einfluss von eosinophilen Granulozyten auf die Polarisierung und die

Migration von Monozyten und Makrophagen zu untersuchen.

Aus den gewonnenen Erkenntnissen konnten sich neue therapeutische Anséatze zur

Beeinflussung der Immunreaktion infolge eines Myokardinfarktes ableiten lassen.
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V. MATERIAL UND METHODEN

1. Versuchsaufbau

8-12 Wochen alten Mé&usen aus einer Eosinophilen-defizienten Knockout-Gruppe
und einer Kontrollgruppe wurden durch transiente Ligatur des Ramus
interventricularis anterior (RIVA) der linken Koronararterie (LCA) ein Ischdmie-
Reperfusionsschaden  zugeftigt. Zur Untersuchung der darauffolgenden
Umbauvorgdnge und des Einflusses von eosinophilen Granulozyten darauf,

wurden folgende Methoden angewandt (s. Abbildung 7):

An Tag 6 und Tag 30 wurden die Infarktgrofle, die linksventrikuléren
Funktionsparameter, die Ventrikeldilatation und -hypertrophie in beiden Gruppen

mittels Positron-Emissions-Tomographie gemessen.

OP: LAD-Ligatur Infarktheilung/Kardiales Remodeling

PET PET
+ Totales Perfusionsdefizit + Totales Perfusionsdefizit
* Ejektionsfraktion * Ejektionsfraktion
* Enddiastolisches Volumen * Enddiastolisches Volumen
* Metabolisches Volumen * Metabolisches Volumen

Durchflusszytometrie Durchflusszytometrie Durchflusszytometrie

* Untersuchung der + Untersuchung der ¢ Untersuchung der

Immunzellpopulationen Immunzellpopulationen Immunzellpopulationen

ELISA ELISA ELISA

¢ IL-5 * IL-5 s IL5

* Eotaxin-1 * Eotaxin-1 * Eotaxin-1
Kardiale Zytokinexpression Histologie

* Fibroseflache
* Anzahl Makrophagen
* Kapillardichte

Abbildung 7: Ubersicht tiber die verwendeten Methoden

An Tag 30 wurden die Versuchstiere getotet, das Herz enthommen, um mittels
immunhistologischer ~ Untersuchungen  mogliche  Unterschiede in  der
Fibroseflache, Kapillardichte im Periinfarktbereich und in der Menge an

infiltrierenden Makrophagen zu untersuchen.

Im steady state, an Tag 2 und an Tag 6 wurden durchflusszytometrische
Untersuchungen (FACS) im Blut und in den Herzen von Wildtyp-Kontrolltieren
und Eosinophilen-defizienten Knockout-Tieren durchgefuhrt, um den Einfluss
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von eosinophilen Granulozyten auf andere Entzindungszellen und deren

Subpopulationen zu untersuchen.

An Tag 6 wurde die Zytokinexpression im Herzen zwischen Wildtyp und
Knockout mithilfe eines Zytokinarrays verglichen, um mdogliche Zytokine und
andere Mediatoren zu identifizieren, die den Einfluss von eosinophilen

Granulozyten auf die Infarktheilung erklaren kdnnen.

In Wildtyp-Mdusen wurde im steady state, an Tag 2 und an Tag 6 nach
Infarktinduktion die IL-5- und Eotaxin-1-Konzentration mithilfe eines ELISAs
bestimmt, um zu untersuchen, ob es im murinen Organismus infolge eines
Myokardinfarktes zu einem systemischen Anstieg kommt. IL-5 und Eotaxin-1
sind die Schlisselzytokine fur die Proliferation und Chemotaxis von

Eosinophilen.

In vitro wurde der Einfluss von Eosinophilen auf den Phédnotyp bzw. die

Polarisierung sowie die Migration von Monozyten und Makrophagen untersucht.

2. Versuchstiere

Als Versuchstier fur alle dieser Arbeit zu Grunde liegenden Versuche wurde die
Maus (Mus musculus domesticus) verwendet. Mause sind die in Deutschland am
haufigsten genutzten Versuchstiere und eignen sich wegen ihrer hohen
genetischen Ubereinstimmung mit dem humanen Genom, ihrer Kurzen
Reproduktionszyklen und der Verfugbarkeit verschiedenster gentechnisch
modifizierter Knockout-Linien fir die Erforschung immunologischer Funktionen

besonders gut.

Der Forschungsschwerpunkt der Arbeitsgruppe, in der diese Doktorarbeit
angefertigt wurde, liegt auf den molekularen und zellularen Mechanismen der
Migration und Entwicklung von Immunzellen mit besonderem Augenmerk auf
kardiovaskuldare Erkrankungen. Daher verfiigt die Arbeitsgruppe Uber eine grol3e
Expertise in muriner Immunologie. Ebenso sind das verwendete Ischdmie-
Reperfusionsmodell zur Induktion eines Myokardinfarkts, die Evaluierung der

Herzfunktion mittels PET und die immunhistochemische Methodik etabliert.
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2.1. Ubersicht der verwendeten Mauslinien

Grundlegende histologische Untersuchungen zur Verteilung und zeitlichen
Infiltration von eosinophilen Granulozyten nach einem Myokardinfarkt wurden an
C57BL/6J-Mausen durchgefihrt.

Zur Untersuchung der Rolle von eosinophilen Granulozyten auf das kardiale
Remodeling wurden AdblGatal-M&duse mit Balb/c Hintergrund verwendet, die
durch den Knockout des Gata binding Protein 1 so genmodifiziert wurden, dass
sie keine Eosinophilen ausbilden. Als Kontrollgruppe wurden Balb/c Wildtyp-

Tiere verwendet.

Im Folgenden werden die einzelnen Mauslinien néher erlautert:

2.1.1.  C57BL/6J
Zur Beantwortung der Frage, wann, in welcher Anzahl und in welcher rdumlichen
Verteilung Eosinophile in das infarzierte Gewebe einwandern, wurden

histologische Untersuchungen an C57BL/6J-Méausen angefertigt.

Im vorliegenden Versuchsaufbau wurden histologische Schnitte von gesunden

Herzen sowie an Tag 2, Tag 6 und Tag 30 nach Infarktinduktion angefertigt.

2.1.2.  C.129S1(B6)-Gataltm6Sho/J (AdbIGATA1L)

Um die Rolle der eosinophilen Granulozyten auf das kardiale Remodeling zu
erforschen, wurden C.129S1(B6)-Gataltm6Sho/J-Méuse, im  Folgenden
AdblGATAL, GATAL ko oder Knockout-Gruppe genannt, von The Jackson
Laboratory erworben.

Das Gatal Gen liegt X-chromosomal und codiert den Transkriptionsfaktor Gata
binding Protein 1, der fur die Entwicklung von Mastzelllinien, erythroiden,
mekaryoiden und eosinophilen Zelllinien verantwortlich ist. Die Deletion der
hochaffinen GATA binding Sequenz im GATAL1 Promoter-Gen fiihrt zu einer
vollstandigen und selektiven Ablation der Eosinophilen-Zelllinie, auch unter
Stimulation (176).

Mit Hilfe eines Vektors wird die palindromische Doppelbasensequenz Gatal
durch eine floxed PGK-neo Kassette ersetzt. Dieser Vektor wird dann mittels
Elektroporation in embryonale Stammzellen eingebracht. Um den PGK-neo

Promotor zu entfernen, werden die Zellen mit einem cre recombinase Vektor
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transfiziert, sodass die Doppel-GATA-Sequenz durch eine einfache loxP ersetzt
ist. Diese Zellen werden in C57BL/6-Blastozysten injiziert und die entstehenden
Chimédren mit C57BL/6 und anschlieBend BALB/c zurlickgekreuzt, um

homozygote Tiere zu erhalten (93).

Andere von GATA-1 abhéngige Zelllinien wie die erythroide, megakaryoide oder
die Mastzell-Linien werden nicht beeinflusst. Die Tiere sind uneingeschrénkt
lebensfahig, fertil und von normaler GréRe. Diese Mauslinie ist eine
gebréuchliche Linie zur Untersuchung der Funktion von Eosinophilen in

physiologischen und pathologischen Zustanden.

2.1.3. Balb/cJ (Wildtyp)
Balb/cJ ist einer der in der Forschung am gebrauchlichsten Inzuchtmausstaimme
und wurde als Kontrollgruppe ausgewahlt, da die AdbIGATA1 auf einem Balb/c

Hintergrund riickgekreuzt wurden.

Die histologische Quantifizierung der Fibrose infolge des Ischamie-
Reperfusionsschadens in den verschiedenen Versuchsgruppen ist ein zu
untersuchender Aspekt dieser Arbeit. Eine vergleichende Studie mit &hnlichem
Versuchsaufbau wie dem zuvor beschriebenen hat gezeigt, dass der Ausgang der
Infarktheilung stark vom genetischen Hintergrund der Mauslinie abhéngt (177).
So zeigen Balb/cJ-Mduse eine verminderte kardiale Fibrose, eine geringe Inzidenz
von Kkardialen Rupturen und eine hohe Uberlebensrate trotz schlechterer kardialer
Funktion und Durchmesser und einer ausgepragteren Ausdinnung des linken
Ventrikels im Vergleich zu C57BL6, FVB, 129S6 und Swiss Mausen. Eine
weitere Veroffentlichung legt nahe, dass sich verschiedene Mauslinien im
Ausmal der Fibrosebildung in verschiedenen Organen erheblich unterscheiden.
So zeigen Balb/c] Mause eine Resistenz gegen pulmonale Fibrose, eine
Anfélligkeit fir hepatische Fibrose und eine verminderte kardiale Fibrose im

Vergleich zu anderen Mauslinien (178).

2.2. Tierhaltung, Zucht und Hygiene

Die Tiere wurden bei The Jackson Laboratory erworben, in der Tierhaltung des
Zentrums fiir Neuropathologie und Prionforschung (ZNP) geziichtet und dann in
den Tierstall des Walter-Brendel-Zentrums verbracht, wo sie nach mindestens 7

Tagen Eingewohnungszeit in den Versuch tberfihrt wurden.
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In der Tierhaltung des ZNP (AAALAC-zertifiziert) erfolgt die Haltung und
Zuchtung unter spezifisch-pathogenfreien Bedingungen mit geschlossenen
Barrieresystemen und Uberdruckbeliiftung. Je nach Alter und Gewicht werden
maximal funf Tiere pro Kéfig (IVC-System, THKB-M2V-M Polysulfonkéafig Typ
M 11, verlangert) gehalten. Die Tiere erhalten eine ad libitum Futterung mit
Standardfutter fur Labornager (Standardfuttermittel, sniff Spezialdiaten GmbH,
Soest); Zuchttiere erhalten ein hochkalorisches Zuchtfutter. Wasser steht tber
Trénkeflaschen ebenso unbegrenzt zur Verfligung. Die Raumtemperatur betragt
21°C und die Luftfeuchtigkeit 55 + 5 %. Der Tag-Nacht-Rhythmus wird Uber ein

12 Stunden-Lichtprogramm mit Zeitschalter gesteuert.

Der SPF-Status der Haltung wird regelmaiig nach FELASA Richtlinien mit Hilfe

von Sentinel-Mausen Uberpruft.

Im Tierstall des Walter-Brendel-Zentrums erfolgt die Haltung entsprechend den
erforderlichen speziellen Hygienebedingungen (FELASA erweitert). Die Tiere
werden in Standard Makrolon Kafigen (Greenline IVC SealsavePLUS,
Techniplast, Buguggiate, Italien) gehalten. Bezliglich Besatzdichte, Fitterung,
Raumtemperatur, Luftfeuchtigkeit und Lichtprogramm entspricht die Haltung der
im ZNP.

Der Gesundheitsstatus der Tiere wird vierteljahrlich mit dem erweiterten
FELASA-Protokoll und entsprechenden Richtlinien Uberpruft. Dartber hinaus
erfolgen Stichproben nach dem kleinen FELASA Protokoll.

3. Operation

Um die klinische Situation eines akuten Myokardinfarkts mit anschlieender
perkutaner transluminaler koronarer Angioplastie zu simulieren, wird den
Versuchstieren der Ramus interventricularis anterior (RIVA), im Folgenden LAD
(aus dem Englischen left anterior descending coronary artery) genannt, der linken
Koronararterie (LCA) ligiert und nach einer Stunde reperfundiert (179). Die LAD
versorgt das intraventrikulare Septum, die anteriore linke Herzwand und die

Herzspitze.

3.1. Narkose
Fur die Narkose wurde eine im Versuchstierbereich ibliche Kombination aus

Inhalationsnarkose zur Einleitung und anschlieBender Triple-Injektionsnarkose
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zur Aufrechterhaltung der Narkose verwendet. Die im Folgenden beschriebene
initiale Inhalationsnarkose dient der Stressreduktion fir das Versuchstier und der
Vermeidung von Komplikationen bei der intraperitonealen Injektion.

Zur Narkoseeinleitung wurden die Mause in einen Plexiglaszylinder gesetzt,
dessen eine Seite mit einem Isofluran-Verdampfer (Datex-Ohmeda Isotec 5,
UniVet Porta Fa. Groppler, Deggendorf), die andere Seite mit einem
Absaugeschlauch verbunden ist. Die Rohre wurde anschlieend mit einem
5 %-igen Isofluran-Sauerstoffgemisch (Isofluran CP, cp-pharma, Burgdorf)
geflutet und die Maus so lange darin belassen, bis der Stellreflex aussetzt und sich
die Atmung verlangsamte.

Um eine Allgemeinanasthesie zu erreichen, wurde daraufhin eine sogenannte
vollstandig antagonisierbare Andsthesie (VAA) verwendet, bestehend aus dem
Opoid Fentanyl (0,05 mg/kg; Fentadon, Albrecht GmbH Aulendorf), dem
Benzodiazepin Midazolam (5,0 mg/kg; Midazolam, B. Braun, Melsungen) und
dem op-Agonisten Medetomidin (0,5 mg/kg; Dorbene vet, zoetis Deutschland
GmbH, Berlin). Die Injektion erfolgte intraperitoneal und leicht kopfiber, um

eine Perforation von Darm und Blase zu vermeiden.

Kleinsduger  zeichnen  sich  durch  ein  hdufiges  Auftreten  von
Narkosezwischenfallen aus. Stérungen von Atmung, Kreislauf und
Thermoregulation treten insbesondere in der Nachschlafphase auf, daher ist die
Verwendung einer antagonisierbaren Narkose unbedingt anzuraten. Die
Verwendung einer Triple-Narkose erfullt die Voraussetzungen einer
Allgemeinanésthesie  (Hypnose, Analgesie und Muskelrelaxation). Die
synergistischen und potenzierenden Wechselwirkungen der Anésthetika
ermoglichen  eine  Reduktion der Injektionsdosen und damit der

Kreislaufdepression und Narkosezwischenfalle auf ein Mindestmal3.

Das Erreichen der chirurgischen Toleranz  wurde  mithilfe  des
Zwischenzehenreflexes gepruft. Zur Aufrechterhaltung der Narkose wurde nach
40 min eine halbe Dosis intraperitoneal nachappliziert. Im Laufe der Operation

wurde die Narkosetiefe regelmaRig tberprift und gegebenenfalls nachdosiert.

Die kompetitive Antagonisierung erfolgte nach OP-Ende mit dem Benzodiazepin-
Antagonist Flumazenil (0,72 mg/kg; Flumazenil, Hikma Pharma GmbH,
Gréfelfing) und mit dem az-Antagonist Atipamezol (3,75 mg/kg; Alzane, zoetis
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Deutschland GmbH, Ulm). Fentanyl zeichnet sich neben seiner hohen
analgetischen Potenz durch eine sehr kurze Wirksamkeit aus und wurde daher im
Normalfall nicht antagonisiert. Zur postoperativen Schmerzabdeckung wurde
Buprenorphin (0,1 mg/kg; Buprenovet, Bayer Vital GmbH, Leverkusen) zum

Ende der OP und dann zwei Mal taglich fur weitere drei Tag subkutan injiziert.

3.2 Intubation

Da es sich bei der nachfolgenden Operation um einen Eingriff am offenen Thorax
handelt, wurden die Versuchstiere intubiert. Nach Erreichen der chirurgischen
Toleranz wurde die Maus mit vier Klebepflasterstreifen (Transpore, 3M
Deutschland GmbH, Neuss) ricklings auf einer Warmeplatte fixiert und die
dazugehorige Temperatursonde (TMF-3402 Rektaltemperatur Messfuhler, FMI
Foéhr Medical Instruments GmbH, Seeheim/Ober-Beerbach) in Position gebracht,
die Uber ein Temperatur-Kontrollmodul (-0904, FMI Fohr Medical Instruments
GmbH, Seeheim/Ober-Beerbach) verbunden die Korpertemperatur der Maus
regulieren. Die konstante Aufrechterhaltung der Koérpertemperatur auf 37,5°C ist
im vorliegenden Versuchsaufbau besonders wichtig, da der Gesamtstoffwechsel
ebenso wie der kardiale Sauerstoffverbrauch von der Kdrpertemperatur abhangt
und somit Schwankungen in der Temperatur das AusmaR der Ischdmie und damit
die Versuchsergebnisse beeinflussen kénnen.

Zum Schutz der Hornhaut wurde in beide Augen eine Dexpanthenol-Salbe
(Bepanthen Augen- und Nasensalbe, BayernVital GmbH, Leverkusen) appliziert.
Zur Erleichterung der Intubation wurde der Kopf mit einem an der Warmeplatte
befestigten Gummiband tberstreckt. Mit einer handelsublichen Enthaarungscreme
wurde der mediane Halsbereich und die linke Thoraxseite enthaart und
anschlieBend mit lod desinfiziert. Die Intubation fand unter visueller Kontrolle
statt. Dazu wurde die Haut auf Hohe des Larynx in der Medianen entlang der
Trachea ca. 1 cm erdffnet und die Trachea unter Schonung der Glandula parotis
freiprapariert. Als Tubus wurde eine 19G Metallkanule verwendet, die nun unter
Sichtkontrolle (ber den Pharynx in der Trachea platziert wurde. Das
Beatmungsgerét (MiniVent Type845, Hugo Sachs Elektronik, March- Hugstetten)
wurde auf eine Atemfrequenz von 150 pro min und ein Atemvolumen von 200 pl
eingestellt. Nach Kontrolle des Intubationserfolgs wird der Hautschnitt mit
Einzelheften verndht (7-0 Prolene, Ethicon, Johnson & Johnson Medical,
Norderstedt).
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3.3. Ischamie-Reperfusionsmodell

Die nachfolgenden Schritte der linksseitigen Thorakotomie wurden unter einem
OP-Mikroskop (Stemi 2000-C, Carl Zeiss, Jena) durchgefiihrt. Auf Hohe des
zweiten Interkostalraums wurde eine Hautinzision gesetzt und die Mm. pectorales
und der M. rectus thoracis durchtrennt, um die Mm. intercostales freizulegen, die
die  Brusthéhle nach  auBen  abschlieBen.  Danach  wurde die
Zwischenrippenmuskulatur des zweiten Interkostalraums mit einer Mikroschere
vorsichtig durchtrennt und damit der Thorax er6ffnet. Zur besseren Darstellung
des Herzbeutels und der HerzkranzgeféRe wurden die 2. und 3. Rippe mit jeweils
zwei Faden (5-0 Prolene, Ethicon, Norderstedt) umstochen und durch Zug nach

kranial bzw. kaudal wird der Interkostalraum gespreizt.

AnschlieBend wurde das Perikard vorsichtig er6ffnet und zum Schutz der Lunge
uber die Pleura gelegt. Die zwischen Pulmonalarterie und linkem Herzohr
liegende LAD wurde mit einem Faden (8-0O Prolene, Ethicon, Norderstedt)
umstochen und unter Verwendung eines Platzhalters ligiert. Dieser diente dazu,
die Ligatur nach der geplanten Ischdmiezeit wieder zu entfernen, ohne das
Herzgewebe zu verletzen. Das plotzliche Erblassen des Versorgungsgebiets der
LAD apikal der Ligaturstelle diente als Erfolgskontrolle.

Die Spannfdden zur Spreizung des Zwischenrippenspalts wurden daraufhin
gelockert, die Thorakotomiestelle mit einer feuchten Mullkompresse (Noba
Verbandmittel Danz, Wetter) bedeckt und fiir 60 min so belassen. Nach Ablauf
der Zeit wurde der Ligaturfaden durchtrennt und Platzhalter und Knoten entfernt,
sodass das zuvor ischdmische Myokard wieder perfundiert wurde. Nach
Entfernung der Haltefaden wurden die einzelnen Schichten wie folgt
verschlossen: Mm. intercostales mit Einzelheften (5-0 Prolene, Ethicon, Johnson
& Johnson Medical Norderstedt), Mm. pectorales und M. rectus thoracis mit
Einzelheften (7-0 Prolene), Haut fortlaufend (7-0 Prolene). Die Néhte an Hals und

Thorax wurden mit einem in lod getrankten Wattestabchen desinfiziert.

Die Antagonisierung der Narkose erfolgte wie oben beschrieben durch subkutane
Injektion der Antidota in die Kniefalte. Bis zur Wiederherstellung einer
suffizienten Spontanatmung wurden die Tiere maschinell beatmet und erst nach
Eintreten von Abwehrreaktionen extubiert und in einen beheizten Ké&fig gesetzt.

Die postoperative Schmerzabdeckung erfolgte wie oben beschrieben.
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4, Positron-Emissions-Tomographie (PET)

Die  Positron-Emissions-Tomographie  (PET) ist eine  nicht-invasive,
hochauflésende, nuklearmedizinische Methode, die zur gleichzeitigen
Bestimmung der myokardialen Vitalitdt, des metabolischen Volumens sowie
systolischer und diastolischer Funktionsparameter (ber den Verlauf der
Infarktheilung genutzt werden kann (180). Die Messungen und Auswertung
wurden in der Klinik und Poliklinik fir Nuklearmedizin, GroRhadern

durchgefiihrt.

4.1. Prinzip der Positron-Emissions-Tomographie

In der nuklearmedizinischen Bildgebung werden meist radioaktiv markierte
Pharmaka, so genannte Tracer benutzt. Diese Radiotracer ahneln von ihrer
Strukturformel natlrlich vorkommenden Molekilen, die entsprechend in den
normalen Stoffwechsel eingebaut und deren Zerfall nachgewiesen werden kann.
In der vorliegenden Studie wurde der weit verbreitete und validierte Tracer
8F_fluorodesoxyglukose (*®FDG) verwendet. Dabei handelt es sich um ein
Glukoseanalogon, bei dem die erste OH-Gruppe durch ein radioaktives
Fluorisotop ersetzt wurde. Herzmuskelzellen gewinnen ihre Energie aus
Fettsauren- und Glukosestoffwechsel. So wird das ®FDG (iber Glukosetransporter
in die Kardiomyozyten aufgenommen und phosphoryliert. Die phosphorylierte
Form kann im Gegensatz zu Glukose nicht weiter verstoffwechselt werden, sodass
die Menge an aufgenommenem 8FDG-6-Phosphat als proportional zur gesamten
Stoffwechselrate der Zelle gesehen werden kann. Beim radioaktiven Zerfall
werden Positronen emittiert, deren Zusammensto3 mit Elektronen zur Freisetzung
von zwei hochenergetischen Photonen fihrt, die von den Detektoren des PET-

Scanners detektiert werden. (181)

4.2. Durchftihrung

Die PET-Scans wurden an Tag 6 und Tag 30 nach Infarkt mit einem speziellen
Kleintier PET-Scanner (Inveon Dedicated PET, Preclinical Solutions, Siemens
Healthcare Molecular Imaging, Knoxville, TN, USA) durchgefiihrt. Die
Andsthesie wurde mit 2,5 % Isofluran eingeleitet und mit 1,5 % aufrechterhalten.
Uber einen Schwanzvenenkatheter wurden 100 pl vom Tracer injiziert und mit
50 pl Kochsalzlésung nachgespult. Zur Messung wurden die Tiere gestreckt in die

vorgesehene Offnung im Tomographen gelegt. Die Korpertemperatur wurde tiber
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eine an ein Rektalthermometer gekoppelte Warmematte geregelt. EKG-
Elektroden fir Neugeborene (3M, St. Paul, MN, USA) wurden an beiden
Vorderpfoten und an der linken Hinterpfote befestigt.

4.3. Auswertung

Die Prozessierung und Auswertung der Daten wurde mit dem Programm Inveon
Acquisition Workplace (Siemens Medical Solutions, Knoxville, TN, USA)
durchgefuhrt. Die linksventrikuldren Funktionsparameter wurde mit der Software
QGS (Cedars-Sinai, Los Angeles, CA, USA) bestimmt.

4.4. InfarktgroRe/ Totales Perfusionsdefekt (TPD)

Die InfarktgroRe ist der entscheidendste Faktor fur die Infarktheilung, das kardiale
Remodeling und das Langzeituberleben eines Patienten (182). Die Tracer-
Anreicherung im PET ermdglicht Rickschlusse auf die Zellvitalitdt und
Stoffwechselrate im Myokard. Das gesunde Myokardgewebe hat einen
physiologischen Glukosestoffwechsel, was in einer einheitlichen Tracer-
Anreicherung sichtbar ist. Im Gegensatz dazu zeigt das Infarktgebiet eine
verminderte Tracer-Aufnahme und damit Stoffwechsellage. Daraus kann das
Auswerteprogramm das Infarktgebiet und die Infarktgréfie berechnen. (181)

Das Perfusionsdefizit kann segmental oder total bestimmt werden. In der
vorliegenden Doktorarbeit wurde die Infarktgrole anhand des totalen
Perfusionsdefizit (TPD) bestimmt. Das TPD bemisst das AusmaR und die
Schwere der Hypoperfusion bezogen auf das gesamte Myokardvolumen (183).
Die PET-Untersuchung ist die sensitivste Methode zur Beurteilung der

myokardialen Vitalitdt und wird daher als Goldstandard angesehen (184).

4.5. Linksventrikulare Ejektionsfraktion (LVEF)
Die PET-Untersuchung kann ebenso dazu genutzt werden, systolische und

diastolische Funktionsparameter zu untersuchen (185).

Die linksventrikuldre Ejektionsfraktion (LVEF) berechnet sich aus dem
Schlagvolumen (SV) geteilt durch das enddiastolische VVolumen. Es stellt einen
wichtigen Funktionsparameter fiir die linksventrikuldre Kontraktionsleistung dar.
Physiologische Werte bei der Maus variieren stark je nach Messmethode und
Anasthesie und liegen um die 60-75 %. (186)
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4.6. Linksventrikulares enddiastolisches Volumen (LVEDV)

Das enddiastolische VVolumen ist das maximale Fillungsvolumen eines Ventrikels
am Ende der Diastole. Ein Anstieg des enddiastolischen VVolumens spricht fr eine
ausgepragtere Ventrikeldilatation und damit flr ein verstarktes maladaptives
Remodeling. Das LVEDV st ebenso wie die Ejektionsfraktion ein wichtiger

prognostischer Faktor fur das Langzeittberleben nach einem Herzinfarkt (187).

4.7. Linksventrikulares metabolisches Volumen (LVMYV)

Das linksventrikuldre metabolische VVolumen korreliert stark mit der Zunahme an
Herzmuskelmasse, sowie mit dem Volumen an fibrotischem Gewebe. Daher kann
es als Parameter zur Bestimmung der myokardialen Hypertrophie und des

Ausmalies an kardialer Fibrose gewertet werden (188).

Im Programm Inveon Acquisition Workplace wurde ein Kubus um das gesamte
Herz gezogen und die metabolische Aktivitat innerhalb dieses Kubus mit einem
Schwellenwert von 30 % der heillesten Voxel berechnet. Die korrekte Position des
Kubus wurde in der axialen, sagittalen und koronaren Projektion verifiziert. Als
Referenzwerte wurden Messungen mit einer festgelegten Anzahl an Voxel in

Gehirn, Leber und Skelettmuskulatur durchgefihrt.
5. Probennahme fir Histologie und Durchflusszytometrie

5.1. Kardiale Blutgewinnung

Fur die Kkardiale Blutentnahme wurden die Tiere mittels Isofluran-
Inhalationsnarkose narkotisiert und mit Klebestreifen auf dem Ricken liegend
fixiert. Der Thorax wurde in Hohe des zweiten Interkostalraums erdffnet und das
Herz dargestellt. Mit einer zuvor heparinisierten (Heparin- Natrium- 25.000,
ratiopharm GmbH, Ulm) 2 ml Spritze (BD Discardit 11 Becton Dickson GmbH,
Franklin Lakes, USA) und einer 27 G Kanule (BD Mikrolance, Becton Dickson
GmbH, Franklin Lakes, USA) wurde das Herz in Hohe des zweiten
Interkostalraums im 45° Winkel punktiert und vorsichtig aspiriert. Durch
geringfugige Lage- und Winkelveranderung der Kaniile konnte die Blutmenge
erhoéht werden.

Das Blut wurde abhdngig wvon seinem jeweiligen Verwendungszweck
abzentrifugiert und das Serum eingefroren oder direkt fiur die

Durchflusszytometrie verwendet.
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5.2. Entnahme und Verarbeitung der Herzen

Ohne Zeitverzug wurden die Madause durch zervikale Dislokation getotet und
Thorax und Abdomen mit einer Schere groRziigig er6ffnet. Um das Spuilen des
Herzens zu vereinfachen, wurde die Leber inzisiert. Anschlielend wurde das Herz
durch Punktion des linken Ventrikels mit einer 10 ml PBS-Spritze durchspult, um
das Blut zu entfernen. Mit Pinzette und Mikroschere wurde das Herz vorsichtig
herausprépariert, die zu- und abfuhrenden GeféaBe durchtrennt und durch die
grolRen Gefalle erneut mit PBS gespilt.

Fur die histologische Untersuchung wurden die Herzen fur 30 min in einer
4 %-igen PFA-LOsung (16 % Formaldehyde Solution, Methanol-free, Thermo
Fisher Scientific, Rockford, USA, 1:4 verdunnt) fixiert und danach tber Nacht in
30 %-iger Sucrose/PBS-L6sung (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) inkubiert. Diese
Inkubation in Sucroselosung ist notwendig, da bei Gefrierschnitten sonst
Eiskristalle entstehen.

Die Herzen wurden anschliefend in einer Schneidevorrichtung fixiert und mit
einer Rasierklinge in der Transversalebene in drei ca. 2 mm breite Scheiben
(Basis, Mittelteil, Apex) geschnitten. Im Folgenden werden die Basis als Ebene 1,
der Mittelteil als Ebene 2 und die Herzspitze, in der der Infarkt hauptséchlich
lokalisiert ist, als Ebene 3 bezeichnet. Die Ebenen werden einzeln auf der
Anschnittflache in Kryoeinbettformen (Tissue-Tek Cryomold 25 x 20 x 5 mm,
Sakura Finetek) gelegt, mit dem Einbettmedium (Tissue Tec O-C-TTM
Compound, Sakura Finetek Germany GmbH, Staufen) bedeckt und auf

Trockeneis gefroren. Bis zum Schneiden wurden die Proben bei -80 °C gelagert.
6. Histologie

6.1. Anfertigung der Gefrierschnitte

Das Préaparat wurde mit Einbettmedium auf dem Stempel des Kryotoms (CryoStar
NX70, Thermo Fisher Scientific) befestigt und in die Vorrichtung gespannt. Die
Temperatur der Klinge betrug -25 °C, die des Praparates -18 °C.

Aus jeder Ebene wurden nun flinf 8 um Schnitte erstellt und auf die obere Hélfte
eines Objekttragers (Menzel Glaser Superfrost Plus, Gerhard Menzel,
Braunschweig) tberfuhrt. Um mehrere Schichten des Gewebes zu untersuchen

und eine grolRere Reprasentativitat zu erreichen, wurde nach den ersten finf
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Schnitten ein 50 um Trimschnitt gemacht und weitere finf Schnitte angefertigt,
die auf den wunteren Teil der Objekttrager Uberfuhrt wurden. Unter
Berlicksichtigung von verworfenen fehlerhaften Schnitten betragt der Abstand der
zwei Schnitte auf einem Objekttrager ungefahr 120 um in der Transversalebene

des Herzens.

6.2. Prinzip der Immunfluoreszenz

Die Immunfluoreszenz ist eine gebréuchliche Methode zur Darstellung,
Lokalisierung und Quantifizierung bestimmter Oberflachenantigene in situ in
Gewebeschnitten unter Verwendung Fluoreszenz-markierter Antikorper. Das
Prinzip beruht auf einer spezifischen Antikorper-Bindung an bestimmte Epitope,
die entweder direkt durch Kopplung des Fluorochroms an den Primérantikorper
oder indirekt durch Kopplung an einen Sekundéarantikérper unter dem Mikroskop

sichtbar gemacht werden kann.

6.3. Durchfiihrung
Alle immunhistochemischen Farbungen folgten einem ahnlichen Protokoll und
unterschieden sich nur in der Verwendung verschiedener Primér- und

Sekundarantikorper sowie deren Inkubationszeit.

Zuerst wurden die Schnitte mit 4 %-iger PFA-L6sung (Thermo Fisher) fir 10 min
fixiert und anschlieBend in einer Waschlosung einer Plastikkivette 3 x 5 min auf
einem Linearschittler (Heidolph Duomax 1030, Heidolph Instruments,
Schwabach) gewaschen. Die Waschlosung bestand aus PBS (137mM NaCl,
2,7mM KCI, 0,01M Na2HPO4, 1,8mM KH2PO4), pH7.2 (Dulbecco’s Phosphate
buffered saline, Sigma-Aldrich, Steinheim), 0,1% (V/V) Tween20 (Tween20,
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim) und 5g BSA (Albumin Fraktion V,
Roth, Karlsruhe).

Danach wurden die Schnitte kurz trocknen gelassen und mit einem Fettstift
(Liquid Blocker, Science Service, Japan) umrandet. Gegen unspezifische
Bindungen wurde auf jeden Schnitt 100 pl Blockldsung pipettiert. Dieser und alle
folgenden Inkubationsschritte wurden in einer feuchten, lichtundurchldssigen
Farbewanne durchgefuhrt. Fir die Herstellung der Blockldsung wurden 50 ml der
Waschlésung entnommen und dieser 0,5 % Saponin (Sigma-Aldrich) hinzugefugt,
das der Permeabilisierung der Zellmembran dient. Aus der daraus entstehenden

sogenannten Stocklosung, die der spéteren Inkubation des Sekundarantikérpers
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diente, wurden wiederum 4,5 ml entnommen und mit 0,5 ml 100 % goat serum

versetzt, sodass man eine Blocklosung mit 10 % goat serum erhielt.

Nach einer Stunde wurde die Blocklosung abgeklopft und je 50 pl
Primarantikorper, in Blocklosung verdinnt, auf jeden Schnitt aufgetragen. Die
Verdinnungen und Inkubationszeiten der verwendeten Primér- und

Sekundarantikorper sind der Abbildung 8 zu entnehmen.

Um die ungebundenen Antikdrper abzuwaschen, folgte ein Waschschritt. Danach
wurden 50 pl 1:200 in Stocklosung verdinnter Sekundérantikérper flr eine
Stunde aufgetragen. Der Host des Sekundéarantikorpers sollte mit dem Serum, mit
dem die Blocklésung hergestellt wurde, in diesem Fall goat, Ubereinstimmen. Als
nachstes wurde der Sekundarantikorper abgeklopft und fur weitere 5 min der
Kernfarbstoff HOECHST (HOECHST 33342, invitrogen, Thermo Fisher), 1:1000
in Stocklésung verdunnt auf die Schnitte gegeben.

Darauf folgte ein weiterer Waschschritt, bevor die Schnitte mit einem Tropfen
Eindeckmedium (Dako Fluorescence Mounting Medium, Dako North America
Inc., USA) benetzt und mit einem Deckglédschen (Menzel Gléser, Thermo
Scientific) versehen wurden. Die Schnitte wurden tUber Nacht bei 4°C getrocknet

und bis zur Auswertung bei -20°C gelagert.

6.4. Auswahl der Antikorper

Zur Markierung der eosinophilen Granulozyten wurde ein polyklonaler rabbit-
Antikdrper gegen die eosinophile Peroxidase, EPX oder EPO, verwendet. Dabei
handelt es sich um ein Eosinophilen-spezifisches Protein, das als Bestandteil der
sekundaren Granula der Abwehr gegen Bakterien und Parasiten dient. Um
sicherzugehen, dass es sich um eine spezifische Antigen-Antikdérper-Bindung
handelt, wurde ein rabbit-1gG als Isotyp-Kontrolle in derselben Konzentration wie

der Primé&rantikorper verwendet.

Fir die Farbung des Gefallendothels wurde ein monoklonaler Antikorper aus der
Ratte gegen das Platelet Endothelial Cell Adhesion Molecule, auch PECAM1
oder CD31 (cluster of differentiation) genannt, benutzt. CD31 ist ein
Membranprotein, das konstitutiv auf der Oberfliche von Endothelzellen
exprimiert wird. Besonders an interzelluldren Verbindungen sitzend, ist das

Protein unter anderem an der Transmigration von Leukozyten, der
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Abbildung 8: Antikdrper, Konzentrationen und Inkubationszeiten
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Mechanotransduktion und an der Steuerung der Geféal3permeabilitat beteiligt. Es
wird auflerdem auf einigen peripheren Leukozyten, Blutplattchen und
Stammzellen exprimiert (189). Als Isotyp- Kontrolle wurde Rat 19G2a kappa in

der entsprechenden Verdlnnung appliziert.

Das Transmembran-Glykoprotein CD68 beim Menschen entspricht dem
homologen Protein Macrosialin in der Maus und ist ein Zelladhasionsprotein aus
der Familie der LAMP-Proteine. Es wird auf den intrazelluldren Lysosomen von
Gewebsmakrophagen, Monozyten und deren Tochterzellen exprimiert und dient
daher als Pan-Makrophagen Marker (190, 191). Rat 1gG2a kappa wurde als
Isotyp-Kontrolle verwendet.

Zur Quantifizierung der Fibrose wurde das Lektin Wheat germ agglutinin (WGA)
verwendet, das bereits an das Fluorochrom Alexa Fluor 647 gekoppelt ist. WGA
bindet selektiv an Sialinsdure- und N-Acetylglucosamin-Reste, beides
Bestandteile der extrazellularen Matrix, und féarbt so fibrotisches Gewebe
an. (192)

HOECHST 33342 (2'-[4-Ethoxyphenyl]-5-[4-Methyl-1-Piperazinyl]-2,5'-bi-1H-
Benzimidazol-Trihydrochlorid-Trihydrat) ist ein interkalierender
Fluoreszenzfarbstoff zur Farbung der Zellkerne fixierter oder lebender Zellen.
Nach Bindung an doppelstrangige DNA fluoresziert HOECHST blau, wenn es
von ultraviolettem Licht angeregt wird.

6.5. Prinzip der Fluoreszenzmikroskopie

Die Epifluoreszenzmikroskopie basiert auf einem dreistufigen Prozess, in dem ein
Elektron des Fluorochroms durch die Absorption eines Photons einer Lichtquelle
in einen héheren Energiezustand versetzt wird (Exzitation) und aus diesem sehr
instabilen Zustand nach einer Konformationsdnderung wieder in den
Ursprungszustand ~ zuruckfallt.  Die  Energiedifferenz ~ zwischen  den
Energiezustanden wird in Form von Lichtenergie langerer Wellenldnge
freigegeben und vom Mikroskop detektiert (Emission). Dieser Exzitations-

Emissions-Kreislauf kann mehrere tausend Male wiederholt werden.

Der groRte Vorteil im Vergleich zur Enzym-gekoppelter Immunhistochemie ist
die Fulle an Fluorochromen. Jeder Fluoreszenzfarbstoff hat ein definiertes

Wellenlangenspektrum mit Absorptionsmaximum, in dem er angeregt wird, und
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ein entsprechend langerwelliges Spektrum mit Emissionsmaximum, in dem die
Energie abgestrahlt wird. Bei einer Mehrfachfarbung ist unbedingt darauf zu
achten, dass sie sich die Spektren der verwendeten Fluorochrome maglichst wenig

uberlagern.

Fur die Auswertung der histologischen Schnitte wurde ein Auflicht-
Fluoreszenzmikroskop (Axio Imager.M2, Carl Zeiss, Jena) verwendet, ein
sogenanntes  Epifluoreszenzmikroskop. Die Lichtquelle entsendet einen
Lichtstrahl, dessen Spektrum durch einen Anregungsfilter so gefiltert wird, dass
nur das Licht mit der notwendigen Wellenlange zur Anregung des entsprechenden
Fluoreszenzfarbstoffs durchgelassen wird. Uber den Strahlteiler gespiegelt gelangt
das Licht Uber das Objektiv auf das Praparat, das gleichzeitig als Kondensor
fungiert. Die entstehende Fluoreszenz wird vom Objektiv gesammelt und gelangt
uber Filter zum Okular beziehungsweise zur Kamera (AxioCam MRm, Carl Zeiss,
Jena).

6.6. Auswertung

Fur alle Aufnahmen wurde das Epifluoreszenzmikroskop Axio Imager.M2 von
Carl Zeiss, Jena verwendet. Die Einstellungen und Belichtungszeiten wurden pro
Kanal zu Beginn festgesetzt und so belassen, um eine Vergleichbarkeit zu
gewahrleisten. Die CD68"-Zellen wurden mit der ZEN Imaging Software (Carl
Zeiss Microscopy GmbH, Jena, Deutschland) ausgezahlt und die WGA- und
CD31-positiven Flachen mit AxioVision (Carl Zeiss) berechnet. Die
PrimarvergroBerung betrug in den meisten Fallen 40x, mit einer weiteren

TubusvergroRerung von 10x. Eine 400x-VergroRerung entspricht 318 x 238um.

Zur Quantifizierung der eosinophilen Granulozyten wurden von Wildtyp-Tieren
an Tag 0, Tag 2, Tag 6 und Tag 30 Schnitte angefertigt, nach dem obenstehenden
Protokoll gefarbt und jeweils funf 40x-VergroRerungen aus dem Infarktbereich

pro Schnitt abfotografiert und die EPX-positiven Zellen ausgezahlt.

Die CD68-positiven Makrophagen wurden an Tag 30 in den Balb/c- und den
AdblGatal-M&usen ausgezéhlt. Dazu wurden pro Tier jeweils funf représentative

Aufnahmen aus dem Infarktbereich und dem Periinfarktbereich angefertigt.

Um zu analysieren, ob die Eosinophilen einen Einfluss auf die

(Re)Vaskularisierung des Infarktgebietes haben, wurden jeweils sechs 40x-
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VergréRerungen aus dem Periinfarktbereich von Tag 30 Herzen beider Gruppen
mit dem Mikroskop abfotografiert. Die GeféaRdichte wurde anhand der CD31-
positiven Areale mit AxioVision ausgewertet. Dazu wurde anhand des
Histogramms ein Minimalwert fur die Signalintensitat fur alle Aufnahmen
festgelegt und mit diesem die Flache und die Anzahl der CD31-positiven Areale
berechnet. Zur Kl&rung der Frage, ob die eosinophilen Granulozyten das kardiale
Remodeling tber die Fibrosebildung beeinflussen, wurden je zwei Schnitte aus
Ebene 2 und Ebene 3 angefertigt, die jeweils mindestens 100 um voneinander
entfernt lagen. Diese Schnitte wurden mit WGA647 geféarbt. Es wurden Mosaik-
Ubersichtsaufnahmen von der gesamten Schnittflache angefertigt und mit der
Flachenberechnungsfunktion von AxioVision ausgewertet. Dabei wurde &hnlich
wie bei der Berechnung der Gefaldichte eine Minimalintensitat festgelegt und auf
alle Schnitte angewendet. Zur Berechnung des Verhaltnisses der Fibroseflache zur
Gesamtflache des Herzens wurde die Herzflache und die ausgemessen, davon die
Flache der Ventrikellumina subtrahiert und dazu der errechnete Wert fir die
WGA-positive Flache in Relation gesetzt.

Flache WGA positiver Areale
Herzkontur — Lumenflache

Fibroseflache (%) =

7. Zytokinarray

Um einen Uberblick tber die Proteinexpression wahrend des Remodeling-
Prozesses zu erhalten und damit mogliche Zytokine zu identifizieren, die die
Unterschiede im Phénotyp zwischen Wildtyp- und Knockout-Mdusen erklaren,
wurde ein Zytokinarray (Proteome Profiler Mouse XL Cytokine Array, R&D
SYSTEMS, Minneapolis, USA) durchgefihrt.

7.1. Prinzip

Dabei handelt es sich um einen Membran-basierten Multiplex-Sandwich-
Immunoassay, mit dem man 111 Cytokine, Chemokine, Wachstumsfaktoren und
andere 16sliche Proteine gleichzeitig messen kann. Das Prinzip basiert auf
spezifischen, auf einer Nitrocellulose-Membran gekoppelten Fangantikorpern, die
Zielproteine aus dem Zelllysat binden. Das Zielprotein wird durch Bindung eines
zweiten, Biotin-konjugierten Antikorpers, der gegen ein anderes Epitop als der
Fangantikoérper gerichtet ist, detektiert (s. Abbildung 9). Mit Streptavidin-

Meerrettichperoxidase und einer Chemilumineszenz-Reagenz wird die Bindung
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Abbildung 9: Prinzip des Zytokinarrays
Mit freundlicher Genehmigung von Bio-Techne, Copyright © 2019 (193)

sichtbar gemacht. Die Intensitdt des daraus entstandenen Signals auf dem

Rontgenfilm korreliert mit der Menge an gebundenem Protein.

7.2. Durchfuhrung

Um zu untersuchen, ob es Unterschiede in der kardialen Zytokinexpression nach
einem Myokardinfarkt gibt, wurden die Herzen von 4 Knockout- und 8 Wildtyp-
Tieren an Tag 6 nach Infarkt analysiert (193). Dazu wurden die Herzen halbiert
und nur der apikale Teil mit dem Infarktgebiet verwendet. Die Herzhalften
wurden in gekiihltem RIPA Puffer (Pierce RIPA Buffer, ThermoFisher) unter
Hinzugabe von Protease-Inhibitoren (Protease Inhibitor Cocktail Kit,
ThermoFisher) und EDTA lysiert und mit einem Homogenisator (IKA Ultra-
Turrax TP18-10 Homgenisierer, IKA-Werke GmbH & Co. KG, Staufen,
Deutschland) homogenisiert. Der Zelldebris wurde fir 15 min bei 10.000 G und
4 °C abzentrifugiert. Die Proteinkonzentration der einzelnen Proben wurde mit
einem kommerziellen Proteinassay (Pierce BCA Protein Assay Kit,
ThermoFisher) photometrisch bestimmt und die Proben entsprechend in RIPA

Puffer verdinnt, um auf jeder Membran dieselbe Proteinmenge zu erhalten.

Die Membranen wurden mithilfe einer Pinzette in das dafur vorgesehene 4-Well
Multi-dish gelegt und mit 2 ml Block Puffer (Array Puffer 6) benetzt und fiir 1 h
auf einem Wippschuttler bei Raumtemperatur inkubiert. Alle weiteren Wasch-
und Inkubationsschritte erfolgten auf einem Schuttler. 300 pl-500 pl  der
verdinnten Probe wurden mit 500 pl Array Puffer 4 vermischt und durch
Hinzugabe von Array Puffer 6 auf ein Volumen von 1,5 ml gebracht. Nach 1 h
wurde die Blocklésung von den Membranen abgegossen, die Proben auf die

einzelnen Membranen verbracht und tGber Nacht bei 4°C inkubiert.
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Um die ungebundenen Bestandteile zu entfernen, wurden die Membranen in
separate Plastikschalen gegeben und 3x10 min mit 20 ml Waschpuffer
gewaschen. Wahrenddessen wurden pro Well 30 pl Detektionsantikorper-Cocktail
in 1,5 ml Array Puffer 4/6 gel6st und je 1,5 ml in jedes Well pipettiert. Nach dem
Waschen wurden die Membranen zuriick in das 4-Well Multi-dish Gberfuhrt und
mit dem Biotin-markierten Detektionsantikorper fir 1h inkubiert. Danach
erfolgte ein Waschschritt wie oben beschrieben. Anschlielend wurden pro Well
2 ml Streptavidin-HRP-L6sung auf die Membranen gegeben und fir 30 min
inkubiert. Das Streptavidin bindet nun an das Biotin und die kovalent konjugierte
Meerrettichperoxidase (HRP) stellt die Enzymaktivitat fur die anschlieRende

Erkennung mit dem Chemireagenz.

Nach einem weiteren Waschschritt wurde je 1 ml Chemireagenz Mix fur 1 min
auf jede Membran gegeben und anschliefend mit einer Schutzfolie bedeckt. Das
uberméliige Reagenz wurde mithilfe von Papiertiichern herausgedriickt und die
Membranen ohne Zeitverzug in der Autoradiographie-Kassette platziert. Die
Membranen wurden im Entwickler fur 1, 5, 10 und 20 min entwickelt. Die

unterschiedlichen Belichtungszeiten erleichterten die anschlielende Auswertung.

7.3. Auswertung

Die Radiographie-Folien wurden eingescannt und mit Image Studio Lite (LI-COR
Biosciences, Lincoln, USA) ausgewertet. Mit Hilfe der transparenten Schablone
konnten die Spots den entsprechenden Analyten zugeordnet werden. Die
Signalstarke entsprach der Pixeldichte, die mit Hilfe eines Messrahmens
berechnet wird (s. Abbildung 10). Die drei Positivkontrollspot-Paare an den
Ecken der Membran dienten als Referenzpunkte, aus denen ein Korrekturfaktor
fur die jeweilige Membran berechnet wurde. Die Negativkontrollpunkte dienten
als Korrekturwert fiir den Hintergrund. Je zwei Spots reprasentieren ein Protein,

da jeder Fangantikorper an zwei Punkten an die Membran gebunden ist. Folglich

Mouse XL Cytokine Array Coordinates

—— OTmmMD AE>

Abbildung 10: Exemplarische Radiographie-Folie einer Balb/c Maus
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wurde der Mittelwert aus den zwei benachbarten Spots berechnet und in die
Statistik einflieRen gelassen. Der Grofiteil der Auswertung wurde an der Folie mit
10 min Belichtungszeit durchgefiihrt. Nur wenn ein Spot in dieser Folie zu
schwach oder zu stark belichtet war, wurde die Messung an Folien mit kirzerer

oder langerer Belichtung durchgefiihrt.

8. Durchflusszytometrische Untersuchungen (Fluorescence-

activated cell scanning, FACYS)

8.1. Prinzip

Die Durchflusszytometrie ermdglicht die simultane Analyse der GroRe, der
relativen Granularitat und der relativen Fluoreszenzintensitét einer Zelle durch ein
Kopplungssystem aus Optik und Elektronik. Die Zellen werden in einen
Flussigkeitsstrom gesogen und durch eine Quarzkiivette vereinzelt. So strdmen sie
an verschiedenen Lasern vorbei und werden angeregt. Das entstehende Streulicht
bzw. die Fluoreszenz werden von Linsen gebiindelt und Gber verschiedene Filter
von Detektoren erfasst. Die Detektoren wandeln dann das optische in ein

elektrisches Signal um.

Die Lichtstreuung hangt von der Grolke und der Granularitit der Zellen ab. Die
Vorwartsstreuung (Forward-scattered light, FSC) misst die Beugung der
Lichtstrahlen, die beim Auftreffen auf die Zelle abgelenkt werden, und ist daher
proportional zur ZellgroRe. Die Seitwértsstreuung (Side-scattered light, SSC)
misst die gebrochenen und reflektierten Strahlen, die entstehen, wenn ein
Lichtstrahl auf den Zellkern oder granuldre Komponenten im Zellinnern trifft.

Diese Strahlen werden im 90°-Winkel abgelenkt und in einer Linse gebindelt.

Die SSC verhalt sich proportional zur Granularitéat einer Zelle. Mit diesen zwei
Parametern lassen sich Zellen schon anhand ihrer GroRe und inneren Komplexitat
einteilen. Eine Mdoglichkeit zur weiteren Differenzierung von Zellen und ihren
Subpopulationen ist die Verwendung Fluorochrom-gekoppelter monoklonaler
Antikorper. Das Prinzip der Fluoreszenz funktioniert so wie in der

Fluoreszenzmikroskopie (1V.6.2).

Um die Uberlappung der Farbspektren der einzelnen Fluorochrome zu
bertcksichtigen, wurde das Gerdt mit sogenannten Beads (Anti-Mouse/Anti-Rat

Ig, x/Negative Control Compensation Particles Set, Becton Dickson and
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Company, Franklin Lakes, USA) und einer ungefarbten Probe als

Negativkontrolle kompensiert.

Eine Ubersicht der verwendeten Fluorochrome und Antikorper ist der Tabelle 1

zu entnehmen:

8.2. Ubersicht verwendeter Antikérper

Oberflachen | Klon Fluoro- Firma Funktion
-antigen chrom

Herz

CD45 30-F11 PerCP 5.5 | BiolLegend Panleukozyten-Marker

CD64 10.1 APC Biolegend Unterscheidung Monozyten/Makropagen
F4/80 BMS8 Bv421 BioLegend Makrophagen-Marker

Ly6G 1A8 FITC BioLegend Granulozyten-Marker

Ly6C HK 1.4 BV510 BioLegend Makrophagen-Subpopulationen
Siglec-F E50-2440 APC Cy7 BD Pharmingen | Eosinophile

CDl11c HL3 PE BD Pharmingen | Ausschluss dendritischer Zellen
TCR H57-597 PE BioLegend Ausschluss T-Zellen

Terl19 Ter-119 PE BioLegend Ausschluss Erythrozyten

Nk 1.1 PK135 PE BioLegend Ausschluss Naturliche Killerzellen
Live/Dead SYTOX Red | PE BioLegend Ausschluss tote Zellen

Blut

CD45 30-F11 PerCP 5.5 | BioLegend Panleukozyten-Marker

CD115 APS98 Bv421 BioLegend Monozyten-Marker

Ly6G 1A8 FITC BioLegend Granulozyten-Marker

Ly6C HK 1.4 BV510 BioLegend Monozyten-Subpopulationen
Siglec-F E50-2440 APC Cy7 BD Pharmingen | Eosinophile

CD11c HL3 PE BD Pharmingen | Ausschluss dendritischer Zellen
TCR H57-597 PE BioLegend Ausschluss T-Zellen

Ter119 Ter-119 PE BiolLegend Ausschluss Erythrozyten

Nk 1.1 PK135 PE BioLegend Ausschluss Naturlicher Killerzellen
Live/Dead SYTOX Red | PE ThermoFisher Ausschluss toter Zellen

Tabelle 1: Ubersicht tiber die verwendeten Antikérper in Blut und Herz
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8.3. Durchfihrung

8.3.1.  Vorbereitung des Blutes

Das Blut wurde wie in 5.1 beschrieben durch eine heparinisierte Spritze
intrakardial entnommen. Um eine vergleichbare Anzahl an Zellen auswerten zu
konnen, wurden jeweils 100 pl Blut pro Tier verwendet. Die Zellsuspension
wurde fir 5 min in 3 ml Ammoniumchlorid inkubiert, um die Erythrozyten zu
lysieren. Um die Leukozyten nicht zu schéadigen, wurde vor der Zentrifugation
3 ml PBS hinzugegeben. Dieser und alle weiteren Zentrifugationsschritte fanden
fiir 5min bei 4 °C und 350 G statt. Der Uberstand wurde abgesogen und das
Pellet in 50 pl Fc-Block (Purified Rat Anti-Mouse CD16/CD32, BD Pharmingen)
resuspendiert. Die Zellsuspension wurde in ein Well einer 96-Well-Platte
(Non-Tissue Culture Treated Plate, 96 Well, U-Bottom with Low Evaporation
Lid, Falcon) Uberfiihrt und 50 pul des Antikdrper-Mastermix hinzugegeben. So
wurden die Zellen fir 15 min im Kihlschrank inkubiert und anschlieRend wie
gewohnt zentrifugiert. Der Uberstand mit den ungebundenen Antikorpern wurde
abgeklopft und das Pellet in 200 pul resuspendiert. Die Zellsuspension wurde in ein
FACS-Rohrchen tberfiihrt und wie alle weiteren Proben mit dem Cell Analyzer
BD LSR Fortessa (Franklin Lakes, NJ, USA) gemessen.

8.3.2.  Vorbereitung der Herzen

Die Herzen wurden wie in 5.2 beschrieben entnommen, mit PBS gespult und bis
zur weiteren Verarbeitung in eisgekiihltes PBS gelegt. Die Herzen wurden in
horizontaler Ebene halbiert und so in Infarkt- und Remotezone geteilt. Im ersten
Schritt wurden die Herzen in einer kleinen Petrischale (TC-Schale 35, Standard,
Sarstedt, Nimbrecht) mithilfe einer Pinzette und eines Einmal-Skalpells (Einmal-
Sicherheitsklingen, Aesculap AG, Tuttlingen) zerkleinert. Das zerkleinerte Herz
wurde in ein mit 6 ml Kollagenase-Mix gefiilltes 50 ml Falcon Gberfihrt und fir
30min bei 400 rpm im Thermomixer (Thermomixer comfort, eppendorf,
Hamburg) mit einem speziellen Aufsatz fir 50 ml Reaktionsgeféalie inkubiert. Der
Kollagenase-Mix bestand aus Kollagenase 1, Kollagenase 11, Hyaluronidase und
DNAse 1 (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) und dient dem schonenden
Herauslosen der Zellen aus dem Gewebeverband. Mit dem Stempel einer 2 ml
Spritze wurden die angedauten Herzen durch ein 70 pm-Filtersieb (70 um Nylon
Cell strainer, Corning, NY, USA) gedrtickt, in 6 ml FACS Puffer aufgefangen, bei
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4 °C 350 G zentrifugiert und der Uberstand abgesaugt. Das erhaltene Pellet wurde
in 150 pl Fc-Block resuspendiert. Je 50 pl der Zellsuspension pro Well wurden
auf eine unbehandelten 96-Well-Platte aufgebracht und je 50 pl des Antikorper-
Mastermix hinzugegeben. So wurden die Zellen fir 20 min im Kuihlschrank
inkubiert, nach Zugabe von je 100 ul FACS-Puffer zentrifugiert, abgesaugt und in
200 pl FACS-Puffer resuspendiert. Kurz vor der Messung wurde 1 pl des
Live/Dead-Markers (SYTOX Red dead Cell Stain, ThermoFisher) hinzugegeben,
die Zellen durch einen 50 um-Filter (Cell Trics 50 um, Sysmex Partec, Gorlitz)

gegeben und gemessen.

8.4. Auswertung
Die Auswertung erfolgte mit der Software FlowJo (Version 10.6.1, Ashland, OR,
USA). Die angewandte Gating-Strategie ist der Abbildung 11 zu entnehmen.

SSC-A

FSC-A

W [] 1’ n' It

I Al
o 10’ w' 10*
Lineage-Gate SiglecF

- Ly6C o Makrophogen LySChi Makrophagen
D R 85 61

F4/80 Ly6eC

Abbildung 11: Visualisierung der angewandten Gating-Strategie
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Zuerst wurden im FSC-A/SSC-A die Zellen nach GroRe und Granularitat
eingegrenzt. Unter Zuhilfenahme des FSC-W wurden Zell-Multiplets
ausgeschlossen und auf Einzelzellen gegatet.

Daraus wurden die CD45-positiven Zellen (PerCP 5.5) bestimmt. Mit dem
sogenannten Lineage-Gate (PE) wurden ungewtinschte Leukozyten-Populationen
wie dendritische Zellen, B-Zellen, Natlrliche Killerzelle sowie tote Zellen
aufgrund der Bindung von PE-markierten Antikdrpern gegen zelltypspezifische

Oberflachenantigene ausgeschlossen.

Die Lineage-negativen Zellen wurden dann auf Basis ihrer Ly6G (FITC) und
Siglec F (APC-Cy7) Expression aufgetrennt, um Neutrophile und Eosinophile zu
quantifizieren. Aus der Ly6G und Siglec-F doppel-negativen Population wurden
die Makrophagen mithilfe von CD64+ (APC) und F4/80 (BV421) bestimmt. Die
Makrophagen wurden anhand ihrer Ly6C-Expression (BV510) weiter

charakterisiert.

Q. In-vitro-Experimente

Zur Klarung der Fragestellung, ob eosinophile Granulozyten einen Effekt auf die
Polarisierung von Makrophagen haben und so womdglich die Infarktheilung
beeinflussen, wurden Koinkubationsversuche durchgefthrt.

9.1. Versuchsaufbau

9.2. Isolation humaner eosinophiler Granulozyten

Die Isolation der humanen eosinophilen Granulozyten lasst sich in drei Abschnitte
unterteilen: die Dichtegradientzentrifugation des Vollblutes in einzelne
Zellfraktionen, das indirekte magnetische Labeling und die immunomagnetische
Separation (194). Beim vorliegenden Versuchsaufbau (Eosinophil Isolation Kit,
human, Miltenyi Biotech GmbH, Bergisch Gladbach) handelt sich um eine
negative Selektion, das hei3t alle Nicht-Eosinophilen werden uber einen Biotin-
konjugierten monoklonalen Antikorper indirekt magnetisch markiert und beim
Durchfluss durch eine magnetische Sdule zuriickgehalten, wéhrend die

unberlhrten Eosinophilen ungehindert eluieren (195).

Daftr wurden einem gesunden Spender 40 ml Blut in 10 ml Zitrat-Rohrchen (S-
Monovette, SARSTEDT AG & CO, Numbrecht) abgenommen und in der



IV. Material und Methoden 58

gleichen Menge PBS (Phosphate buffered saline, Thermo Fisher Scientific) mit
2mM EDTA (Sigma-Aldrich, Steinheim) verdiunnt. Danach wurden in einem
50 ml Falcon (Falcon Round-Bottom Tube, Corning Incorporated Life Sciences,
NY, USA) je 20 ml des verdunnten Bluts vorsichtig auf 20 ml Ficoll-Paque
(Ficoll-Paque PLUS, GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg) geschichtet. Dabei
ist darauf zu achten, das verdunnte Blut so langsam zu schichten, dass es zu keiner
Durchmischung der Phasen kommt. Ficoll-Paque ist eine wéssrige Losung aus
dem Saccharose-Epichlorhydrin-Copolymer Ficoll, Amidotrizoesdure und
Ethylendiamintetraessigsdure mit einer Dichte wvon 1.077 g¢/ml, deren
Eigenschaften es ermdglichen, die Blutzellen nach ihrer Dichte

aufzutrennen. (196)

Wahrend der Zentrifugation (600 G, ohne Beschleunigung, ohne Bremse, 30 min)
durchwandern die Zellen mit hoher Dichte (Erythrozyten, Eosinophile,
Neutrophile) das Ficoll-Paque, wahrend die Blutzellen mit geringerer Dichte
(Mononukleére Zellen, Basophile, Thrombozyten) sich in der Interphase zwischen

Ficoll-Paque und der Plasmaschicht sammeln (s. Abbildung 12).

Plasma

Lymphozyten, Mononukleére Zellen, Thrombozyten, Basophile

Ficoll-Paaue

Granulozyten

v Erythrozyten

Abbildung 12: Schematische Darstellung der Schichtung nach der Zentrifugation

Nach der Zentrifugation wurden die Plasmaschicht, die Interphase mit den
mononukledren Zellen und das Ficoll-Paque vorsichtig abpipettiert, ohne das
Zellpellet am Boden zu durchmischen. Dieses wurde mit Erythrozyten-Lyse-
Puffer (Aqua dest. mit 15M Ammoniumchlorid, 0,1 M
Natriumhydrogencarbonat, 0,01 M EDTA, 1:10 in Aqua dest. verdinnt)
resuspendiert, auf 50 ml aufgefullt und fir 10 min inkubiert. In diesem Schritt

macht man sich die osmotischen Eigenschaften des Ammoniumchlorids und des
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destillierten Wassers zu Nutze, die zum Einstromen von Wasser in die
dinnwandigen Erythrozyten flihren, die infolge dessen zerplatzen. Die Viabilitét
der Leukozyten wird kaum beeintrachtigt. Die Zellreste der Erythrozyten wurden
durch einen Zentrifugationsschritt (300 G, 8 min), einen Waschschritt mit Puffer
(PBS, 0,5% BSA (Albumin Fraktion V, Roth, Pasching, Osterreich), 2 mM
EDTA) und einen weiteren Zentrifugationsschritt (300 G, 5 min) entfernt, sodass
man ein Pellet erhielt, das nur noch neutrophile und eosinophile Granulozyten
enthdlt. Nach der Erythrozytenlyse fanden alle weiteren Zentrifugationsschritte

bei 4°C statt; alle Inkubationsschritte auf Eis oder im Kihlschrank bei 4°C.

Das Pellet wurde in 1 ml Puffer resuspendiert, um die Zellzahl zu bestimmen.
Dazu wurden 10 ul der Zellsuspension entnommen und mit 190 ul Tryptanblau
vermischt. Davon werden wiederum 20 ul in eine verbesserte Neubauer-
Zahlkammer gegeben und die Zellen unter dem Mikroskop ausgezéhlt. In
Abhangigkeit von der errechneten Zellzahl wurden die Mengen der Reagienzen
fur die folgenden Schritte berechnet. Die im Folgenden angegebenen
Mengenangabe beziehen sich auf 107 Zellen. Bei einer hoheren Zellzahl wurden

die Mengen um das entsprechende Vielfache erhoht.

Die Zellsuspension wurde erneut bei 300 G fir 10 min zentrifugiert. Flir das
magnetische Labeling wurde das entstandende Zellpellet in 40 pl Puffer pro 107
Zellen resuspendiert und mit 10 pl Biotin-Antibody-Cocktail fur 10 min im
Kihlschrank inkubiert. Der Biotin-markierte monoklonale Antikorper bindet nun
an alle Nicht-Eosinophilen. Im nachsten Schritt wurden 30 pl Puffer und 20 pl
Anti-Biotin MicroBeads hinzugegeben und fir weitere 15 min im Kihlschrank
inkubiert. Der an MicroBeads gekoppelte sekundére Antikorper bindet nun an das
Biotin und markiert damit alle Nicht-Eosinophilen indirekt magnetisch. Die
Zellen werden anschlieBend mit 2 ml Puffer gewaschen und fur 10 min bei 300 G

zentrifugiert und anschlieBend in 500 ul Puffer resuspendiert.

Nun erfolgte die magnetische Separation: Dazu wurde eine mit Magnetkigelchen
geflllte S&ule (LSColumn, Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach) in ein
magnetisches Feld (MACS Separator, Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch
Gladbach) eingebracht und mit 3 ml Puffer gespiilt. Kurz bevor die Saule trocken
fiel, wurde die Zellsuspension aufgebracht. Die Zellen durchliefen nun die
magnetische S&ule. Im Gegensatz zu den magnetisch gelabelten neutrophilen

Granulozyten, die im Magnetfeld gehalten wurden, konnten die eosinophilen
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Granulozyten die Saule ungehindert durchflieRen. Die Sdule wurde anschlielend
mit 3 x 3 ml Puffer gespult und der Efflux in einem 15 ml Falcon gesammelt. Die
aufgereinigten Eosinophilen wurden bei 350 G 10 min abzentrifugiert.

9.3. Aktivierung eosinophiler Granulozyten

Die isolierten Eosinophilen wurde in 1 ml RPMI 1640 Medium (RPMI 1640
Medium, gibco, Thermo Fisher) mit 10 % fetalem Rinderserum und 1%
Penicillin/Streptomycin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) resuspendiert und
wie zuvor beschrieben ausgezahlt. Mit einer Konzentration von 50.000 Zellen pro
ml wurden je 2 ml der Zellsuspension in ein Well einer 12-Well-Platte gegeben.
Da Eosinophile dazu tendieren, direkt nach der Isolierung refraktar auf
Stimulantien zu reagieren, wurden sie fur eine Stunde in den Inkubator verbracht.
Nach 1h wurden die Eosinophilen mit humanem IL-5 (50 ng/ml) und PAF
(Plattchen-aktivierender Faktor, 5 pumol/L) aktiviert und damit fir eine weitere
Stunde inkubiert. PAF ist ein potenter Aktivator eosinophiler Granulozyten (197).
AnschlieBend wurde die Zellsuspension aufgenommen, bei 350 G fiir 10 min
zentrifugiert, der Uberstand abgenommen und bis zum Koinkubationsversuch bei

-80°C weggefroren.

9.4. Isolation humaner Monozyten

Die Isolation der humanen Monozyten funktioniert nach demselben Prinzip wie
die der Eosinophilen. Zuerst erfolgte eine Dichtegradientzentrifugation mit Ficoll-
Paque; mit dem Unterschied, dass sich Monozyten in der Interphase zwischen
Ficoll-Pacque und Plasma sammeln und entsprechend mit dieser Zellschicht
weiter verfahren wird. Wie bei der Isolation der Eosinophilen folgte eine negative
immunomagnetische Separation Uber Biotin-markierte Primér- und magnetisch

gelabelte Sekundarantikdrper (198).

Monozyten machen 2-10 % der Leukozyten im Blut aus, daher wurde eine
geringere Menge an Blut benétigt. So wurden einem gesunden Spender meist
15 ml entnommen und 1:4 mit PBS verdinnt. Flr die Zentrifugation wurden
spezielle 50 ml LeucoSEP-R6hrchen (Greiner Bio-One LeucoSEP Rohrchen aus
Polypropylen, Thermo Fisher) verwendet. Diese enthalten eine porése, biologisch
inerte Polyethylen-Barriere in der Hohe von 15 ml, die das Schichten des Bluts
auf das Ficoll-Paque und das anschlieRende Abnehmen der Interphase erleichtern

und somit die Reinheit der Zellen erhoht.



IV. Material und Methoden 61

In zwei dieser Rohrchen wurden je 15 ml Ficoll geftllt und fur 30 sek bei 1000 G
zentrifugiert, damit das Ficoll-Paque die Barriere durchdringt und sich am Boden
des Tubes absetzt. In jedes Rohrchen wurden nun 30 ml des verdiinnten Vollbluts
geschichtet und fur 15 min bei 800 G zentrifugiert. Die Zentrifugation erfolgte
ohne Beschleunigung und Bremse, um die noch enthaltenen Thrombozyten nicht
zu aktivieren. Nach der Zentrifugation wurden die obersten 20 ml Plasma
verworfen und die Interphase, auch PBMC-Schicht (Peripheral Blood
Mononuclear Cells) oder buffy coat genannt, entnommen. Diese enthielt neben
den gesuchten Monozyten auch Dendritische Zellen, NK Zellen, Lymphozyten,

basophile Granulozyten und Thrombozyten.

Als ndachstes erfolgten drei Waschschritte mit Puffer zur Entfernung der
Thrombozyten: bei 300 G fir 10 min, 200 G fur 15 min und 200 G fur 10 min.
Um die Zellen nicht zu aktivieren, wurde nach diesem Schritt nur noch mit kaltem
Puffer gearbeitet, Inkubationsschritte erfolgten im Kdihlschrank oder auf Eis, die
Zentrifugationen bei 4°C. Das nach dem letzten Waschschritt entstandene Pellet
wurde in 1ml kaltem Puffer resuspendiert und die Zellzahl wie bei den
Eosinophilen mit einer verbesserten Neubauer-Z&ahlkammer bestimmt, um die
Menge an zu verwendenden Reagenzien zu bestimmen. Die Zellen wurden in ein

15 ml Falcon uberfiihrt und nochmals bei 300 G fur 10 min zentrifugiert.

Nun erfolgte das magnetische Labeling mit dem Pan Monocyte Isolation Kit,
human (Miltenyi Biotech GmbH, Bergisch Gladbach). Pro 107 Zellen wurde das
Pellet in 40 ul Puffer resuspendiert und mit 10 pl FcR Blocking Reagent und 10 pl
Biotin-Antibody-Cocktail fir 5 min im Kihlschrank inkubiert. Der Antibody-
Cocktail enthalt Biotin-markierte monoklonale Antikérper gegen CD3, CD7,
CD16, CD19, CD56, CD123 und Glycophorin A, die entsprechend an alle Nicht-
Monozyten binden. Im nédchsten Schritt wurden 30 pl Puffer hinzugegeben. Alle
Nicht-Monozyten wurden durch Hinzugabe von 20 pl Anti-Biotin MicroBeads
magnetisch gelabelt. Nach 15 min Inkubation im Kuhlschrank wurden die Zellen
mit 2 ml Puffer gewaschen und bei 300 G zentrifugiert. Der Uberstand wurde
vollstandig abpipettiert und die Zellen in 500 pl Puffer resuspendiert.

Die magnetische Separation erfolgte analog zu der der eosinophilen
Granulozyten: die indirekt mit MicroBeads gelabelten Nicht-Monozyten wurden

in der magnetischen S&ule zuruckgehalten, wahrend die Monozyten das
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magnetische Feld durchlaufen. Der Efflux enthielt die aufgereinigte Monozyten-

Fraktion.

9.5. Ausreifung isolierter Monozyten und Polarisierung zu M1/M2
Makrophagen
Um den moglichen Einfluss von einwandernden Eosinophilen auf die
Polarisierung von Makrophagen in Folge eines Myokardinfarkts in vitro zu
simulieren, wurden isolierte Monozyten unter verschiedenen
Inkubationsbedingungen zu Makrophagen ausreifen gelassen (s. Abbildung 13).
Wie eingangs beschrieben, polarisieren sich Makrophagen abhéngig vom sie
umgebenden Mikromilieu in Richtung inflammatorische M1- oder reparative M2-
Makrophagen. Diese Einteilung ist jedoch stark vereinfacht, man sollte die

Auspragung des Phanotyps als Kontinuum vorstellen (78).

Fur den Versuchsaufbau wurde sich an einer Studie orientiert, in der verschiedene
Kulturbedingungen zur Polarisierung von Makrophagen erprobt wurde. Darin
wurde festgestellt, dass eine phasische Inkubation, die ersten finf Tage nur mit
GM-CSF (Granulozyten-Monozyten-Kolonie-stimulierende Faktor) bzw. M-CSF
(Monozytenkolonien-stimulierender Faktor) und dann weitere vier Tage mit

polarisierenden Stimulantien die besten Ergebnisse erbrachte. (199)

So wurden die isolierten Monozyten mit einer Konzentration von 125.000 Zellen
pro ml in RPMI 1640 Medium (RPMI 1640 Medium, gibco, Thermo Fisher) mit
10 % FBS und 1 % P/S resuspendiert. Davon wurden je 2 ml, also 250.000 Zellen
pro Well auf einer 12-Well-Platte ausgesat.

Die koloniestimulierenden Faktoren GM-CSF und M-CSF dienen zur Ausreifung
von Monozyten zu Makrophagen. Jedoch weisen beide bereits einen
polarisierenden Effekt in die M1- oder M2-Richtung auf. GM-CSF stimuliert die
Polarisierung in Richtung M1-Makrophagen, M-CSF hingegen in Richtung M2.
Aus diesem Grund wurden die Ansdtze aufgeteilt und fur die ersten funf Tage die
eine Halfte mit 20 ng/ml humanem GM-CSF (Recombinant Human GM-CSF,
peprotech, Rocky Hill, NJ, USA) und die andere Halfte mit 20 ng/ml humanem
M-CSF (Recombinant Human M-CSF, peprotech) inkubiert.

An Tag 5 wurde der Uberstand abgesaugt und die Polarisierung mit den

entsprechenden Stimulantien gestartet. Zur Generierung einer M1-Positivkontrolle
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wurden einem der Wells je 20 ng/ml LPS, IL-6 (Recombinant Human IL-6,
peprotech, Rocky Hill, NJ, USA) und IFN-y (Recombinant Human IL-6,
peprotech) und GM-CSF hinzugefiigt (M1-Positivkontrolle). Einem weiteren Well
wie zuvor nur GM-CSF hinzugegeben (MO-Kontrolle). Durch den zuvor
beschriebenen polarisierenden Effekt der Kolonie-stimulierenden Faktoren
erwarten wie auch in diesem Well eine Polarisierung in Richtung M1-Phéanotyp,
jedoch weniger ausgeprégt als bei der M1-Positivkontrolle.

Als Positivkontrolle fur den M2-Phénotyp wurde einem zuvor mit M-CSF
inkubierten Well, an Tag 5 je 20 ng/ml IL-4 (Recombinant Human IL-4,
peprotech), IL-13 (Recombinant Human IL-13, peprotech), IL-6 und M-CSF
hinzugefigt. Ein weiteres Well wurde wie zuvor nur mit M-CSF behandelt (MO-

Kontrolle). Hier ist eine Polarisierung in Richtung M2-Phénotyp zu erwarten.

Zur Untersuchung des Einflusses von eosinophilen Granulozyten auf die
Polarisierung von Makrophagen wurden je zwei mit GM-CSF und zwei mit M-
CSF vorbehandelte Wells mit dem Uberstand aktivierter Eosinophiler inkubiert,
denen zuvor 20 ng/ml GM-CSF bzw. M-CSF zugefugt wurde. Als Kontrolle, dass
der Einfluss auf den Phanotyp nicht durch IL-5 induziert wurde, wurden je zwei

Isolation Ausreifung Polarisierung FACS-Untersuchung
Tag0 Tag0 Tag5 Tag9
Positivkontrolle
MO-Makrophagen
Positivkontrolle
M1-Makrophagen

GM-CSF

B GM-CSF +
LPS + IFN-y + IL-6

M1-Polarisierung
GM-CSF -
GM-CSF + Uberstand
e . ) —— Probe
Eosinophiler

Isolierte humane -
Monozyten

I
,:
(2]

M-CSF

Positivkontrolle
MO-Makrophagen
B M-CSF + Positivkontrolle
IL-4 + IL-13 + IL-6 M2-Makrophagen

M2-Polarisierung
M-CSF

M-CSF + Uberstand
Eosinophiler

Kontrolle

M-CSF +

,:
(2]

Abbildung 13: Schematische Darstellung der Makrophagen-Polarisation
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weitere Wells wie bei der Aktivierung der Eosinophilen mit 50 ng/ml IL-5

behandelt. Die Auswertung wurde durchflusszytometrisch an Tag 9 durchgefihrt.

9.6. FACS-Analyse

Zur Beurteilung, ob der Uberstand der aktivierten Eosinophilen einen Einfluss auf
die Polarisierung der Makrophagen hat, wurde die Auspragung verschiedener M1-
Marker (CD80, CD86) und M2-Marker (CD163, CD206) durchflusszytometrisch

an Tag 9 untersucht.

Dazu wurde der Uberstand der Wells abgesaugt und zwei Mal mit PBS
gewaschen. Zur enzymatischen Ablosung der Zellen wurde 1 ml Accutase
(StemPro Accutase, gibco, Thermo Fisher) aufgetragen und fur 15 min in den
Inkubator verbracht. Die enzymatische Wirkung wurde durch das Einbringen von
2ml RPMI mit 10 % FBS neutralisiert. Die nach wie vor adharenten Zellen
wurden vorsichtig mit einem Zellkratzer (Cell Scraper 25 cm, SARSTEDT,
Newton, NC, USA) abgekratzt.

Der Uberstand wurde in ein 15 ml Falcon Gberfiihrt und fur 10 min bei 350 G
zentrifugiert. Die Zellen wurden wie zuvor beschrieben zweimal mit je 2 ml
FACS Puffer gewaschen. Wéhrenddessen wurde der Antikdrper-Mastermix
erstellt, bestehend aus 88 ul FACS-Puffer und je 2 ul CD14, CD16, CD80, CD86,
CD163 und CD206 pro Probe (s. Tabelle 2). Nach 20 min Inkubation im
Kihlschrank wurden die Zellen erneut bei 350 G fiir 5 min zentrifugiert, in 200 pl

FACS Puffer resuspendiert und durchflusszytometrisch untersucht.

Oberflachenantigen ‘ Klon Fluorochrom

CD14 HCD14 FITC biolegend
CD16 V NK80 APC biolegend
CD80 L 307.4 BV421 BD
CD86 BU63 PE biolegend
CD163 GHI/61 PE-Cy7 biolegend
CD206 15-2 PerCP-Cy5.5 biolegend

Tabelle 2: Ubersicht der verwendeten Antikorper
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10. IL-5/ Eotaxin-1 ELISA

10.1. Prinzip

Zur Untersuchung, ob es nach einem Infarkt zu einem systemischen Anstieg von
IL-5 und Eotaxin-1 kommt, wurde das Blut von Wildtyp-Tieren im steady state,
an Tag 2 und Tag 6 post-Infarkt mit einem kommerziellen Sandwich-ELISA
(Mouse IL-5 Quantikine ELISA Kit bzw. Eotaxin-1 Quantikine ELISA Kit, R&D
Systems, Minneapolis, USA) untersucht. Das Prinzip des Sandwich-ELISA
funktioniert ahnlich wie das des Zytokinarrays: eine Mikrotiterplatte ist mit
monoklonalen Antikorpern gegen ein bestimmtes Antigen beschichtet. Die Probe
wird auf die Platte gegeben und die Antikdrper binden spezifisch an das Antigen.
Dann wird ein zweiter monoklonaler Detektions-Antikorper darauf gegeben, der
an das Antigen bindet. Dieser Antikorper ist Enzym-gekoppelt und wird mit Hilfe
eines Substrats sichtbar gemacht. Die Farbumschlag entspricht der Menge an
vorhandenem Antigen und wird als optische Dichte bei einer bestimmten

Wellenlange photometrisch gemessen.

10.2. Durchfuhrung

Zuerst wurden alle Reagenzien auf Raumtemperatur gebracht und laut
Herstellerangabe rekonstituiert. Zur Erstellung einer Standardreihe wurde der
Standard in 1 ml Kalibrator-Puffer verdinnt und fir 5 min auf einen Schuttler
(Heidolph Duomax 1030, Heidolph Instruments, Schwabach) gestellt. Mit dem
Kalibrator-Puffer wurde eine 1:2-Verdinnungsreihe erstellt, mit der in der
Auswertung die Standardkurve erstellt und die Konzentration berechnet wurde.
Die Stockldsung hatte eine Konzentration von 1000 pg/ml, als Negativkontrolle
diente der Kalibrator-Puffer.

Nun wurden mit einer Multichannel-Pipette je 50 pl Verdinnungspuffer in jedes
Well der 96-Well-Platte gegeben. Dazu wurden je 50 pl der Standards, der
Kontrollen und der Serumproben gegeben. Im Falle des Eotaxin-1-ELISAs wurde
die Serumproben zuvor 1:4 im Kalibrator-Puffer verdinnt. Durch vorsichtiges
Tippen auf den Rand der Platte wurden die Proben gemischt. Die Platte wurde mit
der dafir vorgesehenen Plastikfolie abgedeckt und fir 2 h bei Raumtemperatur
inkubiert. In dieser Zeit banden die zu detektierenden Zielproteine an die mit

monoklonalen Antikorpern beschichtete Matrix.
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Nach der Inkubation wurde die Flussigkeit aspiriert und die Platte mithilfe einer
Spritzflasche funf Mal mit dem Waschpuffer gewaschen, um die ungebundenen
Proteine abzuwaschen. Im né&chsten Schritt wurden je 100 ul des
Sekundarantikorper-Konjugats in jedes Well pipettiert und fir weitere 2h
inkubiert. Darauf folgten erneut funf Waschschritte, um die ungebundenen
Antikdrper zu abzuwaschen. Danach wurden 100 pl Substratldsung hinzugegeben
und fiir 30 min lichtgeschitzt inkubiert. Die Substratlésung reagierte nun mit dem
Enzym-gekoppelten Konjugat, was zu einer Blaufarbung fihrte. Die optische
Dichte korrelierte mit der Konzentration des Zielproteins. Um die Reaktion zu
stoppen, wurden je 100 pl Stop-Lésung hinzugegeben, was zu einem sofortigen

Farbumschlag von blau zu gelb flhrte.

Mithilfe eines Photometers (Tecan GENios Microplate Reader, Méannedorf,
Schweiz) wurde die optische Dichte bei einer Wellenl&dnge von 450 nm gemessen.
Eine weitere Messung bei 540 nm diente zur Korrektur der Wellenlange.

10.3. Auswertung

Mithilfe eines online-Auswerteprogramms (www.elisaanalsis.com) wurde mit den
Werten der Standardreihe eine Logistische Regression mit 4 Parametern erstellt
und mit der daraus gewonnenen Formel die Konzentrationen der Proben
berechnet. Alle Proben wurden in Triplets pipettiert, aus denen der Mittelwert

berechnet wurde.

11. Statistische Auswertung

Der Einfluss von eosinophilen Granulozyten auf den Herzinfarkt und seine
Heilung wurden bisher noch nicht erforscht. Daher handelt es sich bei der

vorliegenden Doktorarbeit um eine explorative Studie.

Zur statistischen Auswertung wurden die Programme GraphPad Prism (Version
5.1, San Diego, CA, USA) und IBM SPSS Statistics (Version 25, Armonk, NY,
USA) verwendet. Die Graphen wurden mit GraphPad Prism erstelit.

In dieser Doktorarbeit wurde der Einfluss von Eosinophilen auf den Herzinfarkt
anhand einer  Eosinophilen-defizienten =~ Knockout-Gruppe und  einer
Kontrollgruppe untersucht. Zur statistischen Auswertung des vorliegenden

Vorsuchsaufbaus wurden einfaktorielle univariate Testverfahren angewandt. Der
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Faktor ist das Vorhandensein von Eosinophilen, die Variablen die einzelnen

Messparameter.

Zum Vergleich der Mittelwerte unter den Gruppen wurden Tests fur unabhangige
Stichproben angewandt (s. Abbildung 14). Fir Vergleiche innerhalb einer Gruppe
zu verschiedenen Messzeitpunkten wurden abhédngige Testverfahren verwendet.
Zu allererst wurden die Gruppen mit dem Shapiro-Wilk-Test auf
Normalverteilung gepruft. In Gruppen, deren Stichprobenanzahl zu klein war,
wurde die Normalverteilung graphisch gepriift. Der t-test fiir unabhangige
Stichproben setzt neben der Normalverteilung eine Varianzhomogenitat voraus.
Dazu wurde der F-/Levene-Test vorgeschaltet. Im Falle gleicher Varianzen wurde
ein ungepaarter t-test durchgefuhrt, im Falle ungleicher Varianzen wurde eine
Welch-Korrektur vorgenommen. Ergab der Shapiro-Wilk-Test bei unabhéngigen
Stichproben keine Normalverteilung, wurde der nicht-parametrische Mann-
Whitney-U-Test angewandt.

Bei normalverteilten abhangigen Stichproben wurde ein gepaarter t-test, bei nicht-

normalverteilten abhéngigen Stichproben der Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test.

Zum Vergleich von mehreren Gruppen, wurde eine einfaktorielle VVarianzanalyse
(one way ANOVA) durchgefiihrt. Zuvor wurde mit dem Shapiro-Wilk-Test auf
Normalverteilung und dem Levene-Test auf Varianzhomogenitat gepruft. Zur
Neutralisierung der o-Fehler-Kumulation wurde eine Bonferroni-Korrektur
durchgefuhrt. Die Gruppen wurden anschlieBend untereinander mit dem
Bonferroni-Mehrfach-Testung verglichen. Im Falle einer nicht parametrischen
Verteilung oder ungleicher Varianzen wurde der Kruskal-Wallis-Test
angewendet, bei dem gepruft wird, ob sich die zentralen Tendenzen mehrerer

unabhéngiger Stichproben unterscheiden.

Ergebnisse gelten ab einem p < 0,05 als statistisch signifikant. Der p-Wert gibt die
Irrtumswahrscheinlichkeit  eines  statistischen  Tests an, also die
Wahrscheinlichkeit, dass die Arbeitshypothese irrtimlich angenommen wurde,
obwohl die Nullhypothese stimmt. Der Wert der Irrtumswahrscheinlichkeit wird
ganz wesentlich vom Stichprobenumfang beeinflusst und lasst damit alleine
keinen Rickschluss auf die Stérke des Einflusses eines Faktors auf die abhéngige
Variable zu. Daher wurde zusétzlich die Effektstarke, auch EffektgroRe,

berechnet. Diese ist unabhangig von der Stichprobenanzahl und sollte daher
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besonders in explorativen Studien errechnet werden. Cohen’s d berechnet sich aus
der mittleren Differenz zweier Gruppen geteilt durch die gepoolte
Standardabweichung. Werte zwischen 0,2 und 0,5 zeigen einen kleinen, zwischen
0,5 und 0,8 einen mittleren und >0,8 einen groRen Effekt (200).

Die Mittelwerte in den Graphen wurden solange nicht anders beschrieben als

arrhythmisches Mittel mit dem Standard Fehler des Mittelwertes (SEM)

Unterschiedstest

angegeben.

1
Unabhangige Abhangige
Stichproben Stichproben

Test auf Test auf
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|
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Abbildung 14: Ubersicht angewandter statistischer Tests
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V. ERGEBNISSE

1. Rekrutierung eosinophiler Granulozyten und

Gewebepersistenz nach Myokardinfarkt

Zur Untersuchung, ob und Gber welchen Zeitraum eosinophile Granulozyten im
murinen Infarktmodell das Myokard infiltrieren, wurde bei C57BL/6J-Mé&usen
eine transiente LAD-Ligatur durchgefihrt. 2, 6 und 30 Tage nach dem Ischamie-
Reperfusionsschaden wurden die Tiere getotet, die Herzen immunhistologisch

gefarbt und auf die Infiltration durch eosinophile Granulozyten untersucht.

Die immunhistologischen Analysen zeigten, dass eosinophile Granulozyten in
groBer Zahl das Infarktgebiet infiltrieren. Im Periinfarktbereich sowie im
restlichen nicht-geschadigten Herzgewebe waren kaum Eosinophile zu finden
(s. Abbildung 15B)

HOECHST 33342
Wheat-Germ-Agglutinin (WGA)

Abbildung 15: Epifluoreszenzaufnahme eines Horizontalschnitts eines Herzes Tag 6 nach
Infarkt (A) mit VergrolRerung des Infarktgebietes (B)

A: transmuraler Infarkt im anterolateralen Bereich mit beginnender Fibrose des Infarktgebietes;
Mosaikaufnahme in 200x-Vergréferung, blau: Zellkernfarbung mit HOECHST 33342, weil:
Fibrose mit WGA AlexaFluor 647

B: deutliche Infiltration des Infarktgebiets mit Entziindungszellen, darunter auch Eosinophile;
Mosaikaufnahme in 400x-VergroRerung (318 x 238um), blau: Zellkernfarbung mit HOECHST
33342, rot: eosinophile Peroxidase (EPX), AlexaFluor 594
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Wie aus Abbildung 16 ersichtlich wies die Infiltration der Eosinophilen wie bei
anderen Entziindungszellen einen dynamischen Verlauf auf: wéhrend im
gesunden Herzgewebe keine Eosinophilen residieren, zeigten die histologischen
Untersuchungen an Tag 2 nach Infarkt eine deutliche Infiltration im Infarktgebiet.
Bis zum Messzeitpunkt an Tag 6, am Ubergang von der inflammatorischen zur
proliferativen Phase, nahm die Zahl der Eosinophilen im Infarktgebiet weiter zu.
Bis Tag 30 nahm ihre Zahl wieder ab. In der zellarmen Infarktnarbe waren immer
noch vereinzelte Eosinophilen zu detektieren. Der Bonferroni-Mehrfachvergleich
(s. Abbildung 17) nach der einfaktoriellen Varianzanalyse ergab fur den
Unterschied vom gesunden Herz zu den verschiedenen Messzeitpunkten nur an
Tag 6 ein signifikantes Ergebnis (p =0,002). Beim Vergleich der einzelnen
Messzeitpunkte untereinander war nur der Unterschied zwischen Tag 6 und Tag
30 statistisch signifikant (p = 0,010). In weiterfiihrenden Untersuchungen mit
héherem Stichprobenumfang gilt es zu bestétigen, dass die Mittelwertvergleiche

der anderen Messzeitpunkte auch signifikant werden wirden.

5S d2 d6 d30

50um

oum

HOECHST 33342 EPX

e
B

—20um

Abbildung 16: Zeitlicher Verlauf der Zellinfiltration im Infarktgebiet

Im steady state sind gesunde Kardiomyozyten mit zentralen Zellkernen zu sehen. An Tag 2 nach
Infarkt ist die regelméaRige Anordnung der Herzmuskelzellen zerstdrt, Nekrose dominiert das Bild.
Entziindungszellen infiltrieren das Infarktgebiet. Bis Tag 6 nimmt die Zelldichte weiter zu, der
Zelldebris wird nach und nach abgerdumt. An Tag 30 ist die Infarktheilung groftenteils

abgeschlossen, es verbleibt eine bindegewebige, zellarme Narbe.

Zur besseren Visualisierung wurden die Kanéle einzeln (unten und Mitte) und zusammengefihrt
(oben) dargestellt; 400x-VergroRerung (318 x 238um), blau: Zellkernfarbung mit HOECHST 33342,

rot: eosinophile Peroxidase (EPX), AlexaFluor 594
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Eosinophile im Infarktgebiet
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Abbildung 17: Immunhistologische Quantifizierung der einwandernden Eosinophilen im
steady state, an Tag 2, 6 und 30 nach Infarktinduktion in C57BL/6-M&usen

Im steady state waren keine Eosinophilen im Herzen zu finden. Nach Infarktinduktion stieg die
Zahl der Eosinophilen an Tag 2 auf im Mittel 27,6 Eosinophile an und gipfelte an Tag 6 mit 57,2
Eosinophilen pro Bild. An Tag 30 wurden im Narbengewebe noch vereinzelt Eosinophile
detektiert.

Mittelwert der Eosinophilen aus 6 400x-VergrofRerung (318 x 238um) pro Maus (n=3-4)
einfaktorielle Varianzanalyse mit Bonferroni-Korrektur, adjustierte p-Werte

Mit der histologischen Untersuchung konnte somit gezeigt werden, dass
eosinophile Granulozyten das Infarktgebiet infiltrieren. Ob und welchen Einfluss
sie auf die Infarktheilung und das kardiale Remodeling haben, sollten in vivo

Untersuchungen an Eosinophilen-defizienten AdbIGATA1-Mé&usen klaren.

2. Schadigender Effekt eosinophiler Granulozyten im

Rahmen des linksventrikuldren Remodelings

Zur Untersuchung, ob die zuvor bestdtigte Rekrutierung eosinophiler
Granulozyten einen Einfluss auf die Infarktheilung hat, wurden Positron-
Emissions-Tomographie-Studien an Eosinophilen-defizienten M&usen und einer
Kontrollgruppe an Tag 6 und Tag 30 nach LAD-Ligatur durchgefiihrt.

2.1. Totales Perfusionsdefizit/ InfarktgroRle

Das totale Perfusionsdefizit (TPD) beschreibt den prozentualen Anteil an
minderperfundiertem Gewebe am gesamten Myokard. Das nekrotisches
Infarktgewebe verstoffwechselt weniger Radiotracer als das vitale Myokard. Die
Metabolisierung des Radiotracers ®FDG ermdglicht daher prézise Riickschliisse
auf die myokardiale Vitalitit und damit die InfarktgroBe. Bei der PET-
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Abbildung 18: Totales Perfusionsdefizit Tag 6 und Tag 30 nach Ischdmie-
Reperfusionsschaden

Darstellung des prozentualen Anteils des minderperfundierten Myokards in % zwischen der
Eosinophilen-defizienten Knockout-Gruppe und der Balb/c Kontroll-Gruppe. n=7-11
d6: Mann-Whitney-U-Test, d30: t-test fir unabhangige Stichprobe, Mittelwerte £ SEM

Untersuchung des totalen Perfusionsdefizits war weder an Tag 6
(Cohen’s d = 0,33, p = 0,256) noch an Tag 30 (Cohen’s d = 0,34, p = 0,344) ein
signifikanter Unterschied zwischen Wildtyp- und Knockout-Gruppe zu erkennen
(s. Abbildung 18). Insgesamt ist damit der Effekt der eosinophilen Granulozyten

auf die InfarktgroRe zu vernachlassigen.

2.2. Linksventrikulare Funktionsparameter

Die linksventrikulare Ejektionsfraktion (LVEF) und das enddiastolische VVolumen
(LVEDV) sind wichtige Parameter zur Evaluation der Herzfunktion. Die LVEF
gibt Auskunft Gber die Auswurfleistung des linken Ventrikels und damit die
systolische Funktion. Je hoher die LVEF ist, desto besser ist die Kontraktilitat in
der Systole.

Die Messung der linksventrikuldren Ejektionsfraktion ergab an Tag 6 eine um
12,6 % und an Tag 30 eine um 20,6 % relativ bessere Auswurfleistung in den
Eosinophilen-defizienten Tieren im Vergleich zu den Wildtyp-Mé&usen
(s. Abbildung 19). Der genetische Knockout der eosinophilen Granulozyten hat
mit einem Cohen’s d von 0,93 an Tag 6 und 1,38 an Tag 30 einen starken Effekt
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Abbildung 19: LVEF Tag 6 und Tag 30 nach Ischamie-Reperfusionsschaden

Die Gatal Knockout-Mé&use zeigten an Tag 6 mit 74,2 % eine signifikant bessere mittlere
Ejektionsfraktion als die Wildtyp-Méause mit 65,9 %. Daraus ergab sich eine Differenz der
Mittelwerte von 8,3 %. Dieser Effekt akzentuierte sich bis Tag 30 auf eine mittlere Differenz von
12,6 %. Die Pumpfunktion der AdbIGATA-1-Gruppe blieb Uber die Zeit annéhernd gleich, wahrend
sich die der Kontrollgruppe um 4,75 % verschlechterte. Bemerkenswert ist neben dem
Mittelwertsunterschied auch der Streuungsunterschied: die relative Streuung ist an Tag 6 in der
Wildtyp-Gruppe (Variationskoeffizient v = 15,5) fast doppelt so hoch wie in der Knockout-Gruppe
(v= 8,1). Der Unterschied der Variationskoeffizienten ist jedoch statistisch nicht signifikant
(p =0,142).

t-test fiir unabhéngige Stichproben, Mittelwert + SEM, n = 8-10

auf die LVEF. Beide Effekte sind mit einem p von 0,046 an Tag 6 und einem p
von 0,001 an Tag 30 statistisch signifikant. Damit zeigten die Wildtyp-Mause mit
Eosinophilen zu beiden Messzeitpunkten eine signifikant schlechtere
Pumpfunktion im Vergleich zu den Eosinophilen-defizienten AdbIGATA-1-
Mausen. Diese Ausprdgung akzentuierte sich zusatzlich im Verlauf der

Infarktheilung bis zu Tag 30.

Ahnliche Ergebnisse ergab die Messung des linksventrikularen enddiastolischen
Volumens. Das LVEDYV ist ein Parameter flr die linksventrikulére Dilatation und
das maladaptive kardiale Remodeling infolge eines Infarktes. Je groRer das
enddiastolische Volumen ist, desto groRer ist die Kammerdilatation und die

Maladaption.
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Abbildung 20: LVEDV Tag 6 und Tag 30 nach Ischamie-Reperfusionsschaden sowie (A) und
A LVEDV (B)

zwischen den Gruppen: t-test fuir unabhangige Stichproben, Mittelwert £ SEM, n = 8-10
innerhalb der Gruppen: t-test fir abhdngige Stichproben, n = 8-10
A LVEDV =LVEDYV d30 - LVEDV d6

Auch hier zeigten die Wildtyp-Tiere an Tag 6 mit 43,13 pl ein groReres LVEDV
als die Knockout-Tiere mit 36,4 pl (s. Abbildung 20A). Daraus ergab sich eine
Mittelwertdifferenz von 6,7 pul. Die relative Mittelwertdifferenz betrug 15,6 %. An
Tag 30 nach Ischdmie-Reperfusionschaden verstarkte sich die Auspragung
ahnlich wie beim LVEF. So betrug das LVEDV bei den Kontrolltieren an Tag 30
im Mittel 49,4 ul, das der Knockout-Tiere im Gegensatz dazu nur 37,6 pl. Damit
zeigten die Kontrolltiere an Tag 30 ein um 11,8 pl bzw. 23, 9% grolieres LVEDV
als die Knockout-Tiere. Zu beiden Messzeitpunkten zeigte die genetische
Defizienz der Eosinophilen einen starken Effekt auf die linksventrikulare
Dilatation (Cohen’s d Tag 6 = 0,96, Tag 30 = 1,27). Beide Effekte sind statistisch
signifikant (Tag 6 p = 0,040, Tag 30 p = 0,004).

Der direkte Vergleich der Messwerte innerhalb der Kontrollgruppe im zeitlichen
Verlauf zeigte eine signifikante Verschlechterung des enddiastolischen VVolumens.
So kam es mit 43,1 pl an Tag 6 und 49,4 ul an Tag 30 zu einer mittleren Zunahme
von 6,3 ul in den linksventrikuldaren Dimensionen. Aus diesen Daten ldsst sich ein
starker Effekt (Cohen’s d=0,74) der eosinophilen Granulozyten auf die
linksventrikul&re Dilatation ableiten (p = 0,005). Im Gegensatz dazu kam es in der

Eosinophilen-defizienten Gruppe nur zu einer marginalen Zunahme des LVEDV
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von 1,2 ul. Die Darstellung des A der Messwerte von Tag 30 und Tag 6 in
Abbildung 20B verdeutlicht diesen Effekt erneut (Cohen’s d = 1,1, p = 0,017).
Insgesamt zeigten die Eosinophilen-defizienten Knockout-Mé&use somit eine

signifikant bessere Pumpleistung und eine verringerte linksventrikulére Dilatation.

2.3. Metabolisches Volumen

Das metabolische Volumen bemisst das Volumen im Myokard mit dem hochsten
Stoffwechselumsatz.  Infolge eines Infarktes kommt es zu einer
kompensatorischen Hypertrophie der Uberlebenden Kardiomyozyten. Dadurch
vergroRert sich das metabolische aktive Areal im Myokard, wodurch das
messbare metabolische Volumen ansteigt. So werden Rickschlusse auf die
kardiale Hypertrophie ermdglicht. Ebenso korreliert das LVMV mit der
interstitiellen Fibrose im nicht-infarzierten Herzgewebe. Daher ist das LVMV ein
experimenteller Messparameter zur Untersuchung des maladaptiven kardialen
Remodelings.

An Tag 6 war noch kein Unterschied zwischen den Eosinophilen-defizienten und
den Wildtyp-Mausen zu erkennen (s. Abbildung 21). Die genetische
Eosinophilen-Defizienz zeigte keinen Effekt auf das LVMV an Tag 6
(Cohen’s d = 0,18, p = 0,69). Dieses Ergebnis entsprach der Erwartungshaltung,
da die kompensatorische Hypertrophie sich erst im spateren Verlauf des kardialen
Remodelings auspragt. Im Gegensatz dazu zeigten die PET-Untersuchungen an
Tag 30 ein um 14,7 % hoheres LVMV in der Wildtyp-Gruppe im Vergleich zur
Knockout-Gruppe. Der Effekt der Eosinophilen auf die kardiale Hypertrophie ist
an Tag 30 ist als stark (Cohen’s d = 0,88) zu werten und statistisch signifikant
(p =0,04).

Auffallig ist auch der Streuungsunterschied der beiden Gruppen an Tag 6 und
Tag 30: Die  Wildtyp-Gruppe  zeigte sehr homogene  Messwerte
(Variationskoeffizient v Tag 6 = 10,4%, v Tag 30 = 9,6%), wéhrend die
Knockout-Gruppe eine groRe Streuung aufwies (v Tag 6 = 23,5 %, v Tag 30 =
21,6 %). Die hohe Individualitdt deutet darauf hin, dass es sich auch um
individuelle Effekte handeln konnte und nicht unbedingt um systematische
Effekte, die mit der Depletion der eosinophilen Granulozyten assoziiert sind. Ein
groRerer Stichprobenumfang kdnnte Aufschluss dartber geben.
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Abbildung 21: LVMYV an Tag 6 und Tag 30 nach Ischdmie-Reperfusionsschaden
t-test fiir unabhéngige Stichproben mit Welch-Korrektur, Mittelwerte + SEM, n = 8-11

In der Gesamtheit zeigen die PET-Studien einen signifikanten Effekt der
genetischen Defizienz der Eosinophilen auf die Infarktheilung und das kardiale
Remodeling im Mausmodell. Zusammenfassend scheinen die Eosinophilen zwar
keinen Einfluss auf die Infarktgroe selbst zu nehmen, dafur aber auf die
linksventrikularen Funktionsparameter und die kardiale Hypertrophie. Die
Unterschiede zwischen Knockout- und Kontrollgruppe waren meist bereits an Tag
6 sichtbar und signifikant, haben sich aber im Laufe der Infarktheilung bis zur

Messung an Tag 30 noch weiter verstarkt.
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2.4, Histologische Quantifizierung der Fibroseflache

Nach der PET-Messung an Tag 30 wurden die Herzen entnommen und
immunhistologisch untersucht, um maégliche Ursachen fir das veranderte kardiale
Remodeling durch die eosinophilen Granulozyten zu finden. Dazu wurden die
Herzen in horizontaler Ebene in drei Ebenen geschnitten. Ebene 1 ist die
Herzbasis, Ebene 2 der mittlere Teil und Ebene 3 der apikale Teil. Sofern nicht
anders gekennzeichnet, wurden die Untersuchungen in Ebene 3 durchgefuhrt, da
dort der Infarkt lokalisiert ist. Es wurden die prozentuale Fibroseflache, die

Anzahl an Makrophagen und die Kapillardichte im Periinfarktbereich

quantifiziert.

AdbIGATA1

Abbildung 22: Reprasentative horizontale Ubersichtaufnahmen eines WT- Herzens (links)
und eines AdbIGATA1-Herzens (rechts) Tag 30 post Infarkt

In den Epifluoreszenzaufnahmen ist die bindegewebige Infarktnarbe (weiR) deutlich zu sehen.
Ebenso kann man die Ausdunnung der Ventrikelwand um die Infarktregion herum erkennen.

Mosaik-Aufnahme aus 200x-VergroRerungen, blau: Zellkernfarbung mit HOECHST 33342, weil::
Fibroseflache mit WGA AlexaFluor647

Die Quantifizierung der relativen Fibroseflaiche ergab einen signifikanten
Unterschied zwischen Wildtyp- und Knockout-Tieren (s. Abbildung 23). So
zeigten die Wildtyp-Tiere eine um 1,75 % groRere prozentuale Fibroseflache in
der Auswertung von Ebene 3 (Cohen’s d = 1,16, p = 0,04) und eine um 1,22 %
groRere Fibrose in Ebene 2 und 3 (Cohen’s d = 1.11, p = 0,048). Damit scheinen
die eosinophilen Granulozyten einen profibrotischen Effekt im Rahmen des
kardialen Remodelings zu haben. Umgekehrt scheint ihre Depletion die

Fibrosierung einzuddmmen. Diese Auswertung korreliert mit den Ergebnissen des
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metabolischen Volumens aus den PET-Studien. Dort zeigten die Wildtyp-Mause
an Tag 30 ein groReres metabolisches VVolumen, was fiir eine vermehrte Fibrose
spricht. Dies bestatigt sich nun histologisch. Auffallig ist auch, dass die Wildtyp-
Gruppe eine hohe Individualitdt aufwies, wahrend die Werte der Knockout-

Gruppe sehr homogen waren.
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Abbildung 23: prozentuale Fibroseflache in Ebene 3 (A) und Ebene 2+3 (B)

Zur Quantifizierung der Fibroseflache wurde der Mittelwert der WGA-positiven Flache aus jeweils
vier Schnittebenen aus Ebene 2 und 3 berechnet (1V.5.2). Links sieht man die Auswertung nur aus
Ebene 3, rechts die Mittelwerte aus Ebene 2 und 3. Die prozentuale Fibroseflache ist der Quotient
aus absoluter Fibroseflache geteilt durch die gesamte Herzflache.

t-test fir unabhéngige Stichproben mit Welch-Korrektur, Mittelwerte + SEM, n = 7-8

2.5. Anzahl an CD68-positiven Zellen

Ein mdglicher Erklarungsversuch fir die phanotypischen Unterschiede in der
Infarktheilung stellt die Interaktion eosinophiler Granulozyten mit der
Rekrutierung und Polarisierung von Monozyten und Makrophagen dar, die
wiederum abhéngig von ihrem Phanotyp die Infarktheilung positiv oder negativ
beeinflussen. Daher wurden als ndchstes die CD68-positiven Makrophagen im

Infarkt- und im Periinfarktbereich quantifiziert (s. Abbildung 24).

Die quantitative Auswertung der Makrophagen im Infarktgebiet zeigte in den
Wildtyp-Mé&usen mit im Mittel 35,1 Makrophagen pro 400x-VergroRerung (318 x
238 um) um 40 % mehr Makrophagen als in den Knockout-Mé&usen mit
21,1 CD68"-positiven Zellen (s. Abbildung 25A). Dieser Effekt ist zwar stark



V. Ergebnisse 79

(Cohen’s d = 0,91), betrachtet man jedoch die Verteilung der Werte in Abbildung
25 féllt auf, dass die Starke des Effekts auf ein einziges Wildtyp-Tier mit einer
eklatant hoheren Zahl an Makrophagen zurtickzufiihren ist. Die Werte der anderen
Tiere liegen in derselben GroRenordnung wie die Knockout-Tiere. Der
beobachtete Effekt ist nicht signifikant und aus diesen Grinden zu

vernachlassigen (p = 0,073).
HOECHST 33342 CD68

WT

AdbIGATA1

ouny

Abbildung 24: Repréasentative Aufnahmen aus dem Infarktgebiet Tag 30 einer Balb/c WT-
Maus und einer AdblGATA1-Knockout-Maus

An Tag 30 besteht die Infarktnarbe aus einem dichten Kollagennetzwerk. Der Grofteil der
vorhandenen Zellen ist CD68-positiv. Zu diesem Zeitpunkt ist davon auszugehen, dass es sich um
Makrophagen handelt.

Zur besseren Darstellung wurden die Kanéle einzeln und zusammengefihrt dargestellt;
400x-VergroRerung (318 x 238um), blau: Zellkernfarbung mit HOECHST 33342, rot: CD68,
AlexaFluor 594

Der Periinfarktbereich, die sogenannte border zone, wird in geringerem Mafe von
Entzindungszellen infiltriert. Die Quantifizierung der CD68-positiven Zellen in
der border zone liel einen signifikanten Unterschied erkennen (s. Abbildung
25B). Mit im Mittel 9,9 CDG68-positiven Makrophagen pro Sichtfeld wiesen die
Wildtyp-Tiere mehr als doppelt so viele Makrophagen auf als die Eosinophilen-
defizienten Knockout-Tiere. Der Effekt der genetischen Depletion der
Eosinophilen ist stark (Cohen’s d = 1,20) und statistisch signifikant (p = 0,029).
Aus diesen Beobachtungen l&sst sich ein direkter oder indirekter Einfluss von
Eosinophilen auf die Makrophagen-Rekrutierung in den Periinfarktbereich

ableiten, der die Infarktheilung beeinflussen konnte.



V. Ergebnisse 80

A Makrophagen im Infarktgebiet B Makrophagen im Periifarktgebiet

100- ) 0’073 , 20' . 0,029 ,
; 1 ; 1
— 801 = .
5= . Sc 15
g2 g2 -
<o 604 <73 ®
= N s N 10-
9+ o + %—
23 40- 28
£0 A £0 ® e
= ° ° A = ]
= 204 ° = = —EF—
A A
A ® A
0 T T 0 I )
& o & o
\<’$ 4?"\‘. \“ «?"\“
N O
00 o?' Q’b o?'

Abbildung 25: Quantitative Analyse der CD68*-Zellen im Infarkt und Periinfarktbereich d30

In beiden Regionen weist die Wildtyp-Gruppe (Infarkt = 53,8 %, border zone = 46,0 %) eine sehr
viel gréRere relative Streuung auf als die Knockout-Gruppe (Infarktgebiet = 31,3 %,
border zone = 37,1 %)

Makrophagen Infarktgebiet: Mann-Whitney-U-Test; border zone: t-test flr unabhéngige
Stichproben, Mittelwerte + SEM, n =7

2.6. Kapillardichte im Periifarktbereich

Die Neoangiogenese nach einem Myokardinfarkt ist ein wichtiger Bestandteil der
Infarktheilung. Ob Eosinophile im Infarktgeschehen einen Einfluss auf die
Gefaldichte im Periinfarktbereich haben, sollte eine immunhistologische
Quantifizierung mit einem CD31-Antikérper klaren. CD31 wird in
GefaRendothelzellen exprimiert und eignet sich daher gut dazu, die Gefaldichte

innerhalb eines Gewebes zu quantifizieren (s. Abbildung 26).

Die semiautomatische Quantifizierung der Gefaldichte im Periinfarktbereich
ergab eine signifikant hohere Kapillardichte in den Eosinophilen-defizienten
Knockout-Tieren im Vergleich zu den Kontroll-Tieren (s. Abbildung 27). Die
Knockout-Tiere zeigten eine um 67,2 % grélRere Flache an Kapillaren als die
Wildtyp-Tiere. Daher scheint die genetische Eosinophilen-Defizienz einen starken
Effekt auf die Kapillardichte im Periinfarktbereich zu haben (Cohen’s d 1,44,
p = 0,005).
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Abbildung 26: Représentative Aufnahmen des Periinfarktbereichs an Tag 30 zur Darstellung
der Kapillardichte, Wildtyp (A), Knockout (B)

Zu sehen sind die regelméBig angeordneten Kardiomyozyten im Periinfarktbereich mit den sie
umgebenden Kapillaren in griin. Bei genauerer Betrachtung lasst sich beim Knockout-Tier eine
héhere Dichte an CD31-positiven Signal erkennen.

400x-VergroBRerung (318 x 238um), griin: CD31 mit AlexaFluor488
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Abbildung 27: Quantifizierung der GefaRdichte im Periinfarktbereich

Die AdbIGATA1-Mause zeigen mit einer mittleren Flache von 2337um? pro 400x-VergroRerung
(318 x 238um) eine um 67 ,2% hohere Gefalidichte als die Balb/c-Mduse. Die Signaldichte wurde
automatisch mit dem Auswerteprogramm AxioVision quantifiziert.

t-test fir unabhéngige Stichproben, Mittelwerte + SEM, n =6

Zusammenfassend ergaben die histologischen Untersuchungen im Wildtyp eine
signifikant groRere Fibroseflache, eine hohere Anzahl an Makrophagen im
Periinfarktbereich und eine geringere Geféalidichte im Periinfarktbereich im

Vergleich zu den Eosinophilen-defizienten AdbIGATA-1-M&usen.
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Balb/c WT Gatal ko
. Variations- . Variations- | relative .
Parameter I\C\;:;tﬁ[l_ koeffizient T/&thtl koeffizient | Mittelwert Cohden s p-Wert
(%) (%) -differenz
TPD d6 (%) 6,71 99,81 53,52 +25,9% 0,33 0,256
TPD d30 (%) 10,83 47,95 66,23 -24,5% 0,50 0,344
EF d6 (%) 65,88 15,45 74,20 8,08 +12,6% 0,93 0,046
EF d30 (%) 61,13 11,28 73,70 8,86 +20,6% 1,38 0,001
EDV d6 (ul) 43,13 16,27 36,40 15,82 -15,6% 0,96 0,040
EDV d30 (ul) 49,38 18,37 37,60 14,63 -23,9% 1,27 0,004
AEDV (ul) 6,25 70,40 306,33 -80,8% 1,08 0,017
MV d6 (mm3) 45.102 10,41 43.66 23,52 -3,2% 0,18 0,688
MV d30 (mm3) 47.441 9,57 40.47 21,63 -14,7% 0,88 0,04
Fibrose 3,66 47,82 30,60 _47,9% 1,16 | 0,04
Ebene 3 (%0) ’ ' ’ ’ ’ ’
Fibrose 3,13 38,99 26,65 -38,0% 111 | 0,048
Ebene 2+3 (%) ’ ' ’ ’ ’ ’
Makrophagen 0
Infarktzone 35,05 53,81 21,10 31,28 -39,8% 0,91 0,073
Makrophagen | g g¢ 46,00 37,11 -51,2% 120 | 0,029
border zone
GefaRkdichte
border zone 1398 27,16 2337 22,16 67,2% 1,44 0,005
(Um?)

Tabelle 3: Ubersicht tiber die Ergebnisse aus PET und Histologie

Vergleich der Mittelwerte und Variationskoeffizienten der Balb/c Wildtyp- und der AdbIGATA1-
Gruppe. Angegeben ist zudem die relative Mittelwertdifferenz in %, die Effektstérke in Cohen’s d
und der berechnete p-Wert. Starke Effekte und signifikante p-Werte sind zur besseren

Veranschaulichung griin hinterlegt.

TPD = Totales Perfusionsdefizit, EF = Ejektionsfraktion, EDV = Enddiastolisches VVolumen,
MV = Metabolisches Volumen
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2.7. Zytokinarray

Auf der Suche nach Mechanismen der Einflussnahme von Eosinophilen auf das
Infarktgeschehen und die Infarktheilung wurde als néchstes die Zytokinexpression
im infarzierten Myokard sechs Tage nach Ischamie-Reperfusionsschaden mithilfe
eines Zytokinarrays verglichen. Ein solcher Zytokinarray ermdoglicht die
gleichzeitige Analyse von 111 Zytokinen in einem Zelllysat und gibt so einen

breitgefacherten Uberblick tiber das Proteom.

Die Analyse ergab fiir folgende Zytokine einen signifikanten Unterschied

zwischen Wildtyp- und Knockout-Gruppe:

Mittelwert Mittelwert relative
Zytokin Balb/c Gatal ko Mittelwert- | Cohen’s d | p-Wert
WT differenz

Amphiregulin 36822 14866 -59,6% 1,31 0,027
Chemerin 48418 23600 -51,2% 1,22 0,043
CXCLL11 31568 11755 -62,7% 1,29 0,03
IL-11 36435 13048 -64,2% 1,28 0,049
IL-33 71282 53963 -24.3% 1,24 0,039

Tabelle 4: Tabellarische Darstellung der Zytokine mit einem signifikanten Unterschied
zwischen Wildtyp- und Knockout-Gruppe

Darstellung der mittleren Signalintensitat, relativen Mittelwertdifferenz, Effektstarke und p-Wert

3. Beeinflussung  der  Immunzellrekrutierung  durch

eosinophile Granulozyten

3.1. FACS-Ergebnisse

Zur Untersuchung, ob die Defizienz der Eosinophilen einen Einfluss auf die
Infiltration ins infarzierte Herz und die Zellkomposition im Blut hat, wurden
durchflusszytometrische Untersuchungen durchgefihrt. Im Blut wurde die Anzahl
von Eosinophilen, Neutrophilen und Monozyten im steady state, an Tag 2 und an
Tag 6 untersucht. Im Herzen wurden die Anzahl von Eosinophilen, Neutrophilen,
Makrophagen im steady state und an Tag 2 untersucht. Die Makrophagen wurden

anhand ihrer Ly6C-Expression weiter differenziert.
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3.1.1. Eosinophile

Die durchflusszytometrische Untersuchung der Eosinophilen im Blut zeigt
deutlich, dass der genetische Knockout erfolgreich war. Weder im steady state,
noch an Tag 2 und Tag 6 waren in den Knockout-Tieren periphere Eosinophile zu
finden (s Abbildung 28). Im Gegensatz dazu machten die Eosinophilen in den
Wildtyp-Tieren im steady state im Mittel 0,78% der CD45-positiven Zellen aus.
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Abbildung 28: Eosinophile im Blut im steady state, Tag 2 und Tag 6 nach Infarktinduktion

Darstellung des prozentualen Anteils der eosinophilen Granulozyten an den Gesamtleukozyten
(CD45-positive Zellen) im Blut im steady state, Tag 2 und Tag 6 nach Infarktinduktion
t-test fir unabhdngige Stichproben bzw. Mann-Whitney-U-Test, Mittelwerte + SEM

Nach Infarktinduktion kam es zu einem statistisch signifikanten Anstieg der
Eosinophilen auf 3,66 % an Tag 2 (Cohen’s d = 4,49, p = 0,003) und 1,85 % an
Tag 6 (Cohen’s d = 0,53, p = 0,002). Von Tag 2 zu Tag 6 ist im Mittel ein
Absinken des Eosinophilenanteils zu beobachten. Dieser Mittelwertsunterschied
(Cohen’s d = 1,03) ist durch die Inhomogenitat der Tag 2 Gruppe und die geringe
Gruppengrolle jedoch nicht statistisch signifikant (p = 0,11). Insgesamt wird
deutlich, dass der Ischdmie-Reperfusionsschaden zu einem systemischen Anstieg

der eosinophilen Granulozyten im murinen Organismus fiihrt.

Die FACS-Untersuchungen im Herzen zeigten ein &hnliches Bild. In den
Knockout-Tiere waren weder im steady state noch an Tag 2 Eosinophile
vorzufinden (s. Abbildung 29). Dies bestétigte die Effektivitdt des genetischen

Knockouts erneut. ErwartungsgemaR zeigten auch die Wildtyp-Tiere im steady
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state kaum residente Eosinophile im Herzen. Die Messungen an Tag 2 zeigten
jedoch eine Infarkt-bedingte Infiltration von eosinophilen Granulozyten ins Herz.
So waren in der Herzbasis, dem sogenannten remote areal, im Mittel
29,9 Eosinophile pro mg Herzgewebe nachzuweisen. Dies ist ein Anstieg um
4462% (Cohen’s d = 1,88, p =<0,001). In der Herzspitze, die das Infarktgebiet
beinhaltet, waren 60,3 Eosinophile pro mg Herzgewebe zu finden. Hier betrug der
Anstieg zwischen steady state und Tag 2 sogar 7327%. (Cohen’s d = 1,84, p =
<0,001).

Es ist auch zu erkennen, dass in die Herzspitze mit dem Infarktgebiet im Mittel
etwa doppelt so viele Eosinophile einwanderten wie in die nicht-infarzierte
Herzbasis (Cohen’s d = 1,5, p = 0,003).
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Abbildung 29: Eosinophile im Herzen im steady state und Tag 2 nach Infarktinduktion

Darstellung der eosinophilen Granulozyten im Herzen pro mg Herzgewebe
t-test fir unabhéngige Stichproben bzw. Mann-Whitney-U-Test, Mittelwerte + SEM

Die durchflusszytometrische Untersuchungen der eosinophilen Granulozyten
bestétigten die Ergebnisse aus der Histologie. So konnte nachgewiesen werden,
dass eosinophile Granulozyten das Herzgewebe infolge einer Ischamie-
Reperfusion infiltrieren - und zwar sowohl das Infarktgebiet als auch das nicht-
infarzierte Gewebe. Im Folgenden wurde untersucht, ob der genetische Knockout

der Eosinophilen einen Einfluss auf anderen Immunzellpopulationen hat.
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3.1.2. Neutrophile Granulozyten

Die Untersuchung der neutrophilen Granulozyten im Blut zeigte in beiden
Gruppen einen dynamischen Verlauf (s. Abbildung 30). So kommt es sowohl in
der Wildtyp- als auch in der Knockout-Gruppe zu einem systemischen Anstieg an
Tag 2 nach Infarktinduktion. An Tag 6 sinkt der Anteil der Neutrophilen wieder
auf ein physiologisches Niveau. In der Wildtyp-Gruppe stieg der Anteil der
Neutrophilen von 14,7 % im steady state auf 21,2 % an Tag 2 an (Cohen’s d =
0,95, p = 0,04) und ging auf 17,1 % an Tag 6 zuriick (Cohen’s d = 0,69,
p =0,229). Die Knockout-Gruppe zeigte einen Anstieg von 11,7 % im steady
state auf 27,3 % an Tag 2 (Cohen’s d = 1,18, p = 0,002) und einen Abfall an Tag
6 auf 10,4 % (Cohen’s d = 1,12, p = 0,003).

Der Vergleich der Gruppen untereinander lasst im steady state (Cohen’s d = 0,49,
p = 0,164) und an Tag 2 (Cohen’s d = 0,49, p = 0,617) jeweils einen schwachen
Effekt durch die genetische Defizienz der Eosinophilen auf die peripheren
Neutrophilen erkennen. Diese Effekte sind jedoch statistisch nicht signifikant und
ob ihrer geringen Starke zu vernachlassigen. An Tag 6 zeigten die Wildtyp-Tiere
mit 17,1 % deutlich mehr Neutrophile als die Knockout-Tiere mit 10.4 %
(Cohen’s d = 1,16, p = 0,04). Dies konnte fir eine Persistenz der
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Abbildung 30: Neutrophile im Blut im steady state, Tag 2 und Tag 6 nach Infarktinduktion

Darstellung des prozentualen Anteils der neutrophilen Granulozyten an den Gesamtleukozyten
(CD45-positive Zellen) im Blut im steady state, Tag 2 und Tag 6 nach Infarktinduktion
t-test fiir unabhéngige Stichproben bzw. Mann-Whitney-U-Test, Mittelwerte + SEM
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Entzundungsreaktion im Herzen sprechen, die einen systemischen Einfluss haben

kdnnte.

Die Untersuchung der Neutrophilen im Herzen zeigt in beiden Gruppen eine
deutliche Infiltration infolge des Infarktes (s. Abbildung 31). In der Auswertung

fallen drei Beobachtungen auf:

Erstens: im steady state waren keine neutrophilen Granulozyten im Herzen zu
finden. Die detektierten Zellen stammen vermutlich aus dem Blut und sind auf

eine unzureichende Perfusion mit PBS bei der Entnahme zurtickzufiihren.

Durch den Infarkt kam es in beiden Gruppen zu einer massiven Rekrutierung von
neutrophilen Granulozyten in Apex und Basis. Der Effekt der Infarktinduktion auf
die Neutrophilenzahl ist in allen F&llen stark und statistisch signifikant (WT Basis
Cohen’s d = 1,45, p = 0,021; WT Apex Cohen’s d = 1,74, p = 0,006; KO Basis
Cohen’s d = 1,29, p=0,002; KO Apex Cohen’s d = 1,35, p = 0,022).

Zweitens: die Infiltration in den Apex mit dem Infarktgebiet war deutlich hoher
als in die Basis. So kam es in den Wildtyp-Tieren in der Herzbasis zu einem
Anstieg um 1520%, im Apex um 7860 %. In den Knockout-Tieren war in der

Basis ein Anstieg von 5837% zu beobachten und im Apex von 11.196 %.
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Abbildung 31: Neutrophile im Herzen im steady state und Tag 2 nach Infarktinduktion

Darstellung der neutrophilen Granulozyten im Herzen pro mg Herzgewebe
t-test fr unabhé&ngige Stichproben bzw. Mann-Whitney-U-Test, Mittelwerte + SEM
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Drittens: nach Infarktinduktion an Tag 2 zeigten die Wildtyp-Tiere im Apex
76,6 % mehr neutrophile Granulozyten pro mg als die Knockout-Gruppe. Der
Effekt ist stark (Cohen’s d = 0,98), jedoch durch die geringe Gruppengréfie nicht
statistisch signifikant (p = 0,08). Aus dieser Beobachtung lieRe sich ein

chemotaktischer Effekt der Eosinophilen ins Infarktgebiet ableiten.

3.1.3. Monozyten im Blut/ Makrophagen im Herzen

Infolge des Infarktes kam es in beiden Gruppen zu einem Anstieg der Monozyten
im Blut an Tag 2 und an Tag 6 nach Infarktinduktion (s. Abbildung 32). In der
Wildtyp-Gruppe kam es vom steady state zu Tag 2 zu einem Anstieg von 2,1 %
auf 4,4 % der CD45-positven Zellen (Cohen’s d = 1,23, p = 0,022) und in der
Knockout-Gruppe von 1,2 % auf 3,6 % (Cohen’s d = 1,02, p = 0,005). In beiden
Gruppen nahm die Monozyten-Zahl bis Tag 6 wieder ab, war jedoch im Vergleich

zum steady state noch leicht erhoht.

Insgesamt sollte bei dieser Beurteilung die nicht-parametrische Verteilung der
Messwerte, besonders an Tag 2, beriicksichtigt werden und die Beobachtungen
mit einem groBReren Stichprobenumfang verifiziert werden. Auffallig ist auch,
dass die Wildtyp-Mé&use im steady state bereits mehr periphere Monozyten
aufwiesen als die Knockout-Méuse (Cohen’s d = 0,7, p = 0,009). An Tag 2
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Abbildung 32: Monozyten im Blut im steady state, Tag 2 und Tag 6 nach Infarktinduktion

Darstellung des prozentualen Anteils der Monozyten an den Gesamtleukozyten (CD45-positive
Zellen) im Blut im steady state, Tag 2 und Tag 6 nach Infarktinduktion
t-test fiir unabhéngige Stichproben bzw. Mann-Whitney-U-Test, Mittelwerte + SEM
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(Cohen’s d = 0,05, p = 0,945) und Tag 6 (Cohen’s d = 0,48, p = 0,53) ist kein

statistisch signifikanter Unterschied zu erkennen.

Bei den Makrophagen im Herzen war in beiden Gruppen eine residente
Population von rund 200 Makrophagen pro mg Herzgewebe darzustellen (s.
Abbildung 33). Nach Infarktinduktion kam es bei beiden Gruppen in Basis und
Apex zu einem statistisch signifikanten Anstieg der Makrophagen (WT Basis
Cohen’s d = 1,19, p = 0,021; WT Apex Cohen’s d = 1,74, p = 0,003; KO Basis
Cohen’sd =1,52, p = 0,002; KO Apex Cohen’s d = 1,19, p = 0,05).

Die Infiltration war erwartungsgemafl im Apex mit dem Infarktgebiet stérker als
in der Herzbasis (WT Cohen’s d = 1,6, p = 0,005, KO Cohen’s d = 0,69,
p =0,226). Die Wildtyp-Tiere mit Eosinophilen zeigten im Apex statistisch
signifikant mehr Makrophagen als die Knockout-Tiere (Cohen’s d = 1,18,
p = 0,21), in der Basis war kein statistisch signifikanter Unterschied zu erkennen
(Cohen’s d = 0,25, p = 0,145) Diese Beobachtungen deckten sich mit denen der
neutrophilen Granulozyten im Apex an Tag 2. Gemeinsam konnte dies auf einen
chemotaktischen Reiz, bedingt durch die Eosinophilen, hindeuten. Ebenso
deckten sich diese Beobachtung mit der histologischen Quantifizierung der

lO 241l I0 196l |0‘145| |0‘021|
. 0,021 i
: . 0,003 ° .
' 1 0002 ° .
' i 005 ° :
1500+ 2000 0.226
=
o
o o
€
© 10001 i
o A
c
S o A
g o) A
<%
g s | » T
(1]
= ° = é #;- o0
$+2F7
*® &
c T ) L ) L] ) L) )
[ o - o - o - o
= = = = = = = =
2 0o 8 o g o g o
Basis Apex Basis Apex
steady state d2

Abbildung 33: Makrophagen im Herzen im steady state und an Tag 2 nach Infarktinduktion

Darstellung der eosinophilen Granulozyten im Herzen pro mg Herzgewebe
t-test fiir unabhéngige Stichproben bzw. Mann-Whitney-U-Test, Mittelwerte + SEM
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Makrophagen an Tag 30, bei der die Wildtyp-Gruppe auch mehr Makrophagen
aufwies als die Knockout-Gruppe.

Die kardialen Makrophagen wurden an Tag 2 auf ihre Ly6C-Expression
untersucht (s. Abbildung 34). Ly6C wird auf proinflammatorischen Monozyten
und M:-Makrophagen exprimiert. Weder in der Basis noch im Apex war ein
Unterschied zwischen Wildtyp- und Knockout-Gruppe zu erkennen. Dies deutet
darauf hin, dass die Eosinophilen keinen Einfluss auf die Polarisierung der

Makrophagen infolge eines Myokardinfarkts haben.
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Abbildung 34: Ly6C-Expression Tag 2 nach Infarktinduktion
Prozentuale Verteilung der LyCM- und Ly6C'°-Populationen, n = 7-8

Zusammenfassend ist zu erkennen, dass es infolge eines Myokardinfarkts zu
einem systemischen Anstieg von Eosinophilen, Neutrophilen und Monozyten im
Blut kommt. Ebenso ist die Infiltration dieser Zellen ins infarzierte Herz zu
beobachten. Erwartungsgemal konnte gezeigt werden, dass in den Apex mit dem
Infarktgebiet mehr Entziindungszellen einwandern als in die nicht-infarzierte

Herzbasis.

Beim Vergleich zwischen Knockout- und Wildtyp-Gruppe ist zu erkennen, dass in
der Wildtyp-Gruppe an Tag 2 mehr neutrophilen Granulozyten und Makrophagen
in den Apex einwandern als in der Knockout-Gruppe. Daraus kdnnte man einen
chemotaktischen Effekt, direkt oder indirekt bedingt durch die Eosinophilen,
ableiten.
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3.2 In vitro Experimente
Zur Bestatigung der erhobenen FACS-Daten wurden Koinkubationsversuche mit
Makrophagen und dem Uberstand aktivierter Eosinophiler durchgefihrt.

3.2.1. Einfluss von Eosinophilen auf die Polarisierung von Makrophagen

Zur Untersuchung des Einflusses von Eosinophilen auf die Polarisierung von
Makrophagen wurden humane Monozyten isoliert und nach 5-tagiger Inkubation
mit GM-CSF bzw. M-CSF zusétzlich mit dem Uberstand aktivierter Eosinophiler
inkubiert. Als Positivkontrolle fur die M1-Population dienten Ansétze, die mit
GM-CSF und ab Tag 5 zusatzlich mit LPS, IFN-y und IL-6 inkubiert wurden. Die
Positivkontrolle fur die M2-Population wurde mit M-CSF und ab Tag 5 zusétzlich
mit IL-4, IL-13 und IL-6 ausreifen gelassen. Kontrollansatze wurden mit IL-5
durchgefuhrt, um auszuschlieen, dass die beobachteten Effekte auf das IL-5

zuruckzufihren sind, mit dem die Eosinophilen aktiviert worden waren.

An Tag 9 wurden die Zellen auf die Expression der M1-Marker CD80 und CD86
sowie der M2-Marker CD163 und CD206 untersucht. Die FACS-Analyse ergab
keinen Unterschied in der Expression der M1-Marker CD80 und CD86 zwischen
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Abbildung 35: Exemplarische FACS-Histogramme der CD80 und CD86 Expression von
Makrophagen abhéngig von Eosinophilen

Dargestellt ist die Expression der M1-Marker CD80 (BV421) und CD86 (PE) in verschiedenen
Koinkubationszenarien, schwarz: GM-CSF, blau: GM-CSF + LPS, IFN-y, IL-6, rosa: GM-CSF +
Uberstand aktivierter Eosinophiler, rot: GM-CSF + IL-5 (Kontrolle)

Es ist deutlich zu erkennen, dass die Inkubation mit LPS, IFN-y und IL-6 (blau) zu einer
vermehrten Expression von M1-Markern fiihrte. Die Inkubation mit dem Uberstand aktivierter
Eosinophiler (grin) fuhrte zu keinem erkennbaren Unterschied in der CD80- und CD86-
Expression im Vergleich zu den Kontrollen (schwarz, rot).
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den nur mit GM-CSF, den mit dem Uberstand aktivierter Eosinophiler inkubierten
Zellen und den Kontrollen (s. Abbildung 35). Nur die Zellen, die neben GM-CSF
zuséatzlich mit LPS, IFN-y und IL-6 inkubiert wurden, zeigten einen Anstieg in der

Expression der M1-Marker. Dies bestatigte die Verwertbarkeit dieses Assays.

Ebenso konnte auch kein polarisierender Effekt von Eosinophilen in Richtung
M2-Makrophagen beobachtet werden (s. Abbildung 36). Die Expression der M2-
Marker CD163 und CD206 der mit Eosinophilen-Uberstand inkubierten Zellen
entsprach der der Kontrollen bzw. der mit M-CSF inkubierten Ansétzen. Als
Positivkontrolle dienten hier Ansétze, die mit IL-4, IL-13 und IL-6 inkubiert
wurden. Diese zeigten einen deutlichen Anstieg der M2-Marker-Expression.

Kongruent zu den murinen FACS-Daten konnte unter humanen in vitro
Bedingungen kein polarisierender Effekt der Eosinophilen auf die Makrophagen-

Population nachgewiesen werden.
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Abbildung 36: Exemplarische FACS- Histogramme der CD163 und CD206 Expression

Dargestellt ist die Expression der M2-Marker CD206 (PE-Cy7) und CD163 (PerCP-Cy5.5) in
verschiedenen Koinkubationszenarien, schwarz: M-CSF, blau: M-CSF +1L-4, 1L-13, IL-6, rosa: M-
CSF + Uberstand aktivierter Eosinophiler, rot: M-CSF + IL-5 (Kontrolle)

Auch hier war in den mit IL-4, 1L-13 und IL-6 inkubierten Zellen (blau) ein deutlicher Anstieg in
der M2-Marker-Expression zu erkennen. Die Inkubation mit dem Uberstand aktivierter Eosinophiler
(griin) zeigte auch hier keinen polarisierenden Effekt auf die Makrophagen. Die Histogramme sind
nahezu kongruent zu denen der Kontrolle mit IL-5 (rot) und der Ansétze, die nur mit M-CSF
(schwarz) inkubiert wurden.
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3.3. IL-5 ELISA
IL-5 ist das Schlisselzytokin von eosinophilen Granulozyten. IL-5 st
verantwortlich fir die Proliferation, die Differenzierung, das Auswandern aus

dem Knochenmark und das Uberleben im Gewebe.

In den durchflusszytometrischen Untersuchungen wurde ein Anstieg der
peripheren eosinophilen Granulozyten infolge eines Myokardinfarktes beobachtet.
Um zu untersuchen, ob dieser Anstieg auf einen systemischen Anstieg von IL-5
zurlickzufuhren ist, wurde ein I1L-5 ELISA aus Serumproben an Tag 2 und Tag 6
nach Myokardinfarkt sowie in Kontrolltieren ohne Infarkt durchgefuhrt. Dies
wurde von Rios-Navarro et al. bereits in Schweinen und STEMI-Patienten
beschrieben (10).

Wider Erwarten war in der Auswertung kein signifikanter Anstieg von IL-5 zu
erkennen, weder 2 Tage noch 6 Tage nach Infarktinduktion (s. Abbildung 37A).

Interessanterweise  kommt es in der Knockout-Gruppe zu einem
kompensatorischen Anstieg von IL-5 (s. Abbildung 37B). Im steady state wies die
Knockout-Gruppe mit 0,048 pg/ml eine um 50 % hohere IL-5 Konzentration auf
als die Wildtyp-Gruppe. Der Effekt des genetischen Knockouts auf die IL-5
Konzentration ist stark (Cohen’s d = 1,70) und der Mittelwertsunterschied
statistisch signifikant (p < 0,001). An Tag 2 wies die Knockout-Gruppe ein um
93,1% hohere IL-5-Konzentration auf als die Kontrollgruppe. Dies lasst einen
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Abbildung 37: Ergebnisse IL-5 ELISA in Balb/c Mausen im steady state, Tag 2 und Tag 6 nach

Infarkt (A), Vergleich zur AdbIGATA1-Knockout-Gruppe im steady state und an Tag 2 (B)

A: Kruskal-Wallis-Test mit Dunn’s multipler Testung, adjustierte p-Werte
B: Steady state: ungepaarter t-test, Tag 2: Mann-Whitney-U-Test
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starken Effekt erkennen (Cohen’s d = 1,21), der wegen eines Ausreillers in der
Wildtyp-Gruppe jedoch nicht statistisch signifikant ist (p = 0,111). Es ist
anzunehmen, dass ein groRerer Stichprobenumfang zu einem statistisch

signifikanten Unterschied fiihren wirde.

3.4. Eotaxin-1 ELISA

Eotaxin-1 oder CCL11 ist ein wichtiges Chemokin flr eosinophile Granulozyten.
Rios-Navarro et al. konnten zeigen, dass es bei STEMI-Patienten zu einem
deutlichen Abfall der Eotaxin-1 Konzentration im Blut kommt, dafur aber zu
einem deutlichen Anstieg in der Genexpression im Herzen im
Schweinmodell (10).

Zur Untersuchung wie sich die Eotaxin-1-Konzentration im Mausmodell verhalt,
wurde parallel zum IL-5 ELISA an Tag 2, Tag 6 und im steady state ein
kommerzieller Eotaxin-1 ELISA durchgefihrt.

Die Messung der Eotaxin-1-Konzentration im Blut zeigt ein ahnliches Bild wie
die der IL-5-Konzentration. Es war weder ein Anstieg noch ein Abfall infolge
eines Infarktes zu erkennen (s. Abbildung 38A). Wie bei IL-5 scheint es in den
Knockout-Tieren zu einer kompensatorischen Uberexpression zu kommen

(Abbildung 38B). Im steady state lag die Eotaxin-1-Konzentration in den
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Abbildung 38: Ergebnisse Eotaxin-1 ELISA in Balb/c Mausen im steady state, Tag 2 und Tag 6
nach Infarkt (A), Vergleich zur Gatal Knockout-Gruppe an Tag 2 und Tag 6 (B)

A: Kruskal-Wallis-Test mit Dunn’s multipler Testung, adjustierte p-Werte

B: ungepaarter t-test
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Knockout-Tieren mit 180 pg/ml 26,9 % hdoher als in den Kontroll-Tieren
(Cohen’s d = 1,13, p = 0,055). An Tag 2 betrégt die Eotaxin-1-Konzentration in
der Knockout-Gruppe 230 pg/ml und in der Kontroll-Gruppe 121,3 pg/ml. Das ist
ein relativer Mittelwertsunterschied von 89,6 % (Cohen’s d = 1,82, p <0,001).

Wider Erwarten kam es weder bei IL-5 noch bei Eotaxin-1 zu einem systemischen
Anstieg oder Abfall nach Infarktinduktion. Bemerkenswert ist jedoch, dass es in
beiden Fallen durch den genetischen Knockout der Eosinophilenpopulation
sowohl im gesunden Organismus als auch nach Infarktinduktion zu einer

kompensatorischen Uberexpression dieser Zytokine kommt.
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VI.  DISKUSSION

1. Diskussion des verwendeten Tiermodells

Zur Untersuchung der Rolle eosinophiler Granulozyten im akuten Myokardinfarkt
wurde das Versuchstier Maus ausgewahlt. Vorteile sind die GroRe, das leichte
Handling, kurze Reproduktionszyklen, das genaue Verstdndnis der murinen
Immunologie und die Verfligbarkeit von Knockout- und Inzuchtlinien. Die
fehlende genetische Variabilitat bei Verwendung von Inzuchtlinien hat einerseits
den Vorteil, dass sich schon bei geringen GruppengréRen biologische Effekte
ableiten lassen. Andererseits hat die geringe genetische Variabilitat den Nachteil
der geringen externen Validitét, so dass die beobachteten Effekte nicht immer auf
andere genetische Hintergriinde oder gar Spezies tbertragen werden kénnen (177,
201).

Die Verwendung von GroRtiermodellen, die in ihrer Anatomie, Physiologie und
Metabolismus eher dem Menschen 4&hneln, kam aus Logistik- und
Tierschutzgriinden nicht infrage. Ein generelles Problem bei der Verwendung von
Versuchstieren ist, dass man ein junges, gesundes Tier ohne Vor- oder
Begleiterkrankung mit einem Patienten mittleren Alters mit Komorbiditaten und
Komedikation vergleicht. Geschlecht, Alter, Risikofaktoren, Vorerkrankungen
und Medikation haben groRBen Einfluss auf die Infarktheilung und das kardiale
Remodeling. (202)

Die Arbeit mit genetisch modifizierten Organismen birgt immer das Risiko der
Beeintrachtigung anderer Strukturen als der gewinschten. Die verwendete
dblGatal-Linie ist jedoch eine gebréuchliche Mauslinie und der genetische
Knockout vollstandig charakterisiert (93). Die dblGatal-Tiere wurden auf einem
Balb/c-Hintergrund geziichtet. Entsprechend wurde mit Balb/c-Mdusen als

Kontrollgruppe gearbeitet, um eine bestmdgliche Vergleichbarkeit zu garantieren.

Trotz einiger Einschrankungen lassen sich viele Erkenntnisse, vor allem in der
Grundlagenforschung, von der Maus auf den Menschen (bertragen. Aus
genannten Grinden eignet sich die Maus daher hervorragend als Versuchstier in

der kardiovaskularen Grundlagenforschung.
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2. Diskussion der verwendeten Methode

2.1. OP-Methode

Es gibt verschiedene in vitro, in vivo und ex vivo Modelle zur Simulation eines
akuten Myokardinfarktes. Zellbasierte in vitro Modelle haben den Vorteil, dass sie
meist kostenglinstig, schnell, hoch standardisierbar sind und meist weniger
Versuchstiere bedlrfen. Problematisch gestaltet sich jedoch die Gewinnung von
primédren Kardiomyozyten von Versuchstieren oder Patienten in ausreichender
Menge. Die Verwendung von immortalisierten Zelllinien, neonatalen
Kardiomyozyten oder induziert pluripotenten Stammzellen umgeht zwar diese
Problematik, jedoch unterscheiden sich diese Zellen in ihrer Maturitat, ihrem
Sauerstoffverbrauch, ihrer Elektrophysiologie, ihrer Fahigkeit zur Proliferation
und ihrer Signaliibertragung von adulten Kardiomyozyten. Insgesamt kodnnen
solche Modelle hinweisgebend sein, aber sie stellen nur sehr bedingt die
pathophysiologische Komplexitat eines Gesamtorganismus dar und kommen

daher fur das angestrebte Versuchsvorhaben nicht infrage. (203)

Ex vivo Modelle arbeiten meist mit isolierten, perfundierten Herzen von kleinen
und groRen Versuchstieren (204). Schon Ende des 19. Jahrhunderts wurde die
Langendorff-Apparatur erfunden, bei der ein isoliertes Herz retrograd mit Blut
oder oxygeniertem Puffer perfundiert wurde (205). Das neuere, so genannte
working heart Modell ermoglicht eine anterograde Perfusion mit préziser
Kontrolle der Vorlast, Nachlast und Schlagfrequenz (206). Die Ischdmie kann
jetzt durch die Ligatur einer Koronararterie oder global durch Senkung der
Flussgeschwindigkeit oder der Sauerstoffsdttigung des Puffers erzielt werden.
Diese Modelle sind gut standardisierbar und reproduzierbar und finden vor allem
in der pharmakologischen Forschung zur Testung neuer Therapeutika
Anwendung. Nichtsdestotrotz wird auch hier die Komplexitat der systemischen
Wechselwirkungen aullenvorgelassen. Daher eignete sich ein solcher
Versuchsaufbau nicht fir das angestrebte Versuchsvorhaben (207). (203, 208)

In vivo Modelle, in denen meist die linke Koronararterie okkludiert und nach 30
bis 90 Minuten wiederertffnet wird, spiegeln die klinischen Gegebenheiten eines
akuten Myokardinfarkts mit anschlieender Reperfusion durch perkutane
Koronarintervention am besten wider. Die Okklusion der Koronararterie kann auf

verschiedene Arten induziert werden: Die in dieser Arbeit verwendete linksseitige
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Thorakotomie mit Er6ffnung des Perikards und Ligatur der left anterior
descending artery (LAD) ist die gebrduchlichste und einfachste Methode. Eine
weniger invasive Alternative stellt die Okklusion der Koronararterie mittels
Katheter und Angioplastieballon dar (209). Diese Herangehensweise birgt eine
geringe post-operative Sterblichkeit, da kein chirurgisches Trauma gesetzt wird.
Dennoch bedarf diese Methode grolerer Expertise, Etablierung und
entsprechender Apparaturen und wurde daher nicht angewendet. (203, 210)

Die Dauer der Ischamie hat einen entscheidenden Einfluss auf die myokardiale
Nekrose, die Infarktgréfie und das kardiale Remodeling. Eine permanente Ligatur
der LAD simuliert einen permanenten Infarkt und hat ein groReres Nekrosegebiet
und massivere Umbauvorgange zur Folge. Im vorliegenden Versuchsaufbau
wurde sich jedoch fir eine transiente Ligatur entschieden, da es die klinischen
Bedingungen am ehesten widerspiegelt und es durch die Reperfusion zu einer
starkeren Immunzellinfiltration kommt (211). Die Ischdmie-Dauer von einer
Stunde hat sich als zuverlassig herausgestellt, um einen myokardialen Ischamie-
Reperfusionsschaden im Mausmodell zu setzen. Viele Studien messen die
Infarktgrolle bereits wenige Stunden nach Infarktinduktion und beenden den
Versuch. Da in der vorliegenden Arbeit der Einfluss von eosinophilen
Granulozyten auf alle Phasen der Infarktheilung untersucht werden sollte, wurde

ein verhaltnismaliig spater Endpunkt von 30 Tagen gewabhlt.

Die verwendete Methode kann zwar den Ischdamie-Reperfusionsschaden gut
simulieren, lasst aber die eigentliche klinische Atiologie beim Menschen aufer
Acht. Ein Myokardinfarkt folgt meist auf die Ruptur einer vulnerablen
atherosklerotischen Plaque, der meist eine jahrelange sterile GeféaRentziindung
und womoglich eine ischamische Préakonditionierung der Kardiomyozyten
vorausgeht.  Auch die mikrovaskuldaren  Obstruktionen infolge einer
Katheterisierung, die die Infarktheilung negativ beeinflussen, koénnen nicht
simuliert werden. Andererseits lassen sich dadurch die beobachteten Effekte
insoweit eingrenzen, als dass der Einfluss der Eosinophilen nicht in der
Atherosklerose und Thrombogenese begrindet zu sein scheint, welche

Eosinophile auch beeinflussen (169).

Zusammenfassend ist festzustellen, dass die chirurgische Thorakotomie mit
Ligatur der LAD eine sehr gute Methode darstellt, um einen akuten

Myokardinfarkt im Mausmodell zu simulieren. Im Vergleich zur in vitro und
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ex vivo Forschung weist sie zwar eine geringere Standardisierbarkeit und
Reproduzierbarkeit auf, dafiir aber eine bedeutend hohere Représentativitat und
klinische Ubertragbarkeit.

2.2. Untersuchung der InfarktgréRe und der ventrikularen Funktion
Die InfarktgroRe ist der wichtigste Parameter zur Evaluierung der Folgen eines
akuten Myokardinfarkts. Die einfachste, zuverlassigste und kostengiinstigste
Methode zur Messung der InfarktgréfRe im Versuchstierbereich ist die postmortem
Analyse mit Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC) (212). Entscheidender Nachteil
ist die Tatsache, dass die Tiere dazu euthanasiert werden miussen und
entsprechend keine longitudinalen Studien am selben Tier moglich sind. Es gibt
eine Reihe von neueren nicht-invasiven Technologien zur Bestimmung der
InfarktgréfRe und Herzfunktion, die serielle Messungen ermdglichen; darunter die
Echokardiographie, Magnetresonanztomographie (MRT), Computer-
Tomographie  (CT), die Single-Photon-Emissions-Computer-Tomographie
(SPECT) und die Positronen-Emissions-Tomographie (PET). Nachteile im
Versuchstierbereich sind die hohen Kosten, teilweise die Strahlenbelastung sowie
technische Limitationen wie eine zu geringe réumliche und zeitliche
Aufldsung. (213)

Von der Echokardiographie ist bei Nagern abzuraten, da sie eine hohe intra- und
interobserver Variabilitat aufweist (214). Die Messwerte sind stark vom Handling
der Sonde abhéangig, sodass ein Untersucher-Bias schwerer auszuschlieRen ist als
bei den nachfolgenden Methoden. AufRerdem gestaltet es sich durch den geringen
Zwischenrippenabstand bei Mausen schwierig, ein gutes akustisches Fenster zu
finden. Die MRT-Untersuchung ermoglicht eine genaue Messung der
Herzfunktion, Wanddicke und Perfusion (215). Zusammen mit der SPECT gilt sie
als Goldstandard fir die Messung der ventrikularen Funktion. Ein entscheidender
Nachteil im Kleintiermodell ist die geringe rdumliche und zeitliche Auflésung, bei
einer Herzfrequenz von 400-600 Schldgen pro Minute und einer Herzgrofie von
8x5 mm (216). Der Nachteil bei CT-Studien ist der geringe Weichteilkontrast.
Das fiir die Messungen fiir diese Forschungsarbeit verwendete ®FDG PET ist der
Goldstandard zur Beurteilung der myokardialen Vitalitdt. Es ermdglicht die
gleichzeitige Beurteilung des Infarktgebiets, der Herzfunktion und zusatzlich der
metabolischen Aktivitat des Myokards mit einer hohen rdumlichen und zeitlichen
Auflésung (215). (213)
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3. Diskussion der Ergebnisse

In Anbetracht der epidemiologischen Entwicklungen und der sozio6konomischen
Folgen der ischdmischen Herzkrankheit ist dieses Thema von hoher Relevanz und
die weitere Forschung an therapeutischen Strategien unabdingbar. Dazu bedarf es
eines genauen Verstandnisses der zelluldren VVorgéange in der Infarktheilung und
dem kardialen Remodeling. Ziel dieser Doktorarbeit war die Untersuchung des
Einflusses von eosinophilen Granulozyten, einer Entziindungszellart, die im

Krankheitskomplex des Myokardinfarkts bisher kaum erforscht wurde.

3.1. Rekrutierung eosinophiler Granulozyten und Gewebepersistenz
nach Myokardinfarkt
Diese Forschungsarbeit konnte zeigen, dass eosinophile Granulozyten das
Isch&miegebiet infolge eines Herzinfarktes im Mausmodell infiltrieren. Die
Analyse immunhistologischer Farbungen zeigt einen dynamischen Verlauf der
Rekrutierung. Im gesunden Herzen waren keine Eosinophilen nachzuweisen. An
Tag 2 waren Eosinophile im Infarktgebiet zu detektieren, deren Zahl an Tag 6 ihr
Maximum erreichte und bis Tag 30 wieder abfiel. Unseres Wissens nach ist dies
die erste Beschreibung der Eosinophilen-Rekrutierung im murinen Infarktmodell.

Dies erscheint besonders interessant unter Berucksichtigung der Tatsache, dass
die Infiltration von eosinophilen Granulozyten im Infarktgebiet beim Menschen
bereits 1978 von Fishbein et al. beschrieben wurde (175). Rios Navarro et al.
untersuchten 2018 die Dynamik der Eosinophilen-Zahl im Blut von Patienten
sowie im Blut und in Herzen von Schweinen. lhre immunhistologischen
Ergebnisse im Herzen decken sich mit den von uns erhobenen Daten. Die
seriellen Blutuntersuchungen in Patienten und Schweinen zeigten einen
dynamischen Verlauf mit einem deutlichen Anstieg der peripheren Eosinophilen
wahrend der Ischdmie und einem drastischen Abfall nach der Reperfusion. Daraus
lasst sich ableiten, dass die zirkulierenden eosinophilen Granulozyten nach der
Reperfusion das Infarktgebiet infiltrieren. (10)

Die eosinophilen Granulozyten konnen an unterschiedlichen Zeit- und
Ansatzpunkten in die Pathogenese und den Verlauf der Infarktheilung eingreifen:
in der Atherosklerose, in der Thrombogenese, in der Entziindungsphase oder in
der proliferativen Phase. Da die experimentellen Ligatur-Modelle die Ischdmie-

Reperfusion ohne vorherige Atherosklerose und Thrombose induzieren, kann
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davon ausgegangen werden, dass die beobachteten Veranderungen im Phanotyp
auf den eigentlichen Infarkt und seine Folgen zuriickzufiihren sind. Dies schlief3t
natdirlich nicht aus, dass eosinophile Granulozyten auch die sterile Entzindung in

der Atherosklerose oder die Thrombogenese verstarken kénnten.

Interessanterweise scheint die Rekrutierung der eosinophilen Granulozyten ihren
Hohepunkt in der proliferativen Phase an Tag 6 zu haben. Im Gegensatz dazu
wandern die anderen angeborenen Immunzellen wie Neutrophilen und Monozyten
vor allem in den ersten Tagen der Entziindungsphase ein. Bemerkenswert ist auch,
dass an Tag 30 immer noch vereinzelt Eosinophile in der Infarktnarbe
nachgewiesen werden konnten. Beides deutet darauf hin, dass der Einfluss von
Eosinophilen in der spaten inflammatorischen und der proliferativen Phase der

Infarktheilung zu suchen ist.

3.2 Schadigender Effekt eosinophiler Granulozyten im Rahmen des
linksventrikularen Remodelings

Die PET-Untersuchungen bestatigten diese Vermutung: So war in der

InfarktgroRe  kein  signifikanter  Unterschied zwischen  Wildtyp- und

Eosinophilen-defizienten Knockout-Tieren zu erkennen (s.

Tabelle 3). Dies legt die Vermutung nahe, dass die eosinophilen Granulozyten
nicht am Reperfusionsschaden selbst beteiligt sind. Ebenso ist anzunehmen, dass
die Eosinophilen weniger durch ihre zytotoxischen Faktoren das Infarktgebiet
schadigen oder vergrofRern, sondern vielmehr durch ihre immunmodulatorischen
Eigenschaften Einfluss auf das kardiale Remodeling nehmen. Dies wird besonders
darin deutlich, dass in den linksventrikuldren Funktionsparametern, die Parameter
fir das maladaptive Remodeling sind, signifikante Unterschiede zwischen
Wildtyp und Knockout zu erkennen sind. Die beobachteten Effekte durch die
genetische Defizienz der Eosinophilen akzentuierten sich in den meisten Fallen
nochmals von Tag 6 zu Tag 30, was fur einen langanhaltenden Effekt der
Eosinophilen in alle Phasen der Infarktheilung spricht.

Die Kontrolltiere mit Eosinophilen zeigten eine signifikant schlechtere
Pumpfunktion sowie einen Anstieg der linksventrikularen Dimensionen. Somit
scheinen die eosinophilen Granulozyten das kardiale Remodeling so zu
beeinflussen, dass es zu einer verminderten Kontraktilitat und zu einer vermehrten

Dilatation kommt.
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Das metabolische VVolumen ist ein Parameter zur Beurteilung der ventrikuléren
Hypertrophie, aber auch hinweisgebend flr die reaktive Fibrose. An Tag 6 war
noch kein Unterschied zwischen Knockout- und Wildtyp-Tieren zu erkennen.
Dies ist erwartungsgemal, da die verbleibenden Kardiomyozyten erst im Laufe
des kardialen Remodelings kompensatorisch hypertrophieren. An Tag 30
hingegen zeigten die Wildtyp-Tiere ein signifikant hoheres LVMV im Vergleich
zu den Knockout-Tieren. Daraus lasst sich ein potentieller Einfluss der
eosinophilen Granulozyten auf die kardiale Hypertrophie und Fibrose ableiten.
Bei genauerer Betrachtung der Streuung fallt jedoch eine hohe Individualitét in

der Knockout-Gruppe auf (s.

Tabelle 3). Daher sollten diese Ergebnisse mit Vorsicht interpretiert werden. Was
dafir spricht, dass der beobachtete Effekt auf die Depletion von Eosinophilen und
nicht auf individuelle Effekte zurtickfiihren ist, ist die Tatsache, dass die Messung
des LVMV mit den Ergebnissen der histologischen Quantifizierung der
Fibroseflache Ubereinstimmt. Auch hier zeigten die Wildtyp-Tiere an Tag 30 eine

signifikant groRere Fibroseflache.

Es gibt eine Vielzahl an Maoglichkeiten, wie eosinophile Granulozyten die
Infarktheilung und das kardiale Remodeling beeinflussen kénnen und wodurch
sich die Unterschiede im Phéanotyp zwischen Eosinophilen-defizienten Knockout-

und den Kontrolltieren erklaren lassen:

Eosinophile sezernieren eine Vielzahl von Zytokinen, darunter TGF-p,
Matrixmetalloproteinasen (MMPs), den Fibroblasten-Wachstumsfaktor (bFGF)
und Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF), mit denen sie die Fibrosierung
und die Hypertrophie beeinflussen konnen. Viele andere mit Gewebe-
Eosinophilie-asssoziierte Erkrankungen, beispielsweise Asthma, die eosinophile
Osophagitis und Myokarditis, gehen mit Fibrosierung und Remodeling des
entsprechenden Gewebes einher. Interessanterweise, konnten Aceves et al. zeigen,
dass in der asthmatischen Lunge (141) und in der eosinophilen Osophagitis (217)
eosinophile Granulozyten die Hauptquelle von TGF-B1 sind. Im Myokardinfarkt
ist der prozentuale Anteil der Eosinophilen sehr viel geringer als in den oben
genannten Erkrankungen. Trotzdem konnte die TGF-B1-Produktion der

Eosinophilen die Unterschiede in der Fibrosierung erkléren.
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Die histologische Quantifizierung der CD68-positiven Zellen, ergab in den
Wildtyp-Tieren eine signifikant hohere Anzahl an Makrophagen in der border
zone, jedoch keinen Unterschied im Infarktgebiet selbst. Dies lasst darauf
schliellen, dass eosinophile Granulozyten zwar einen chemotaktischen Effekt auf
Monozyten ausiiben, dieser jedoch indirekt Uber einen weiteren chemotaktischen
Faktor funktioniert, der in der border zone, nicht aber im Infarktgebiet vorhanden
ist.

Die Quantifizierung der Kapillardichte im Periinfarktbereich widersprach unserer
anfanglichen Erwartungshaltung, die auf den proangiogenetischen Eigenschaften
von Eosinophilen beruhte. So zeigten die Knockout-M4ause eine signifikant hohere
GefaRdichte als die Wildtyp-Mause. Aus der verwendeten Methodik ist jedoch
nicht zu erkennen, ob es sich bei den quantifizierten Gefalen um neu
eingesprossene Gefdle oder alte, vom Infarktgeschehen verschonte, GeféaRe
handelt. Eine Wiederholung des Versuchsaufbaus mit einer vorherigen Injektion
des Proliferationsmarkers EdU (5-Ethynyl-2’-deoxyuridin) konnte Aufschluss
dartiber geben, ob es sich um Neoangiogenese oder bestehende Gefalle handelt.
Das Thymidin-Analogon EdU wird in die frisch synthetisierte DNS von Zellen
eingebaut und kann uber seine Fluoreszenz-Markierung sichtbar gemacht werden.
So konnen proliferierende Gewebe von ruhenden Geweben unterschieden
werden (218). Die bessere Gefalversorgung im Periinfarktbereich konnte die
maladaptiven Prozesse des kardialen Remodelings abdampfen und so eine der
Ursachen fiir die Unterschiede im Phanotyp sein. Ebenso kdnnte sie aber auch
insgesamt fir eine geringere Schadigung, geringere mikrovaskulare Thrombose
und eine verbesserte strukturelle Integritit der border zone in den

Knockout-Tieren sprechen und so die Unterschiede im Phéanotyp erklaren.

Die Vermutung, dass eosinophile Granulozyten einen Einfluss auf die
Chemotaxis, Polarisierung und das Uberleben von Monozyten und Makrophagen
haben konnte, wurde mittels Durchflusszytometrie und in vitro Experimenten

weiter untersucht:

Die FACS-Untersuchungen der Eosinophilen bestéatigte die Effektivitat des
genetischen Knockouts. In den AdbIGATA1-M&use waren zu keinem Zeitpunkt
und weder im Blut noch im Herzen Eosinophile zu detektieren. Die Beobachtung
aus der Histologie, dass Eosinophile das infarzierte Herz infiltrieren, wurde damit

bestatigt.
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Im Blut kam es durch die Infarktinduktion bei den Eosinophilen, den
Neutrophilen und den Monozyten zu einem signifikanten Anstieg der
prozentualen Zellzahl an Tag 2 und zu einem Absinken bis Tag 6. Unterschiede in
der Dynamik zwischen Wildtyp- und Knockout-Gruppe waren nicht zu erkennen.
Die Ischdmie-Reperfusion scheint somit einen systemischen Effekt zu haben. Der
Anstieg der Entzindungszellen wird vermutlich in Teilen auch auf die
Thorakotomie und die damit verbundene Entzlindungsreaktion zurlickzufiihren

sein.

Im Herzen kam es an Tag 2 nach der Ischamie-Reperfusion zu einem deutlichen
Anstieg der Entziindungszellen. ErwartungsgemaR ist zu erkennen, dass mehr
Entzindungszellen in den Apex mit dem Infarktgebiet einwanderten als in die
nicht-infarzierte Herzbasis. Bei der Quantifizierung der neutrophilen
Granulozyten im Apex an Tag 2 waren in den Wildtyp-Tieren mehr Neutrophilen
zu erkennen als in den Knockout-Tieren. Diese Tendenz war jedoch bei der
geringen GruppengroRe nicht statistisch signifikant. Bei den Makrophagen
hingegen war der Mittelwertunterschied statistisch signifikant. Diese Ergebnisse
deckten sich mit der histologischen Quantifizierung der Makrophagen an Tag 30,
bei der in den Wildtyp-Tieren auch mehr Makrophagen ausgezahlt wurden.
Insgesamt deutet dies auf einen direkten oder indirekten chemotaktischen Effekt
durch die Eosinophilen hin. Dadurch kénnten mehr Neutrophile und Monozyten
das Infarktgebiet infiltrieren und die Entziindungsreaktion verstarken. Dies wére
ein moglicher Erklarungsversuch fir die Unterschiede im kardialen Remodeling
zwischen Tieren mit und ohne Eosinophile. Die chemotaktische Wirkung von
Eosinophilen auf Monozyten kénnte man in vitro in einem Chemotaxis-Assay
bestatigen. Unterschiede in den Monozyten- und Makrophagen-Subpopulationen,
die fur einen polarisierenden Effekt durch die Eosinophilen sprechen wirden,
konnten weder durchflusszytometrisch noch in vitro festgestellt werden.

Auf der Suche nach Mechanismen, die die Unterschiede im Phanotyp und in der
Entzundungszellrekrutierung erklaren konnten, wurde die kardiale Zytokin-
Expression untersucht. Dabei konnten mehrere Zytokine identifiziert werden,

deren Expression sich zwischen Wildtyp- und Knockout-Gruppe unterschied:

In den Wildtyp-Tieren konnte eine erhohte Konzentration von Amphiregulin,
Chemerin, CXCL11, IL-11 und IL-33 detektiert werden. Amphiregulin (AREG)

zahlt zur Familie der epidermalen Wachstumsfaktoren und wird neben
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Epithelzellen auch von eosinophilen Granulozyten und anderen Immunzellen
gebildet (219). Interessanterweise fluhrt 1L-33, dessen Konzentration in den
Wildtyp-Tieren auch signifikant erhoht war, zu einer Erhdhung der Amphiregulin-
Expression (220). Der ST2-Rezeptor fur 1L-33 wird unter anderem auf
Eosinophilen exprimiert. So nimmt IL-33 Einfluss auf die Entwicklung und
Aktivierung von Eosinophilen (221). IL-33 aktiviert Eosinophile, triggert deren
Degranulation und die Produktion reaktiver Sauerstoffspezies — sogar potenter als
IL-5(222). Es ist beschrieben, dass Amphiregulin Immunreaktionen,
Entzindungsprozesse und Gewebereparaturprozesse beeinflussen kann (223). In
Verbindung mit TGF-B1 scheint es an der Fibrosierung der Lunge und anderer
Organe beteiligt zu sein (224). Im Zusammenhang der Lungenfibrose als Folge
einer chronischen Asthma-Erkrankung beschreiben Morimoto et al., dass
T-Gedéachtniszellen als Reaktion auf IL-33 vermehrt Amphiregulin sezernieren
und so Eosinophile aktivieren (225). Diese produzieren als Reaktion auf das
Amphiregulin vermehrt Osteopontin, ein wichtiges profibrotisches Zytokin. Liu,
Jin et al. konnten kirzlich zeigen, dass Amphiregulin auch infolge eines akuten
Myokardinfarkts die kardiale Fibrose verstarkt und so die kardiale Funktion
beeintrachtigt (226). Eine weitere aktuelle Studie von Tseng et al. zeigt, dass
IL-33 und der korrespondierende ST2-Rezeptor im Herzversagen hochreguliert
sind und mit dem AusmaR der kardialen Fibrose korrelieren (227). Die Tatsache,
dass sowohl IL-33 als auch Amphiregulin in den Wildtyp-Tieren mit Eosinophilen
erhéht waren, legt die Vermutung nahe, dass dieser Pathway an der gesteigerten

Fibrosierung in den Wildtyp-Tieren beteiligt sein konnte.

IL-11 ist ein proinflammatorisches Zytokin, das in verschiedenen
Herzkreislauferkrankungen eine Rolle spielt. Klinische Studien zeigen, dass der
IL-11 Spiegel infolge eines akuten Myokardinfarktes ansteigt und der Messwert
mit dem Auftreten kardiovaskuldrer Ereignisse im chronischen Herzversagen
korreliert (228). In chronischen Asthmaerkrankungen steht IL-11 im Verdacht,
das Remodeling und die Fibrosierung der Lunge voranzutreiben (229).
Al-Muhsen et al. konnten zeigen, dass besonders Eosinophile profibrotische
Zytokine wie TGF-p und IL-11 in der asthmatischen Lunge produzieren (230). Ob
IL-11 eine &dhnliche Rolle im Infarktgeschehen einnimmt, ist unklar. Eine

Veroffentlichung von Obana et al. zeigte gegensatzlich dazu, dass eine
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Behandlung mit IL-11 die kardiale Fibrose im Mausmodell sogar einddmmt und

die Herzfunktion verbessert (231).

Die Chemokine Chemerin und CXCL11 waren in den Wildtyp-Tieren signifikant
erhéht. Chemerin ist ein kirzlich entdecktes Zytokin, das von der Leber und
weilBem Fettgewebe ausgeschittet wird. Es beeinflusst die Differenzierung,
Reifung und den Stoffwechsel von Adipozyten. Wittamer et al. konnten zeigen,
dass Chemerin auch chemotaktisch auf dendritische Zellen und Makrophagen
wirkt (232). Interessanterweise zeigte eine klinische Studie von Ates et al., dass
das Plasma-Chemerin in STEMI Patienten erhoht ist und mit dem AusmaR der
Entzindung assoziiert ist (233). Ji et al. konnten eine positive Korrelation
zwischen dem Chemerin-Plasmaspiegel und dem Entziindungsmarker CRP
(C-reaktives Protein) sowie dem linksventrikularen enddiastolischen Volumen
und eine negative Korrelation zur Ejektionsfraktion feststellen (234). Ahnliche
Beobachtungen wie dieser Forschungsarbeit aus den PET-Studien zugrunde
liegen. Sie schlagen Chemerin daher als zusétzlichen Biomarker zur Beurteilung
eines akuten Myokardinfarkts vor. Dieser Zusammenhang koénnte das erhohte
Entzlindungszellinfiltrat in den Wildtyp-Tieren erklaren, auch wenn nicht klar ist,

uber welche Pathways die Eosinophilen die Chemerin-Sekretion stimulieren.

CXCL11 wird als Chemokin fur Th1l-Zellen wahrgenommen. Der dazugehérige
Rezeptor CXCR3 wird jedoch auch auf Monozyten, M1-Makrophagen,
Eosinophilen und anderen Entziindungszellen exprimiert. Dem CXCR3-Rezeptor
wird in kardiovaskuldaren Erkrankungen eine proinflammatorische Rolle
zugeschrieben, die Rolle von CXCL11 im Infarktgeschehen ist jedoch nicht
weiter erforscht (235). Es ist beschrieben, dass die Stimulation mit IFN-y zu einer
Erhohung der Genexpression von CXCL11 in eosinophile Granulozyten fihrt,
aber es konnte in vitro nicht gezeigt werden, dass sie dieses auch
sezernieren (236). CXCL11, produziert durch Eosinophile, koénnte zur
Rekrutierung von Thl-Zellen fuhren, die weitere Entziindungszellen rekrutieren
und so indirekt fir die Chemotaxis von Monozyten und Makrophagen

verantwortlich sein.

Uber alle obigen Zytokine kénnten Eosinophile Einfluss auf die Infarktheilung
und das kardiale Remodeling nehmen. Es bedarf jedoch weiterer Forschung, um

die zugrundeliegenden Mechanismen besser zu verstehen.
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Ob es infolge einer transienten myokardialen Ischamie zu einem systemischen
Anstieg von IL-5 und Eotaxin-1 kommt, der die Rekrutierung von Eosinophilen
erklaren konnte, wurde mithilfe eines ELISAs uberprift. Rios-Navarro et al.
konnten aufzeigen, dass es im Schweinemodell und im Patienten zu einem
Anstieg von IL-5, nicht aber von Eotaxin-1 kommt (10). Wider Erwarten kam es
im Mausmodell weder an Tag 2 noch an Tag 6 nach Infarktinduktion zu einem
Anstieg von IL-5 oder einem Abfall von Eotaxin-1. Und das obwohl
durchflusszytometrisch ein Anstieg der peripheren Eosinophilen beobachtet
worden war. Dies konnte auf die geringe Dauer der Ischdmie und die geringe
Sensitivitat des ELISAs zurlickzufuhren sein, da IL-5 im Serum im einstelligen

pg-Bereich gemessen wird.

Interessanterweise ergab die IL-5- und Eotaxin-1-Messung in den Knockout-
Tieren signifikant hohere Werte als im Wildtyp. Dem liegt vermutlich das Fehlen
eines negativen Feedbacks zugrunde. Bei beiden Mediatoren handelt es sich um
recht Eosinophilen-spezifische Zytokine. Der IL-5-Rezeptor o kommt nur auf
Eosinophilen, Basophilen und einer Unterart von Mastzellen vor (92). Dennoch
kann nicht ausgeschlossen werden, dass die Hochregulierung — lokal oder
systemisch — Einfluss auf die Infarktheilung hat. Ebenso ist unklar, ob auch
andere weniger Eosinophilen-spezifische Mediatoren in den Knockout-Tieren

kompensatorisch hochreguliert werden und so Einfluss auf den Phanotyp haben.

Insgesamt ist bemerkenswert, dass die meisten Effekte durch die genetische
Defizienz der Eosinophilen groR sind. Zusammenfassend deuten die Daten auf
einen negativen Effekt der eosinophilen Granulozyten auf die Infarktheilung und

das kardiale Remodeling hin.

Es gibt bisher nur eine Studie von Toor et al., in der ein dhnlicher Versuchsaufbau
mit Koronarligatur bei AdblGATA1- und Balb/c durchgefiihrt wurde. Die
Ergebnisse dieser Studie wurden auf dem American Heart Association's 2016
Scientific Sessions and Resuscitation Science Symposium vorgestellt (237) und bis

heute nur auf einem Preprint-Server ohne Peer-Review veroffentlicht (238).

Im Kontrast zu unserer Datenlage zeigen sie jedoch einen positiven Effekt der
eosinophilen Granulozyten auf die Infarktheilung und das kardiale Remodeling.
Die Eosinophilen-defizienten Knockout-Tiere zeigten in der

echokardiographischen Untersuchung eine signifikant schlechtere
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Ejektionfraktion und einen Anstieg im enddiastolischen Volumen an Tag 7 nach
der Infarktinduktion. Diesen Effekt konnten sie in C57BL/6-Mausen durch eine
pharmakologische Depletion mit Siglec F anti-serum reproduzieren. Diese Studie
weist jedoch zwei methodische Schwéchen auf. Zum einen wurde eine
permanente Ligatur der Koronararterie durchgefuhrt. Dies entspricht nicht den
klinischen Bedingungen in der westlichen Welt, simuliert nicht den eigentlichen
Isch&mie-Reperfusionsschaden und  fihrt  zu  einer  verminderten
Immunzellinfiltration ins Infarktgebiet. Die verdnderte Zellkomposition im
Infarktgebiet konnte die gegensétzlichen Ergebnisse erklaren. Zum anderen hat
die verwendete Bildgebung Schwéchen (s.VI 2.2.). Der Herzultraschall beim
Nager weist eine hohe intra- und interobserver Variabilitat auf (214). Durch die
Art der Messung entsteht die Gefahr des Untersucher-Bias. AuRerdem ermdglicht
die Sonographie keine verlassliche Beurteilung der InfarktgroBe und des
metabolischen Volumens. Ein weiterer Vorteil unseres Vorsuchsaufbaus ist die
Tatsache, dass die Messungen zu zwei Zeitpunkten durchgefuhrt wurden und so

den Verlauf des kardialen Remodelings ermoglichte.

Toor et al. beobachteten in der Durchflusszytometrie eine Reduktion der
CD206-Expression, einem Marker fiir M2-Makropagen in den Eosinophilen-
defizienten Tieren. Sie vermuten eine mogliche IL-4 Sekretion durch Eosinophile
als Ursache fir diesen Shift im Makrophagen-Phanotyp. Durch die
intraperitoneale Gabe von IL-4 24 h nach Infarktinduktion konnten sie in
AdblGATA-Tieren die Auswurfleistung und ventrikuldare Dilatation verbessern.
Auch hier gilt es wieder die methodischen Einschrankungen zu berlcksichtigen.
Generell ist die Einflussnahme Uber die Makrophagen-Polarisation ein
interessanter Ansatz, dem wir sowohl in vivo als auch in vitro nachgegangen sind.
Durchflusszytometrisch konnten wir jedoch keinen Unterschied in den
Makrophagen-Subpopulationen erkennen. In  Koinkubationsversuchen mit
Makrophagen und dem Uberstand aktivierter Eosinophiler konnte ebenso kein

polarisierender Effekt von Eosinophilen auf Makrophagen dargestellt werden.

In einer weiteren Studie iber den prognostischen Wert der Anzahl der peripheren
Eosinophilen nach einem akuten Myokardinfarkt widersprechen Toor et al.
anderen retrospektiven Studien (239). Sie sehen eine inverse Korrelation zwischen
der peripheren Eosinophilen-Zahl und dem Langzeittberleben, d.h. je héher die
Anzahl der Eosinophilen vor perkutaner Koronarintervention im Blut, desto
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schlechter das Langzeitiberleben. Im Gegensatz dazu postulieren andere
epidemiologischen Studien, dass je niedriger die peripheren Eosinophilen, desto
schlechter das Langzeitiberleben (10, 12, 13). Diese Diskrepanz kodnnte sich
einerseits auf die variierende Methodik, Untersuchungszeitpunkte und

unterschiedliche Kohorten andererseits auf ein Bias zurtickfiihren lassen.

Die zugrundeliegenden Mechanismen der Einflussnahme von Eosinophilen
konnten in dieser Forschungsarbeit nur bedingt aufgeklart werden. In anderen
Tiermodellen, beispielsweise dem Schwein, kénnte ein dhnlicher Versuchsaufbau
durchgefuhrt werden, um die Beobachtungen zu bestéatigen. Da es keine genetisch
Eosinophilen-defiziente Schweinelinien gibt, konnte man die Eosinophilen

pharmakologisch mithilfe eines monoklonalen IL-5-Antikdrpers depletieren.

Um die Mechanismen der Einflussnahme besser zu verstehen, kdnnte man den
Versuchsaufbau in einer genmodifizierten Mauslinie wiederholen, die Eosinophile
Uberexprimiert (IL-5Tg). Ob die sekundéaren Granulaproteine einen Einfluss auf
die Infarktheilung haben, koénnte man beispielsweise in MBP- oder
EPX-defizienten Mauslinien untersuchen. Ob die Degranulation oder die
Ausbildung eosinophiler extrazellularer Traps eine Rolle spielen, kénnte man

durch eine pharmakologische Inhibition ergrinden.

Bei  dieser  Doktorarbeit handelt es sich um  immunologische
Grundlagenforschung. Im Mausmodell konnte ein negativer Einfluss von
eosinophilen Granulozyten auf das kardiale Remodeling gezeigt werden.
Insgesamt ist jedoch zu beriicksichtigen, dass viele kardioprotektive Strategien,
die unter Laborbedingungen einen Effekt zeigen, in préklinischen und klinischen
Studien jedoch enttduschen (240). Daher bedarf es weiterer Forschung, um die
pathophysiologische Komplexitdt der Infarktheilung und des kardialen

Remodelings besser zu verstehen.
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VIlI. ZUSAMMENFASSUNG

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von eosinophilen Granulozyten auf
die Infarktheilung und das Kkardiale Remodeling nach einem akuten
Myokardinfarkt untersucht.

Nach einer transienten Koronarligatur zeigten die Eosinophilen-defizienten Tiere
im PET zwar eine dhnliche InfarktgroRe wie die Kontrollgruppe, aber signifikant
bessere linksventrikularen  Funktionsparameter sowie eine verringerte
Ventrikeldilatation und Hypertrophie. Diese Effekte verstarkten sich ber den
Verlauf der Infarktheilung. Diese Tatsache lasst darauf schlieBen, dass die
Eosinophilen weniger Einfluss auf den Ischdmie-Reperfusionsschaden selbst als
vielmehr auf den Prozess des kardialen Remodelings nehmen.

In den histologischen Untersuchungen wurde bestatigt, dass eosinophile
Granulozyten das Infarktgebiet infiltrieren. Histologisch  wiesen die
Knockout-Tiere eine verminderte Fibrose, eine hohere GeféalRdichte und eine
reduzierte  Anzahl an  Makrophagen im  Periinfarktbereich  auf.
Durchflusszytometrisch wurde die Immunzellkomposition im Blut und im Herzen
untersucht und die Effektivitat des genetischen Knockouts bestétigt. Im Blut war
ein systemischer Anstieg der Eosinophilen, Neutrophilen und Monozyten nach
Infarktinduktion zu detektieren. In der Dynamik der Immunzellkomposition war
kein Unterschied zwischen Knockout- und Wildtypgruppe zu erkennen. Im
Herzen konnte die Dynamik der Rekrutierung von Eosinophilen, Neutrophilen
und Makrophagen infolge des Infarktes aufgezeigt werden. Die Wildtyp-Gruppe
wies signifikant mehr Makrophagen auf als die Knockout-Gruppe. Dies deutet auf
einen direkten oder indirekten chemotaktischen Effekt durch die eosinophilen

Granulozyten hin.

Als potentielle Mechanismen konnten Zytokine und Chemokine ausgemacht
werden, Uber die die Eosinophilen Einfluss auf die Immunzellrekrutierung und
das kardiale Remodeling nehmen konnten. Hierbei bedarf es jedoch weiterer
Forschung, um die zugrundeliegenden Mechanismen besser zu verstehen. Aus
diesen Erkenntnissen konnten sich Strategien zur Behandlung des akuten
Myokardinfarkts ableiten lassen, bei denen die Aktivierung eosinophiler

Granulozyten beeinflusst wird.
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VIIl. SUMMARY

This study examined the role of eosinophils in infarct healing and cardiac

remodeling after an acute myocardial infarction.

After a transient coronary artery ligation, in the PET study the eosinophil-
deficient mice showed a similar infarct size as the control group, but significantly
better left ventricular function and less dilatation and hypertrophy. This effect
became more prominent during infarct healing until the second measurement.
This implies that the eosinophils might not affect the ischemia reperfusion injury

itself, but rather the maladaptive process of cardiac remodeling.

Histological analyses revealed that eosinophils infiltrate the infarcted
myocardium. The eosinophil-deficient mice showed an attenuated myocardial

fibrosis, a higher capillary density and less macrophages in the periinfarct region.

The inflammatory cell composition in the blood and in heart was analyzed using
flow cytometry. After ischemia reperfusion injury a systemic rise in eosinophil,
neutrophil and monocyte count could be detected in the blood. Apart from the
lack of eosinophils, there was no difference in the dynamics of immune cells in
the blood. In the heart, the dynamics of eosinophils, neutrophils and macrophages
were analyzed after coronary artery ligation. The control group showed
significantly more macrophages in the infarcted apex than the eosinophil-deficient
group. This indicates a potential direct or indirect effect of the eosinophils on the
recruitment of monocytes and macrophages and thereby an impact on infarct

healing.

Using proteome analysis, potential cytokines, chemokines and pathways were
identified, by which eosinophils could influence the immune cell recruitment and
the cardiac remodeling. Further research needs to be conducted to better
understand the underlying pathways of infarct healing and cardiac remodeling.
These findings could lead to the development of therapeutic strategies for the

treatment of acute myocardial infarction.
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Mg Mikrogramm

pl Mikroliter

um Mikrometer

AMI Akuter Myokardinfarkt

ANP Atriales natriuretisches Peptid

APRIL a proliferation-inducing ligand

ASS Acetylsalicylsaure

BNP Natriuretisches Peptid B

BSA Bovines Serumalbumin

ca. circa

CCL CC-Chemokinligand

CD Cluster of differentiation

CLC/Gal10 Charcot-Lexden Crystal Protein/Galectin-10
cm Zentimeter

CRP C-reaktives Protein

CX3CR1 CX3C Chemokinrezeptor 1

CXCR CXC-Motiv-Chemokinrezeptor

d Tag(e)

DAMPS danger-assoziierte molekulare Muster
DNS Desoxyribonukleinséure

EAM Experimentelle Autoimmunmyokarditis
ECM Extrazellulare Matrix

ECP Eosinophiles Kationisches Protein

EDN Eosinophil-derived Neurotoxin

EET Eosinophile extrazellulare Traps

EGPA Eosinophile Granulomatose mit Polyangiitis
EKG Elektrokardiographie

EPX Eosinophile Peroxidase

etal. et alii

FACS fluorescence-activated cell scanning
FCS Fetales Kélberserum

FSC Forward Scatter

G Gauche

GM-CSF Granulozyten-Makrophagen Koloniestimulierender Faktor
h Stunde(n)

HES Hypereosinophiles Syndrom

IFN-y Interferon-y

IL Interleukin

kg Kilogramm

KHK Koronare Herzkrankheit
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KO Knock-out

| Liter

LAD Left anterior descending atery

LPS Lipopolysaccharide

LVEDV Linksventrikuldres Enddiastolisches VVolumen
LVEF Linksventrikuldre Ejektrionsfraktion
LVMV Linksventrikulares Metabolisches VVolumen
Ly6C Lymphocyte antigen 6 complex

m Meter

MACE Major adverse cardiovascular events
MBP Major basic protein

M-CSF Monozyten-koloniestimulierender Faktor
mg Milligramm

MHC II Haupthistokompatibilitdtskomplex |1
min Minute(n)

ml Milliliter

mm Millimeter

MMP Metalloproteinase

MPS Monozytéres Phagozytose-System
NSTEMI Nicht-ST-Hebungsinfarkt

OP Operation

P/S Penicillin/Streptomycin

PAF Plattchen-aktivierender Faktor

PAMPS Pathogen-assoziierte molekulare Muster
PCI Perkutane Koronarintervention

PET Positron-Emmissions-Tomographie
gPCR Quantitative Polymerase-Kettenreaktion
RAAS Renin-Angiotensin-Aldosteron-System
ROS Reaktive Sauerstoffspezies

sec Sekunde(n)

SS steady state

SSC Side Scatter

STEMI ST-Hebungsinfarkt

TGF Transformierender Wachstumsfaktor
TIMPS Gewebeinhibitoren der Metalloproteinasen
TLR Toll-like-Rezeptoren

TPD Totales Perfusionsdefizit

VAA Vollstandig antagonisierbare Anésthesie
VEGF Vaskulére endotheliale Wachstumsfaktor
WGA Wheat germ Agglutinin

WT Wildtyp
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