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EINLEITUNG

1. Einleitung

Der akute Myokardinfarkt (MI) und seine Folgepathologien sind die hdufigste Todesursache
in den westlichen Industrienationen (IBANEZ et al. 2018). Nachdem sich die akute
Mortalitdt aufgrund maBgeblicher Fortschritte interventioneller Therapien, wie z.B. der
Ballonangioplastie, stark reduzierte, steigt die Sterberate aufgrund der Folgeerkrankungen.
Allen voran ist die Herzinsuffizienz zu nennen, welche 35 % der Patienten, die mit MI
hospitalisiert wurden, entwickeln (GERBER et al. 2016). Die hierzu fiihrenden Prozesse sind
atiologisch unzureichend verstanden, als entscheidender Faktor wird eine pathologisch
persistierende Entziindung angenommen (LATET et al. 2015).

Charakterisiert durch akuten ischdmischen Gewebsschaden, sterile Entziindung und
kompensatorische sympathische Uberstimulation beeintrichtigt der MI mit seinen
hdmodynamischen Defiziten ganze Organsysteme. Das irreversibel geschadigte Myokard, in
seiner Unfdhigkeit zur Myozytenregeneration, nekrotisiert und entwickelt fibrotisches
Platzhaltergewebe, einer Narbenbildung vergleichbar (ERTL und FRANTZ 2005). Eine
Neubetrachtung des Herzens als ,,heilende Wunde* (BLANKESTEIJN et al. 2001) fiihrte zu
einer Reihe unabhingiger Studien, die sich mit den postinfarziellen regenerativen Prozessen
auseinandersetzten. Dabei wurde die Bedeutung der kardiotropen adaptiven Immunitét
erkannt, welche bisher iiberwiegend in infektiosen Kontexten diskutiert wurde (EPELMAN
et al. 2015, NUNES-SILVA et al. 2017).

Mit der Aufstellung der Klon-Selektionshypothese (BURNET 1959) dominierte zunichst ein
pathozentristisches Modell die adaptive Immunitit. Hierbei wurde das Verhalten der T-Zellen
auf eine isolierte Betrachtung voneinander unabhéngiger T-Zell-Klone und ihrer selektiven
Spezifitit ggii. einzelnen Antigenen zurilickgefiihrt. Mittlerweile wird die adaptive Immunitét
allerdings in einem breiteren systematischen Kontext betrachtet. Anfanglich als
“Netzwerkhypotese” bezeichnet (JERNE 1974), wurde die physiologische Autoreaktivitit
zwischen Lymphozytenklonen und korpereigenen Autoantigenen bereits vielfach
nachgewiesen (HSIEH et al. 2004, VARELA und COUTINHO 1991). Hierbei reguliert das
interagierende Kollektiv der Lymphozyten Wachstum, Homoostase und Regeneration
(RAMOS 2012).

Infolgedessen richtete sich der Fokus auch auf T-Zellen, als Teil des erworbenen
Immunsystems, neben B-Zellen und Antikoérpern. CD4+ T-(Helfer)-Zellen, speziell deren
Subpopulation der FoxP3* (Forkhead Box Protein 3, Transkriptionsfaktor) regulatorischen T-
Zellen (Tregs), wurde nach experimentellem Myokardinfarkt (EMI) eine heilungsfordernde
Wirkung nachgewiesen (HOFMANN et al. 2012, TANG et al. 2012, WEIRATHER et al.



EINLEITUNG

2014). Daraufhin sollten die mechanistischen Zusammenhénge erforscht werden. Hierbei
herrscht noch kein Konsens dariiber, welcher Stimulus im Rahmen der Entziindungsreaktion
einen vorrangigen ursdchlichen Einfluss auf die T-Zell-Aktivitit und deren vermittelte
Effekte nimmt: der Kontakt zu ihren zugehorigen Antigenen oder das Zytokinmilieu, in dem
dies geschieht (“Zytokin-Hypothese”) (MARTINI et al. 2018). Mehrere Studien deuten
allerdings darauf hin, dass die a-Isoform des Myosins bzw. Kardiomyosin (KM) eine
grundlegende Rolle bei entziindlichen Herzerkrankungen spielt. Erstens weisen
Herzinfarktpatienten einen stark erhohten Titer von Anti-KM Antikorpern auf (O'DONOHOE
et al. 2016). Zweitens fiihrt bei pradisponierten Mausstimmen eine Injektion von in Adjuvans
adsorbiertem KM zu einer T-Helfer-Zellen mediierten Autoimmunmyokarditis (AIM)
(SMITH und ALLEN 1991). Drittens entwickelt der von NINDL et al. (2012) etablierte
transgene Mausstamm spontan ab einem Alter von 6 Wochen eine AIM, da dessen
monoklonales T-Zell-Rezeptorrepertoire spezifisch auf ein besonders immunogenes Epitop
des KM reagiert, einer Aminosiduren-sequenz der schweren Kette des a-Myosins:
MYHCAG614-629.

Ebendieses transgene Mausmodell kam in dieser Arbeit zum Einsatz, um die Rolle KM-

spezifischer T-Zellen in Heilungsprozessen nach EMI zu erforschen.
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2. Literaturiibersicht und Zielstellung

2.1. Der Myokardinfarkt

Fortschritte interventioneller Therapien, wie z.B. die Ballonangioplastie, fiihrten zu einer
signifikanten Reduktion der Mortalitdt durch den MI (NAHRENDOREF et al. 2010), trotzdem
gilt dieser mit seinen Folgepathologien als die haufigste Todesursache in den
Industrienationen (IBANEZ et al. 2018). Die wohl schwerwiegendste Folgeerkrankung stellt
die Herzinsuffizienz dar, an welcher, nach Hospitalisation aufgrund MI, 35 % der
Patientlnnen erkranken. Die steigende Inzidenz der Herzinsuffizienz korreliert direkt mit der
gestiegenen Uberlebensrate nach MI (Abb. 1), wobei ein pathologischer Zusammenhang

angenommen wird (GERBER et al. 2016).

A deaths/ 100,000 for 3 death due to heart failure C hospitalization rate for
coronary heart disease heart failure
700 300000 300
350 150000 150
0 0 0
1970 1980 1990 2000 1970 1980 1990 2000 1971 1980 1990 2000

Abbildung 1: Epidemiologische Entwicklung der kardiologischen Erkrankungen in den USA
1970-2006
(A) Todesfille pro 100 000 Biirger aufgrund koronarer Herzkrankheiten, Kohorte: Ménner von 35-74

Jahren. (B) Todesfélle aufgrund Herzinsuffizienz. (C) Hospitalisationen pro 100 000 Biirger aufgrund
Herzinsuffizienz, Kohorte: Alter > 65 Jahre. (NAHRENDOREF et al. 2010)

Definitionsgemal wird der MI durch ischdmisch bedingte Nekrose von Kardiomyozyten
charakterisiert. Das klinische Bild zeichnet sich durch Schmerzhaftigkeit in Brust und
Oberbauch, Dyspnoe, Herzrhythmusstdrungen und perakute systolische Herzinsuffizienz aus.
Weiterhin koénnen SchweiBausbriiche, Ubelkeit oder Synkopen auftreten (IBANEZ et al.
2018). Klinisch sind im Blut messbare Biomarker aussagekréftig. Goldstandard zur
Diagnosestellung ist die Messung frei zirkulierenden Troponins I, des Weiteren der MB-
Isoform der Creatinkinase, beides herzspezifisch exprimierte intrazellulire Enzyme, die nach
Beschiddigung der Myozyten in den Blutkreislauf gelangen. Dabei ist der
Serumkonzentrationsverlauf des Troponins I, der 24 Stunden nach dem Einsetzen des MI sein

Maximum findet, das pathognomonische Kriterium und unterscheidet den MI von anderen
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kardiodestruktiven Prozessen (Hypertension, Infektion, Intoxikation) und dem normalen
Zellenumbauprozessen und -mauserung (turnover). Bei letzteren kann es zu einem leicht
erhohten Troponin I Wert kommen, der allerdings 1 % des maximalen Referenzwertes nicht
iibersteigt, wohingegen der MI deutlich héhere Troponin I Werte erreicht (LANGHORN und
WILLESEN 2016, THYGESEN et al. 2012). Der MI kann allerdings auch mit atypischen
Symptomen auftreten, z.B. Palpitationen oder asymptomatisch, v.a. bei Frauen, diabetischen,
geriatrischen und schwerkranken Patienten (THY GESEN et al. 2007).

Atiologisch verursachen bei Menschen entziindliche GefiBerkrankungen wie Atherosklerose
mit sekundérer intravasaler Thrombose den GroBteil der Ischdmien. In nur ca 20 % der Fille
liegen keine obstruktive HerzkranzgefdBerkrankungen vor (BUGIARDINI et al. 2006,
REYNOLDS et al. 2011, ROE et al. 2000).

Bei Haussdugetieren liegen aufgrund einer geringeren Inzidenz atherosklerotischer
Erkrankungen (DRIEHUYS et al. 1998, KIDD et al. 2000), der besseren kollateralen
Herzkranzgefalversorgung (VERDOUW et al. 1998, WILSON und SCHEEL 1982) und
nicht zuletzt wegen der grobmaschigeren medizinischen Uberwachung weniger Daten zur
Inzidenz des MI vor. Dennoch geht man von weitestgehend dhnlichen pathophysiologischen
Mechanismen aus, zumal Maus, Ratte, Kaninchen, Hund, Katze, Schwein, Schaf,
Meerschweinchen und der Pavian als Modellorganismen fiir die Herzinfarktforschung
verwendet werden (VERDOUW et al. 1998).

Neben klinischen Beschreibungen des MI bei Hunden und Katzen (DRIEHUYS et al. 1998,
KIDD et al. 2000), sind sie seltenst auch bei Kiithen (MACHIDA et al. 1991), Pferden
(SCHWARZWALD et al. 2003) und dem Walross (GRUBER et al. 2002) dokumentiert.

2.2. Pathophysiologie des Myokardinfarktes

Neben der Gefahr des plotzlichen Herztodes fiihrt der MI nach der massiven Nekrose des
Myokards zu einer pathopyhsiologischen Entziindungskaskade. Das Sdugetiermyokard ist
hierbei im adulten Status nicht mehr zur Regeneration befdhigt und bildet fibrotisches
Platzhaltergewebe aus, eine restitutio ad integrum ist bei dieser Defektheilung nicht moglich
(ERTL und FRANTZ 2005, VAGNOZZI et al. 2018). Je nach Verlauf kann dieser Prozess
entweder eine abgeschlossene Heilung zur Folge haben, oder zu einer chronisch aktiven
Entzlindung fiihren, die progressive pathologische Umbauprozesse (,,Remodeling*) zur Folge
hat. Dies zeichnet sich durch pathologische molekulare und zelluldre Verdnderungen wie

Infarktexpansion, Myokardhypertrophie und -fibrose und Abnahme der Ventrikelwanddicke
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im infarzierten Gebiet aus. Die Kollagenfibrillen werden nicht optimal vernetzt und
unterliegen verstirkten Umbauprozessen, was durch die mechanische Belastung des
Herzschlages zu einer Verschiebung zueinander flihrt. Dies resultiert letztendlich zu axialer
Verldngerung der Infarktnarbe und Ventrikeldilatation, bis hin zu einem kardialen
Aneurysma, einer Aussackung der infarzierten Ventrikelwand. Chronische
Entziindungszustinde konnen weitere Apoptose/Nekrose der Kardiomyozyten nach sich
ziehen. Chronische Kollagendeposition fiihrt zur Beeintrachtigung der Kontraktilitdt und
Erhohung der Gewebesteifigkeit des Myokards. Letztendlich haben diese fortlaufenden
Beeintrachtigungen die systolische und diastolische Dysfunktion zur Folge und fiihren final
zur Herzinsuffizienz (FRANTZ et al. 2009, GERBER et al. 2016, LEE, W. W. et al. 2012,
NIAN et al. 2004, PFEFFER und BRAUNWALD 1990, RAMOS et al. 2016).

Die dem Auftreten des Remodelings zu Grunde liegenden Mechanismen werden in einem
Versagen der homdostatischen Regulation vermutet (FRANGOGIANNIS 2015, LATET et al.
2015). An dieser Stelle wird ndher auf die Heilungs- bzw. immunologischen Phasen

eingegangen (Abb. 2):

Inflammatorische Phase

Die ,,inflammatorische Phase* ist dabei die erste, ca. 3-4 Tage dauernde Periode. Sie zeichnet
sich durch eine sterile Entziindung und Leukozyteninfiltration aus. Den ersten
inflammatorischen Stimulus bilden dabei die von den nekrotischen Kardiomyozyten
ausgestolenen Alarmine, sog. ,,Damage-Associated Molecular Patterns® (DAMP). Diese
binden an Mustererkennungsrezeptoren bzw. ,,Pattern Recognition Receptors® auf
iiberlebenden Parenchymzellen und organstindigen Leukozyten und stimulieren das
angeborene Immunsystem. Klassische DAMPs sind dabei Adenosintriphosphat (ATP),
Doppelstrang-RNA, Hitze-Schock Protein 60 & 70 und High Mobility Group Box 1, die v.a.
an 7Toll-like Rezeptoren, Nucleotide-Binding Oligomerization Domain—Like Receptor und
Receptor for Advanced Glycation End-Products binden.

Dies hat vielfdltige Signalkaskaden zur Folge, besonders aber werden der Mitogen aktivierte
Proteinkinase- und ,,Nuclear Factor Kappa-Light-Chain-Enhancer of Activated B-Cells*-
Signaltransduktionsweg stimuliert.

Darauthin wird ein breites Sortiment an proinflammatorischen Genen exprimiert, was in der
Produktion von v.a. Interleukin(IL)-1, IL-6, IL-18 und Tumornekrosefaktor-o (TNF-a)
miindet, weiterhin Komplementfaktoren und Zelladhédsionsmolekiilen, wie ,,Vascular Cell
Adhesion Molecule®, ,Intercellular Adhesion Molecule® und Selektine. Zuséitzlich wird die

Leukodiapedese und -migration durch Chemokine gefordert. Monozyten, T-Zellen und
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neutrophile Granulozyten werden dabei dem Konzentrationsgradienten der Chemokine
folgend gesteuert (ARSLAN et al. 2011, DE HAAN et al. 2013, MANN 2011, NEWTON
und DIXIT 2012, NIAN et al. 2004).

Die Folge dieser komplexen Wechselwirkungen ist eine verstirkte Leukozyteninfiltration, die
die Entziindungsreaktion in einem positiven Wirkungskreis weiter verstirkt und einem
zeitlich fein abgestimmten Infiltrationsprofil folgt. Wiahrend die meisten neutrophilen
Granulozyten am dritten Tag im Myokard prédsent sind, liegt ihr relatives Maximum im
Verhiltnis zu der Gesamtheit der sich im Myokard befindlichen Leukozyten am 1. Tag und
fallt danach stark ab (YAN et al. 2013). In dieser Anfangsphase kommt es nach Freisetzung
von Proteasen und Oxidasen (Reactive Oxygen Species) durch die neutrophilen Granulozyten
zum Zellabbau durch Nekrose und Apoptose, was die Freisetzung weiterer DAMPs nach sich
zieht, nebst Phagozytose und proinflammatorischer Mediatoren durch Makrophagen (M®).
Vermutliche Funktion dieses Prozesses ist die Zersetzung und Phagozytose der nekrotisierten
zelluldren Strukturen und Debris, da es nach experimenteller Ablation von M® zu erhéhtem

Auftreten an Thrombembolien und Infarktexpansion kommt (FRANTZ et al 2013).

Proliferative Phase

Nach Bereinigung der Wunde von Zelltrimmern kann sich nun die zukiinftigen Narbe
ausformen. In dieser ,,proliferativen Phase® werden die proinflammatorischen Leukozyten
durch die Einwanderung antiinflammatorischer Subtypen ersetzt, die heilungsfordernde
Signalwege stimulieren und das Entstehen von Granulationsgewebe beeinflussen. Stérungen
in dieser Phase fithren in der Regel zu persistierenden Entzlindungszustinden, die fatale
gesundheitliche Folgen haben (NATHAN und DING 2010, YANG et al. 2000).

Eine besondere Rolle nehmen die M® ein, welche sich aus anfangs v.a. gewebsstindigen M®
und dann im Laufe der Inflammation aus infiltrierenden Monozyten, welche vor Ort zu MO
differenzieren, zusammensetzen (HEIDT et al. 2014). Der Ursprung dieser Monozyten liegt
im Knochenmark und der Milz (SWIRSKI et al. 2009). Zur Einteilung in
proinflammatorische und alternative/reparative Monozyten wird im Mausmodell in der Regel
die Oberflichenexpression des Markers Lymphocyte Antigen 6 Complex (Ly6C) zur Hilfe
gezogen (HORCKMANS et al. 2017). Wiahrend in der initialen inflammatorischen Phase
noch proinflammatorische Monozyten (Ly6Choch) einwandern und zu M® der
proinflammatorischen Polarisation differenzieren (,,M1°), kommt es nach ca. drei bis vier
Tagen zur Expression eines anderen Chemokinprofils und Infiltration einer phénotypisch
distinkten Subpopulation antiinflammatorischer Monozyten (Ly6Cniedrig) bzw. daraus
entstehender reparativer M® (,,M2-Typ*) (NAHRENDOREF et al. 2010). Deren Interaktionen

scheinen eher zu Fibrozyten- und Endothelzellen-Stimulation zu fithren, was die
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namensgebende Proliferation des Narbengewebes bewirkt. Dieser Prozess wird vermutlich
aufgrund der Phagozytose der nekrotischen Kardiomyozyten und apoptotischen neutrophilen
Granulozyten durch die M® verursacht (HORCKMANS et al. 2017). Jene schaffen folglich
ein heilungsforderliche Zytokin- und Wachstumsfaktorenmilieu durch immunsuppressive
Mediatoren, wie IL-10 (JUNG et al. 2017) und Transforming Growth Factor-B (TGF-f)
(HUYNH et al. 2002), und tragen zu Modifikation der extrazelluliren Matrix durch
Produktion von Matrixmetalloproteinasen und deren Inhibitoren bei (FRANTZ et al. 2013,
HILGENDOREF et al. 2014). IL-10 und TGF-$ werden auch von T-Helfer-Zellen sezerniert,
die in diesen Prozess parallel oder sogar in Wechselwirkung mit den M® &dhnliche
Funktionen zu iibernehmen scheinen (GROUX et al. 1997, OUYANG et al. 2011,
WEIRATHER et al. 2014).

Gerade die extrazelluldre Matrix scheint an dieser Stelle eine wichtige Signalfunktion zu
iibernehmen. Sie bildet die allumfassende Vernetzung der Zellen in zweierlei Sinne.
Einerseits ein permanentes strukturelles Gertist bietend, &dndert sich die extrazelluldre Matrix
dynamisch in ihrer molekularen Zusammensetzung und dient als damit andererseits als
Kommunikator entziindungsmodifizierender Signale durch Modifikation der Proteasen und
Wachstumsfaktoren durch sog. matrizelluldre Proteine (FRANGOGIANNIS 2012).

Die Auflosung der initialen Entziindungsreaktion héngt aber keineswegs lediglich von
phagozytotischen Automatismen ab. Innerhalb der letzten Dekade substanziierte sich die
Datenlage zur Involvierung der adaptiven Immunitit nach MI, welche direkt
immunsuppressiv einwirken kann. Deren Bedeutung scheint neben der Feinabstimmung
sowohl der angeborenen als auch der adaptiven Entziindungsantworten in der
Entziindungsresolution und Stimulation der Heilungsprozesse zu liegen. Dabei gerieten v.a.
Lymphozyten (HOFMANN und FRANTZ 2015, NUNES-SILVA et al. 2017) und speziell
deren immunsuppressives, regulatorisches T-Zell-Subset (Treg) in den Fokus, die nach EMI
eine heilungsforderliche Wirkung zeigen, indem sie u.a. die M1/M2 Polarisation der MO
beeinflussen (HOFMANN et al. 2012, TANG et al. 2012, WANG et al. 2016, WEIRATHER
et al. 2014).

Auf Phdanomen der physiologischen Autoimmunitit durch T-Zellen wird im Kapitel 2.3.5 und
2.4 genauer eingegangen.

Das Granulationsgewebe der fiir diese Phase namensgebende Proliferation wird durch
Myofibroblasten und neoangiogene Endothelzellen gebildet (REN et al. 2002). Die
Myofibroblasten entstehen dabei durch einen phénotypischen Wandel der kardialen
Fibroblasten hin zu stark sekretorischen Zellen, welche maligeblich an dem der Deposition
neuen Kollagens und dem Wiederaufbau der extrazelluliren Matrix beteiligt sind (ALI et al.

2014). Myofibroblasten sind durch enthaltenes ,,a-Smooth Muscle Actin" zur
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(Wund-)Kontraktion befdhigt und bilden einen Mischtypen zwischen Fibroblasten und
glatten Muskelzellen. Die Transition hin zu den Myofibroblasten wird durch ein ganzes
Netzwerk an Leukozyten reguliert, forderlich sind dabei u.a. TGF-B, IL4, IL-10, IL-13 und
Osteopontin (SHINDE und FRANGOGIANNIS 2014, VAN LINTHOUT et al. 2014).

Maturationsphase

Nach der ersten Woche beginnt die Wochen bis Monate dauernde Ausreifungsphase, in der
sich die Wunde reorganisiert, das Granulationsgewebe kontrahiert, die Anzahl der
Leukozyten graduell abnimmt und die Entziindungskaskade bei ungestortem Ablauf ihr
abschliefendes Ende findet (TAKEMURA et al. 1998). Vor allem die extrazelluldre Matrix
wird in dieser Phase in ihrer Komposition in einen ruhenden, dauerhaften Status {iberfiihrt,
indem die Kollagenfasern vernetzt und der mechanischen Belastung angepasst strukturiert
werden (ZIMMERMAN et al. 2001). Die Anzahl der Myofibroblasten reduziert sich, indem
sie in Apoptose iibergehen oder in einen stoffwechselinaktiveren Zustand wechseln (REN et
al. 2002). Die Regulierung dieser zur Homdostase fiihrenden Vorgéinge ist weitestgehend
unbekannt. Fehlsteuerung an dieser Stelle kdnnte zu chronischem Remodeling und Fibrose
des Myokards fiihren.
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Abbildung 2: Darstellung der Heilungsphasen nach MI

Das Entziindungsgeschehen nach einem MI involviert je nach Zeitphase verschiedene
Zellpopulationen. Die Aktivitdt der Leukozyten minimiert sich bei physiologischer
Ausheilung nach der proliferativen Phase. Im Falle einer pathologisch persistierenden
Entzlindungsaktivitdit kommt es zum Remodeling mit typischer Beteiligung bestimmter
Leukozytenpopulationen.

DZ=Dendritische Zellen, EZ=Endothelzellen, HI=Herzinsuffizienz, KM=Kardiomyozyten,
MFB=Myofibroblasten, MZ=Monozyten, NG=Neutrophile Granulozyten. (modifiziert nach
PRABHU und FRANGOGIANNIS 2016)
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2.3. T-Zellen
2.3.1. Die funktionelle Rolle der T-Zellen

Die T-Zellen bilden zusammen mit den B-Zellen das zelluldre adaptive Immunsystem, die
Lymphozyten. Durch ihren T-Zell Rezeptor (TZR) sind sie in der Lage AG zu erkennen, die
in Proteintaschen der major-histocompatibility-complex-Molekiile (MHC) auf
Zelloberflichen in Form von Polypeptiden prisentiert werden (RUDOLPH et al. 2006).
Hierbei unterscheidet man MHC-I, welche auf allen kernhaltigen Zellen vorzufinden sind,
und MHC-II, die lediglich durch ,,professionelle® Antigen-présentierende Zellen (APZ) in
ihre Zellmembran eingefiigt werden, also u.a. Dendritischen Zellen (DZ), Monozyten, M®
und B-zellen.

Die erste Aktivierung der T-Zellen erfolgt meist in sekunddren lymphatischen Organen, in
welche die im Blutkreislauf “patroullierenden” T-Zellen durch die Expression von L-Selektin
(CD62L) einwandern (VAN DEN BROEK et al. 2018). Eine T-Zelle bendtigt 2 Signale, um
dort auf ein AG zu reagieren: einerseits das zugehorige AG, welches in dem MHC prisentiert
wird und die Signaltransduktion iiber den TZR ausldst. Andererseits kann diese nur bei
Vorhandensein einer Kostimulation durch die APZ ausgefiihrt werden, was als Bestétigung
des Signals durch die Zielzelle dient. Die Kommunikation zwischen APZ und T-Zelle nimmt
ungefdhr 12 Stunden in Anspruch (MEMPEL et al. 2004). Die Kombination dieser Signale
determiniert, welches zelluldire Programm die T-Zelle anschlieBend ausfiihrt: Anergie,
Apoptose oder Aktivierung. Dabei unterteilt man in aktivierende (z.B. CD28, CD278
[inducible T-cell costimulator, ICOS] und CD134 [0X40]) und suppressive Kostimulatoren
(z. B. CD279 [programmed cell death protein 1, PD-1] und CD152 [cytotoxic T-lymphocyte-
associated protein 4, CTLA-4]) (SMITH-GARVIN et al. 2009). Eine ausbleibende
Kostimulation durch CD28 fiihrt die T-Zelle in die Anergie, einen Zustand der Inaktivitt.
Kommt hierbei noch eine suppressive Kostimulation wie durch PD-1 hinzu, geht die T-Zelle
in Apoptose iiber. Hierdurch wird ungewollten autoaggressiven T-Zell-Reaktionen
vorgebeugt (GANGULY et al. 2013). Bei aktivierender Kostimulierung proliferiert die T-
Zelle und exprimiert ein von dem kostimulatorischen Signal abhdngiges
Chemokinrezeptorprofil. Dem Konzentrationsgradienten der jeweiligen Chemokine folgend,
wandert die T-Zelle in das zugehdrige (entziindete) Gewebe ein und fiihrt je nach Typus ihre
jeweiligen Funktionen aus (MASOPUST und SCHENKEL 2013).

T-Zellen, die zuvor noch keine Aktivierung erfahren haben, werden als “naiv” bezeichnet. Sie
zeichnen sich durch eine geringe CD44- und eine hohe CD62L-Oberflichenexpression aus.
Durch Aktivierung und Proliferation im Rahmen eines inflammatorischen Prozesses

regulieren sie den Oberflichenmarker CD44 hoch und CD62L herunter. Fiir die Dauer ihrer
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Aktivitit werden sie als “Effektorzellen bezeichnet. Aus diesem Kompartiment
differenzieren sich in einem stochastischen Prozess die “Gedichtniszellen”. Die aktivierten
interagierenden Effektor-T-Zellen durchlaufen einen kollektiven kommunikativen Prozess
und ein Bruchteil der Zellen formt eine langlebige Subpopulation. Diese ermoglicht
zukiinftig eine schnellere Aktivierung und Proliferation dieses T-Zell-Klones (POLONSKY et

<

al. 2018). Dabei identifiziert man unter Gedichtniszellen einerseits “zentrale
Gedéchtniszellen”, welche CCR7, CD44 und CD62L exprimierend durch die Lymphknoten
zirkulieren (SALLUSTO et al. 1999). Nach Restimulation produzieren diese v.a. IL-2. Die
“Effektor-Gedichtniszellen” andererseits, welche sich in peripheren Geweben finden und
CD44, allerdings wenig CD62L und CCR7 exprimieren, produzieren nach Restimulation v.a.
IFN-y. Effektor-Gedichtniszellen, welche dauerhaft in bestimmten Geweben residieren,
werden als “tissue resident memory T cells” bezeichnet und zeichnen sich durch zusétzliche
CD69- und CD103-Expression aus (MUELLER et al. 2013).

Die Konfrontation mit dem zugehdrigen Antigen und darauffolgende Ausdifferenzierung der
Zellen wird als “Priming” bezeichnet.

Wenngleich T-Zellen in situ eine Vielzahl an feindifferenzierten Subtypen bilden und
vielfdltige Funktionen wahrnehmen, lassen sich in einem vereinfachenden Modell folgende

verschiedene T-Zell-Phénotypen unterscheiden:

2.3.2. Konventionelle T-Zellen

In ihrer proinflammatorischen Funktion grenzt sich der Grof3teil der T-Zellen von den
immunsuppressiven ab. Demzufolge fasst man diese Subtypen unter dem Sammelbegriff der

konventionellen T-Zellen (Tcon) zusammen.

T-Helfer Zellen

CD4+ ,,T-Helferzellen* (THZ) locken und beeinflussen iiber Zytokinsekretion und Zell-Zell-
Kontakte andere Leukozyten und iibernehmen eine wichtige Rolle bei der Koordination von
Immunreaktionen. Durch die Expression des Korezeptors CD4 binden THZ nur an MHC-II*+
Zellen (Abb. 3) (MALISSEN und BONGRAND 2015).

Erste phénotypische Unterschiede zwischen THZ wurden nach Isolation aus
unterschiedlichen Mausstimmen beobachtet. Kultivierte THZ aus C57BL/6 Maéusen
produzierten vornehmlich IFN-y, TNF-a und IL-12, aus BALB/c Miusen wurden v.a. IL-4,
IL-5 und IL-13 sezernierende THZ gewonnen. Aufgrund dieser unterschiedlichen

stammesabhédngigen Zytokinprofile unterschied man anfangs dementsprechend die

11
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Zellphanotypen in Thl- und Th2-Subtypen, welche letztendlich Extremformen der
funktionellen T-Zell-Polarisation darstellen (MOSMANN et al. 1986). Th1-Zellen sind in der
zelluldren Immunantwort involviert, indem sie {iber ihre Ausschiittung von IL-2, IFN-y und
TNF-a u.a. M® aktivieren. Diese reagieren iiber IL-12, TNF-a und Hochregulierung ihrer
kostimulatorischen Oberflichenmolekiile (CD40, CD80 und CD86) und der MHC-II. Die
anschlieBenden Funktionen der M® héngen stark von dem Kontext ab, in dem sie aktiviert
wurden. Dies reicht von der Phagozytose von Pathogenen oder infizierten Zellen bis hin zu
homoostatischen Funktionen im Rahmen der Heilung (CHOO et al. 2017, FRANTZ, Stefan
et al. 2013, GORDON und PLUDDEMANN 2017, UNDERHILL und OZINSKY 2002,
WEIRATHER et al. 2014). Vor allem die IFN-y Ausschiittung durch die Th1 garantiert durch
ein positives Feedback eine stabile zelluldre Immunreaktion (COSMI et al. 2014). Th2 l6sen
dahingegen eher eine humorale Immunantwort aus, indem sie mit B-Zellen kommunizieren.
Dies geschieht sowohl {iber Zytokine (IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 und IL-13), als auch direkt {iber
Zell-Zell-Kontakte (CD40/CD40L). B-Zellen exprimieren das zu dem B-Zell- und TZR
zugehorige Antigen auf einem MHC-II, wodurch die Bindung dieser beiden Zellen initiiert
wird. Uber die Interaktion des durch die B-Zelle exprimierten kostimulatorischen Proteins
CD40 mit CD40L der THZ und dessen IL-2 Produktion wird die B-Zelle letztendlich
stimuliert. Daraufthin durchliuft die B-Zelle Aktivierung, Proliferation, den Isotypen-Wechsel
der produzierten Antikdrper von IgM zu IgG, IgA oder IgE und die Ausdifferenzierung zur
Plasmazelle. Hierdurch ist eine effektivere Bekdmpfung und Opsonierung der Pathogene
moglich. Die kommunikativen Prozesse zwischen THZ und B-Zellen laufen weitestgehend in
den Keimzentren der Lymphknoten bzw. weillen Milzpulpa ab (KAWABE et al. 1994). Die in
diesem Rahmen produzierten Zytokine (v.a. IL-4 und IL-10) hemmen die Th1-Antwort und
M®-aktivierung (DUPAGE und BLUESTONE 2016).

Im Laufe der Zeit wurde die Charakterisierung dieser anfdanglichen Th1/Th2 Dichotomie
verfeinert und die Nomenklatur der unterschiedlichen THZ-Typen deren typischen
Zytokinsekretionsmustern und Zellfunktionen angepasst, wodurch weitere Subtypen, wie
Th3, Th9, Th17, Th22 und Thf (follikuldire THZ), identifiziert wurden (GOLUBOVSKAYA
und WU 2016, HARRINGTON et al. 2005, ZHU und PAUL 2008).

12
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Abbildung 3: Kostimulatoren der Interaktion einer THF mit einer APZ

Neben MHC-II und TZR finden sich kostimulatorische (CD28, CTLA-4 und CD40L) und
adhisive (CD2 und LFA-I1[Lymphocyte function-associated antigen 1]) Proteine auf der
Zelloberfliche der T-Zellen. Nach Stimulation durch die jeweiligen Liganden fiihrt die
spezifische Genexpression im Zellkern letztendlich zu Sekretion von Zytokinen. ICAM-
I=Intercellular cell adhesion molecule 1. (modifiziert nach ACTOR 2014)

13
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Zytotoxische T-Zellen

Aufgrund (viraler) Infektionen, Zellschiden oder onkologischer Prozesse dysfunktionale
Zellen werden durch CD8* “zytotoxische T-Zellen” (ZTZ) im Zell-Zell-Kontakt zerstort.

Die Aktivierung und Reifung erfolgt durch die Erkennung des zugehdrigen Antigens auf
MHC-I, auf welche die ZTZ durch ihren Korezeptor restringiert sind. MHC-I kommen auf
allen kernhaltigen Korperzellen vor (MALISSEN und BONGRAND 2015). Auch hierbei
muss das antigene Signal gleichzeitig iiber die Kostimulierung durch die Zielzelle bestitigt
werden. Diese erfolgt iiber Bindung von CD28 an CD80/86 der MHC-I exprimierenden
Zelle. AnschlieBend schiittet die an die Zielzelle eng gebundene ZTZ Granula aus, welche
Perforine, Granzyme und Granulysin enthalten (DOTIWALA et al. 2016, MARTIN et al.
1996). Das Perforin perforiert die Plasmamembran der Zielzelle enzymatisch und schafft
einen Zugang fiir die Granzyme und Granulysin. Diese proapoptotischen Proteasen
diffundieren in das Zytosol der Zielzelle und losen iiber Caspase-aktivierte DNAsen den
programmierten Zelltod aus. Einen weitereren, rezeptormediierten Weg der
Apoptoseinduktion stellt der Fas/FasL-Signalweg dar (SHARAPOVA et al. 2017). Sofern die
Zielzelle den Todes-Rezeptor Fas exprimiert, kann die ZTZ iiber Expression des Fas-
Liganden den “death-inducing signaling complex” aktivieren, wobei auch hier letztendlich
eine Caspase-mediierte Aktivierung der DNAse zur Degradation der Zielzellen-DNA und
Membranbldschenbildung fithrt (COLEMAN et al. 2001, SALVESEN 2002).

2.3.3. Regulatorische T-Zellen

Das regulatorische Subset der THZ supprimiert bzw. reguliert die zellulir mediierte
Immunantwort (JOSEFOWICZ et al. 2012, SCHULZE et al. 2016, WEIRATHER et al.
2014). Die Tregs verhindern v.a. iiberschieBende immunologische Reaktionen, z.B. indem sie
das Priming naiver T-Zellen durch APZ beeinflussen, indirekt tiber IL-10 und TGF-f, oder
direkt tiber CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocyte antigen 4) und TIGIT (T cell immunoreceptor
with Ig- and immunoreceptor tyrosine-based inhibition motif-domains). Diese beiden
immunsuppressiven Kostimulatoren iiben eine regulatorische Funktion aus, indem sie bei
Interaktion mit DZ deren IL-10 und TGF-B-Produktion anregen und CD80/86-Expression
herunterregulieren (WING und SAKAGUCHI 2010, YU et al. 2009). Uber CD39 und CD73
exprimieren Tregs 2 Ektoenzyme, die in den Adenosinstoffwechsel eingreifen
(BORSELLINO et al. 2007, DEAGLIO et al. 2007). Neben der direkten Suppression anderer
Leukozyten sind die Tregs an Signalkaskaden in Wachstums- und Heilungsvorgingen

beteiligt, wie der oben erwdhnten Polarisation von M® und Aktivierung von regenerativen
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Signaltransduktionswegen (WEIRATHER et al. 2014). Die grundlegende Rolle der Tregs lie3
sich in vielen Geweberegenerationsmodellen darstellen, wie z.B. in Myokard, Skelettmuskel,
Lunge und ZNS. Einer der involvierten Mechanismen ist die Sekretion von Amphiregulin
durch Tregs, welches auf die gewebestindigen Vorlduferzellen heilungsforderlich einwirkt
(ARPAIA et al. 2015, BURZYN et al. 2013, HUI et al. 2017, RAPOSO et al. 2014).

Eine besondere Relevanz in autoimmunen Prozessen und Heilung erhalten Tregs durch die
Beobachtung, dass Foxp3* und Foxp3- CD4* T-Zell Subtypen verschiedene, wenn auch
iiberlappende T-Zell-Rezeptor-Repertoires exprimieren. FoxP3+ T-Zellen reagieren dabei
vermehrt und bei einem niedrigeren Aktivierungsschwellenwert als Foxp3~auf Autoantigene.
Dies fiihrt zu einer hoheren Wahrscheinlichkeit der Interaktion mit korpereigenen AG
(HSIEH et al. 2004, NUNES-SILVA et al. 2017, PACHOLCZYK et al. 2006,
PACHOLCZYK und KERN 2008).

1995 wurden Tregs erstmals als CD4+CD25* immunsuppressive T-Zellen beschrieben
(SAKAGUCHTI et al. 1995). CD25 ist die a-Kette des IL-2 Rezeptors und auf aktivierten T-
Zellen, v.a. aber auf Tregs exprimiert. 2001 wurde der FoxP3 Transkriptionsfaktor bei dieser

Zelllinie durch BENNETT et al. zur immunologischen Identifizierung entdeckt.
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2.3.4. Der T-Zell-Rezeptorkomplex

Das TZR-Repertoire kann als Kollektiv praktisch alle existierenden AG erkennen. Dies ist
iiber eine immense Zahl einzigartiger TZR mdglich, die in ihrem Aufbau dem AG-bindenden
Fragment der Antikorper dhneln. Bei dem im fiir die 7-Zellen namensgebenden 7hymus
stattfindenden Prozess der somatischen Rekombination werden die fiir den TZR codierenden
genetischen V-(Variable), D-(Diversity), und J-(Joining)-Segmente zufidllig rekombiniert.
Dieser Vorgang wird durch die Rekombinasen RAG1 und RAG2 (,,recombinase activating
gene®) vermittelt (DAVIS 1990, SCHATZ und JI 2011). Der Organismus verfiigt dabei
jeweils tliber eine Vielzahl an VDJ-Segmenten, dhnlich einer Bibliothek an Vorlagen, aus der
in einem stochastischen Prozess in jeder entstehenden T-Zelle eine Auswahl getroffen wird.
Der Rest der nicht selektierten VDJ-Semente wird aus der DNA der jeweiligen Zelle entfernt.
Die iibrig gebliebenen Segmente bieten die Grundlage fiir die Proteinexpression des TZR.
Das Resultat sind 1015 mdglichen Rekombinationen bzw. einzigartige Rezeptoren. Allerdings
besteht das TZR-Repertoire letztendlich aufgrund systematischer und selektiver Prozesse aus
lediglich ca. 108 TZR (MADI et al. 2014). Die somatische Rekombination ist ein seltenes
Beispiel der zielgerichteten DNA-Sequenzidnderung in einer somatischen Zelle.

Der so entstandene TZR ist ein membranstindiges heterodimeres Protein, das in einem
Komplex aus Korezeptoren eingebettet ist. Neben CD3 und den {-Ketten finden sich Subtyp-
spezifisch CD4 oder CD8 (Abb. 3) (MALISSEN und BONGRAND 2015, RUDOLPH et al.
20006).

Die AG-bindende Doméne (,,Complementarity Determining Region*, Abb. 4) des TZR ist aus
zwei zu der Immunoglobulin-Superfamilie gehdrigen Untereinheiten aufgebaut: entweder der
a- und B-Kette oder der y- und d-Kette, letztere machen allerdings nur einen Bruchteil des
TZR-Repertoires aus (DAVIS 1990).

Ihrerseits sind diese Ketten aus somatisch rekombinierten V(D)J Segmenten
zusammengesetzt. Die a- und y-Ketten bestehen jeweils aus V- und J-Segmenten, die - und
d-Ketten aus V-, D- und J-Segmenten (Abb. 4).

Das unverdnderliche C(Constant)-Segment dient mit Transmenbrandomidnen der
Verkankerung in der Zelle, wo der TZR noch mit 4 weiteren Ketten des CD3-
Molekiilkomplexes assoziiert ist. Die CD3y-, CD36-, und 2 CD3¢-Ketten sind sich dhnelnde,
evolutiv hochgradig konservierte Proteine, ebenfalls ein Teil der Immunoglobulin-
Superfamilie und fiir eine effektive Weiterleitung der Signalkaskade nach TZR-Bindung
zustindig (CALL et al. 2002).

Zusammen mit dem TZR und CD3 bildet die beiden (-Ketten/CD267, die ebenfalls die

Signaltransduktion unterstiitzen, den TZR-Komplex.
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Die Bindung zwischen TZR und zugehorigen AG zeichnet sich durch niedrige Affinitét aus.
Dies &duBlert sich in der ,,Degeneration® der Selektivitit, d.h. ein TZR kann mit
unterschiedlichen Bindungsstirken mit einer Vielzahl verschiedener AG, das selbe AG
wiederum mit mehreren TZR interagieren (SUN et al. 2017). Folglicherweise beobachtet man
ein multireaktives Verhalten des T-Zell-Kompartiments, welches maligeblich von der

jeweiligen Kostimulation und dem Zytokinmilieu abhéngt.

17



LITERATURUBERSICHT

MHC-II AG-Présentierung T-Helfer-Zelle

TZR

Peptid-
bindungs-
furche

Peptid-bindende
Region (13-25
AS Polypeptid)

MHC-II

CD4-
Bindestelle

\mmmmmm——————————

transmenbran Region
Zell-
4 membran

zytoplasmatische
Region

Abbildung 4: Aufbau des T-Zell Rezeptors und des MHC-II

Die Interaktion einer CD4+ THZ mit einer APZ beruht auf der Affinitdt der nicht-kovalenten
makromolekularen Bindung zwischen dem in der Peptidbindungsfurche des MHC-II
présentierten Epitop und den CDR des TZR. Wie hier zu sehen, ist der TZR aus jeweils einer
a- und B-Kette aufgebaut, deren V-Doménen an den MHC-II binden. Die hypervariablen
CDR3 Segmente des TZR tragen den groBten Teil zu dessen Antigenspezifitit bei. Die CD4-
Bindungsstelle verursacht die Restriktion der THZ auf MHC-II Molekiile.

AS=Aminosduren, CDR=Complementarity Determining Region/Antigen-bindende Doméne.
(modifiziert nach ACTOR 2014)
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2.3.5. Genesis und Toleranz des T-Zell Kompartiments

Héamatopoetische Stammzellen besiedeln den Thymus und differenzieren dort zu den
Progenitoren der T-Zellen, den ,,early T-lineage progenitors“ oder Thymozyten. Die daraus
entstehenden unreifen T-Zellen durchlaufen im Zuge ihrer Ausreifung mehrere Stadien,
welche iiber die Expression der Oberflichenmarker diskriminiert werden und wéhrend derer
die V(D)J-Rekombination stattfindet. An dem Ende der Thymopoese wandert die ausgereifte
T-Zelle aus der Medulla des Thymus iiber den Blutkreislauf in den gesamten Organismus.
Mit dem Erreichen der Geschlechtsreife bildet sich der Thymus nach und nach zuriick, sodass
im Laufe des adulten Lebens immer weniger naive T-Zellen produziert werden, was die
immunologische Situation des T-Zell-Kompartiments mit der Zeit umkehrt: in jungen Jahren
besteht es vorwiegend aus naiven Zellen, denen wenige Gedéchtniszellen und sehr wenige
Effektorzellen gegeniiberstehen. Dahingegen iiberwiegen im spéten adulten Stadium die
Effektorzellen, nebst weniger Gedédchtniszellen und sehr wenigen naiven Zellen. Auch die
Zahl der Lymphozyten nimmt im Alter durch die Involution des Thymus und des
Knochemarkes ab, auch als altersbedingte Leukopenie bezeichnet. Méuse haben im Vergleich
zum Menschen eine spiter einsetzende thymale Riickbildung (NIKOLICH-ZUGICH 2014).
Die immunologischen Defizite, die mit dem Altern auftreten, werden auch als
Immunoseneszenz bezeichnet (RAMOS et al. 2017).

Selektion und zentrale Toleranz

Die anfangs CD4/CD8-doppelnegativen Zellen befinden sich im Cortex des Thymus und
durchlaufen die Rekombination fiir die B-Kette. Diese wird mit einer Vorldufer-a-Kette
gepaart und auf ihre Funktionalitdt, ein Heterodimer zu bilden und sich auf der
Zelloberflache in die Korezeptoren einzufiigen, iiberpriift (S-Selektion). Die Zellen, deren
rekombinierte B-Kette dazu in der Lage ist, entwickeln sich weiter und rekombinieren die VJ-
Segmente fir die a-Kette, welche sich mit der B-Kette zu dem finalen Heterodimer
zusammenfiigt und in den TZR-Komplex integriert. Ab diesem Zeitpunkt sind sie CD4/CD8-
doppelpositiv und koénnen mit beiden MHC interagieren. Ist der entstandene of-TZR
funktional und geht eine Bindung mit MHC-I oder II ein, erhélt die Zelle demzufolge Signale
und proliferiert weiter, wihrend ein dysfunktionaler TZR-Komplex aufgrund der Inaktivitét
zur Apoptose fiihrt (Positivselektion) (STARR et al. 2003).

Daraufhin differenzieren sich die doppeltpositiven Zellen in einfachnegative Zellen, abhédngig
an welche der beiden MHC-Klassen sie binden konnen und wandern in die Medulla des
Thymus ein, wo die Negativselektion stattfindet (ZERRAHN et al. 1997). Hierbei werden

unter Aktivierung des Expressionsfaktors Aire und Fezf2 auf den medulliren Epithelzellen
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und DZ die meisten periphere-Gewebe AG prisentiert, sodass die maturierenden und
potentiell autoreaktiven T-Zellen mit Autoantigenen aus dem gesamten Organismus
konfrontiert werden (MATHIS und BENOIST 2009, TAKABA et al. 2015). Alle Klone, die
eine starke Affinitdt aufweisen und somit autoaggressives Potential innehaben, werden zur
Apoptose gebracht. Klone mit mittlerer Affinitit zu Autoantigenen werden vermutlich
regulatorische T-Zellen, wobei eine niedrige bis nicht vorhandene Affinitit zur
Difterenzierung zu Tcon fiihrt. Die durch den 1-2 Wochen dauernden Prozess der medulldren
Negativselektion ausbleibende Autoaggression wird auch als zentrale Toleranz bezeichnet,
wobei ,,natiirliche Tregs entstehen, auch nTregs genannt (LEE, H. M. et al. 2012).

Am Ende der Selektionsprozesse verlassen ca. 1 - 2 % der urspriinglich entstandenen T-
Vorlauferzellen den Thymus, der Rest wurde aufgrund dysfunktionaler TZR oder zu hoher
Aviditdt ggii. Autoantigenen in den apoptotischen Zelltod geleitet. Das T-Zell Kompartiment
eines Organismus ist somit optimalerweise frei von Autoaggressivitit, die weitestgehend

einzigen T-Zellen, die durch Autoantigene aktiviert werden, sind somit Tregs.

Periphere Toleranz, Deletion, Konversion, Suppression und Anergie

Trotz der Negativselektion kann es z.B. durch fehlende Expression eines Antigens im
Thymus mit geringer Wahrscheinlichkeit zur Auswanderung von autoaggressiven Klonen
kommen. Diese werden dann durch die periphere Toleranz reguliert, einem komplexen
Prozess, der neben lokalen Tregs von tolerogenen APZ abhéngt. So sind unreife DZ in der
Lage, wihrend sie AG aus den normalen Zellumbauprozessen nicht entziindeter Gewebe in
sekundiar lymphatischen Organen prasentieren, nach Bindung einer T-Zelle diese zu
deletieren. Folglicherweise wird diese in Apoptose iiberfiihrt oder {iber Stimulation von
Kostimulatoren, wie PD-1 und CTLA-4, in eine induzierte Treg (iTreg) konvertiert (CHOO et
al. 2017, SCHMITT und WILLIAMS 2013). CD272*DZ (B- and T-lymphocyte attenuator
protein-positiv) scheinen hierfiir pradisponiert zu sein (JONES et al. 2016). Sobald allerdings
eine Entzlindung auftritt, reifen die DZ und fordern eine aggressive Immunantwort (TAN und
O'NEILL 2005, VAN DER BORGHT et al. 2017). Die mal3gebliche Rolle der DZ bei der
Aufrechterhaltung der peripheren Toleranz zeigt bei transgenen Mausen die systemische
Depletion von DZ mittels Diphteriatoxin, welche zu spontaner AIM fiihrt (MANN et al.
2016).

Tregs sind direkt in der Lage, andere reaktive Lymphozyten in ihrer Aktivitit zu hemmen und
filhren zur Suppression. Bei TZR-abhingiger Stimulation schiitten sie u.a. IL-10 und TGF-3
aus und beeinflussen auch direkt iiber Zell-Zell Kontakte. (LEVINE et al. 2014). IL-2, auch
als T-Zell-Wachstumsfaktor bekannt, wird durch die Tregs durch Hochregulation derer IL-2-
Rezeptoren bzw. CD25 gebunden und aktiviert so nicht Tcon in der Umgebung. Weiterhin

20



LITERATURUBERSICHT

erfolgt immunsuppressives Signaling seitens der Tregs iiber CTLA-4 und TIGIT
(JOSEFOWICZ et al. 2012, YU et al. 2009).

Eine T-Zelle kann in den Zustand der Unstimulierbarkeit, der Anergie, iiberfiihrt werden,
indem sie an eine APZ iiber den TZR bindet, ohne iiber die entsprechenden auf der
Zelloberfldche exprimierten Kostimulatoren aktiviert zu werden. Diese werden in erster Linie
in einem inflammatorischen Kontext exprimiert, ein Mechanismus, der immunologische
Aggressivitit auf ein Entziindungsgeschehen begrenzt. Anergie wird v.a. durch AG ausgelost,
mit denen T-Zellen durchgehend konfrontiert werden, wie z.B. aus der Kommensal-

mikrobiota, Umweltantigenen oder Autoantigenen.

Diese vier Mechanismen fithren einerseits zu einer austarierten Homoostase, die ein
physiologisches Gleichgewicht zwischen Reaktivitit (wie z.B. gegen Pathogene) und
Toleranz (wie gegen Autoantigene oder harmlose Umweltantigene, Nahrung,
Kommensalmikrobiota und deren Stoffwechselprodukte) bewahren. Die Komplexitit der
Regulation macht sie andererseits anféllig fiir Stérungen, sodass Autoimmunerkrankungen,
allergische und chronisch-entziindliche Krankheiten vermutlich auf ein Zusammenbrechen
der peripheren Toleranz zuriickzufiihren sind.

Welcher Mechanismus letztendlich bei einer der peripheren Toleranz unterliegenden T-Zelle
ausgelost wird, hdngt von der Intensitit der TZR-Bindung, der Effektivitit und
Zusammensetzung der Kostimulation und weiteren immunologischen Effekten, wie
Stimulation durch TGF-8 oder IL-10, ab (JOSEFOWICZ et al. 2012).
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2.3.6. T-Zellen im Myokardinfarkt

Aufgrund der schieren Masse der Leukozyten des angeborenen Immunsystems beschrankte
sich die Forschung anfangs groftenteils auf neutrophile Granulozyten und M® im Kontext
des Myokardinfarktes. Dennoch hat man, obwohl sie nur einen Bruchteil der Zellen im
Entziindungsgeschehen ausmachen, mittlerweile die Bedeutung der T-Zellen fiir die effektive
Heilung post MI erkannt. Nachdem anfangs in kutanen Wundheilungsmodellen die Relevanz
von Lymphozyten realisiert wurde (ASHCROFT et al. 2000), richtete man auch im
kardiologischen Kontext die Aufmerksamkeit darauf (ERTL und FRANTZ 2005,
FRANGOGIANNIS et al. 2002). 2012 konnten RAMOS et al. Immunisierungseffekte
beziiglich der Heilung ischdmischer Herzschidden nachweisen und somit eine Beteiligung von
Lymphozyten darstellen. HOFMANN et al. wiesen 2012 einen positiven Effekt von CD4+ T-
Zellen auf das Uberleben und die Heilung nach einem EMI im Mausmodell nach, wobei
folgende Arbeiten das Treg-Kompartiment hauptverantwortlich fiir die heilungsfoérderlichen
Effekte machten (TANG et al. 2012). WEIRATHER et al. zeigten 2014 in einem
Depletionsexperiment, in dem die Tregs der Maiuse einen Diphteriatoxinrezeptor
exprimierten, dass das regulatorische T-Zell-Kompartiment mechanistisch fiir die
vorteilhaften Effekte verantwortlich ist. Als heilungsforderliche Zytokine wurden v.a. TGF-
B1, IL-10 und IL-13 identifiziert. Sie polarisieren M® hin zu einem anti-inflammatorischen,
Osteopontin und Transglutaminase Factor XIII sezernierenden Phénotyp, der
Kollagendeposition und Wundstabilisation unterstiitzt. Zusétzlich reduzieren Tregs die
leukozytére Infiltration des infarzierten Myokards, v.a. vermindern sie die Quantitéit der Tcon
und modifizieren deren Qualitdt durch Reduktion des proinflammatorischen TH1-Typs. Die
Aktivierung der T-Zellen findet dabei in den Herz-drainierenden mediastinalen Lymphknoten
statt.

Zudem modulieren Tregs Fibroblastenphdnotyp und -funktion (SAXENA et al. 2014) und
sind sogar in der Lage, eine gewisse regenerative Kapazitit in den Kardiomyozyten zu
stimulieren (ZACCHIGNA et al. 2018).
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2.4. Antigenspezifitit und Autoimmunitit im Myokardinfarkt

Mit der nachgewiesenen Beteiligung von T-Zellen bzw. Tregs stellt sich die Frage nach dem
bzw. den zugehorigen AG, welche den TZR-abhingigen Signalweg auslosen. Grundsétzlich
sind alle im Herzen vorkommenden Antigene in der Lage, nach Prisentation durch MHC-II
auf APZ T-Zellen zu aktivieren. Vermutlich reagiert auch eine Vielzahl an autoreaktiven T-
Zellen bzw. Tregs im Zuge der Homdostase oder Entziindung auf einen ganzen Pool an
Autoantigenen. Dennoch deutet sich mit der Kombination des pathologischen Auftretens der
Herzinsuftizienz (durch eine persistierende Entziindung) und der Sonderrolle der T-Zellen in
diesem herzspezifischen Prozess die Involvierung herzspezifischer Antigene an. 28 Gene
werden im Herzen laut dem “human protein atlas consortium” spezifisch exprimiert, definiert
als eine mindestens fiinffach hohere Expression der zugehorigen mRNA Level im Myokard
als in allen anderen Geweben des Korpers (UHLEN et al. 2015). Darunter befinden sich
Gene fiir Sarcomer-Elemente (Myosin Heavy Chain 6, Myosin Light Chain 4 & 7, Myosin
Binding Protein C3, Alpha-Aktin 1, Troponin 13, Troponin T2) und Rezeptoren (Cholinergic
Receptor Nicotinic Epsilon Subunit, Ryanodine Receptor 2). Interessanterweise stellt das
KM, welches ein Produkt des Myosin Heavy Chain 6 ist, eine besondere Isoform des
muskuldren Myosins dar, von dessen B-Form es sich in lediglich 7 % seiner
Aminosédurensequenz unterscheidet (LV und LIPES 2012). Es tritt aus infarziertem Myokard
aus und ist folglich im Serum nachweisbar (LEGER et al. 1985, VAN DER BORGHT et al.
2017).

Bereits 1987 identifizierten NEU et al. das KM als Kandidatenantigen, da nach virus-
bedingter AIM herzspezifische Myosinantikorper zirkulieren und in Adjuvans adsorbiertes
KM in pradisponierten Mausstimmen eine AIM auszulsen in der Lage ist. Diese AIM wird
maBgeblich von CD4+ T-Zellen mediiert (SMITH und ALLEN 1991). PUMMERER et al.
identifizierten 1996 die besonders immunogenen Aminoséurensequenzabschnitte des KM,
MYHCAs14-643. Die zentrale Toleranz wird zudem noch durch die fehlende Expression von
KM im menschlichen und murinen Thymus beeintrachtigt, was autoimmune Reaktionen
begiinstigt (LV und LIPES 2012). Im Herzen ist sowohl nach Entziindung als auch im
physiologischen Ruhezustand eine Expression von MYHCA auf APZ nachweisbar, was fiir
eine physiologische Autoreaktivitit spricht (SMITH und ALLEN 1992), genauso wie das
Vorhandensein von KM-AK bei gesunden Menschen und Nagern (O'DONOHOE et al. 2016).
Im gesunden Herzen beeinflussen MYHCA-spezifische Tregs die Aufrechterhaltung der
peripheren Toleranz und werden nach EMI spezifisch aktiviert (VAN DER BORGHT et al.
2017).
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Interessanterweise erweisen sich in mehreren experimentellen Modellen Lymphozyten von
grundlegender, aber auch ambivalenter Bedeutung, was fiir die komplexe und
milieuspezifische Rolle der Autoimmunitét spricht (BOAG et al. 2015, KALLIKOURDIS et
al. 2017, KEPPNER et al. 2018, MATHES et al. 2016, NEVERS et al. 2015). In dieser Arbeit
stellt der Begriff ,,Autoimmuniit* einen Uberbegriff dar und beinhaltet sowohl die

physiologische Autoreaktivitét als auch die pathologische Autoaggression.

2.5. Zielstellung der Studie

Zweck dieser Studie war die Aufklarung der Rolle Autoantigen-spezifischer T-Helfer-Zellen
in der Heilung nach einem Herzinfarkt. Da MYHCA ein bedeutsames Kandidatenantigen
autoimmuner Prozesse post-MI darstellt, sollten MYHCAe14-629 spezifische transgene T-
Zellen (TCR-M) nach EMI in ihrem Verhalten charakterisiert werden. Dafiir wurden die
Verteilung der TCR-M im Mauskorper und deren Phénotyp untersucht, ferner der Einfluss

auf Herzfunktionsparameter wiahrend der Heilung der Infarktschiaden.

24



MATERIAL UND METHODEN

3. Material und Methoden

3.1. Versuchsaufbau

Fir die Untersuchung KM-spezifischer autoreaktiver T-Zellen wurde ein transgenes
Mausmodell gewéhlt, welches sich durch ein monoklonales KM-spezifisches TZR-Repertoire
auszeichnet. Die CD4* T-Zellen dieses Stammes (TCR-M) wurden per adoptiven Zelltransfer
vor Auslosung eines EMI durch permanente Ligatur eines Herzkranzgefdles in Wildtyp
(WT)- oder transgene DOI11.10-Empfiangemaéuse iibertragen. DO11.10 Méuse wurden
aufgrund ihres ebenfalls monoklonalen CD4* TZR-Kompartiments gewihlt. Dieses ist
Ovalbumin-spezifisch, ein in der Maus nicht vorkommendes Antigen. Die Verteilung und
Differenzierung der endogenen und transferierten T-Zellen wurde mittels Fluorescence-
Activated Cell Sorting (FACS) und Light-Sheet Flourescence Microscopy (LSFM) analysiert.
Echokardiographie wurde fiir die Identifikation des klinischen Phénotyps der Maéuse
herangezogen. Die Auswertung der US-Daten wurde verblindet durchgefiihrt.
Ausschlusskriterien wurden a priori bestimmt, abhingig von der Herzfrequenz wéhrend
echokardiographischer Aufnahmen (Herzfrequenz zwischen 450 und 550 Schlige pro
Minute) und FACS Ausbeuten, deren Zellzahl zu gering fiir belastbare Schliisse sind.
Ausreifler wurden nicht von statistischen Analysen ausgeschlossen. Alle Tierversuche wurden
durch das Landesverwaltungsamt Sachsen-Anhalt (Halle (Saale), Aktenzeichen
42502-2-1331-MLU, Bewilligung am 8.10.2015) genehmigt und entsprachen den Richtlinien
der Gesellschaft fiir Versuchstierkunde (GV-SOLAS) und Federation for Laboratory Animal
Science Associations (FELASA) (GUILLEN 2012, HENKE et al. 2015, VOIPIO et al. 2008).
Fiir das Studiendesign und die Durchfiihrung wurden die PREPARE-Richtlinien angewandt
(SMITH et al. 2018), des Weiteren wurde sich bei Auswertung und Datenerfassung an den
ARRIVE-Richtlinien (KILKENNY et al. 2010) orientiert.

3.2. Versuchstiere

Die Miuse wurden in der zentralen Tierhaltung des Zentrums fiir medizinische
Grundlagenforschung der Martin-Luther-Universitdt Halle unter spezifisch pathogenfreien
(SPF) Konditionen bei 12 Stunden (6:00 bis 18:00 Uhr Tageszeit) hell-dunkel Zyklus
gehalten. Das Standardfutter stand ad libitum zur Verfiigung. Die Mause wurden im Alter von
8-12 Wochen in die Versuche aufgenommen, TCR-M Donortiere waren maximal 6 Monate
alt. Méannliche WT-BALB/c-Miause wurden von Charles River (Wilmington, USA, Stamm
Nr. 028) bezogen. TCR-M Miuse (NINDL et al. 2012), die ausschlieBlich einen fiir Klasse-
[I-restriktives KM-Peptid (MYHCAg14-620) spezifischen transgenen TZR exprimieren,
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entstammten der eigenen Zucht. Alle TCR-M exprimierten CD90.1 (Thy 1.1), wéahrend die T-
Zellen aller anderen Stimme auf durch CD90.2 (Thyl.2) identifizierbar waren. DO11.10
Mause, welche sich ebenfalls durch ein monoklonales TZR spezifisch fiir Ovalbuminss-339
auszeichnen, wurden von Jackson (Bar Harbor, USA, Stamm Nr. 003303) erworben. Alle
Stimme teilten den selben BALB/c-Hintergrund, sodass sie das gleiche MHC-Profil
aufwiesen. Dadurch wurde sichergestellt, dass die TCR-M in den Versuchen den gleichen
MYHCA-Fragmenten ausgesetzt waren. Die Miuse wurden in Gruppen von 2-6 Individuen

und nach Transport mind. 7 Tage zur Gewohnung an die neue Umgebung gehalten.

3.3. Organentnahmen

Nach zervikaler Dislokation und Ganzkorperperfusion mittels PBS (Biochrom, Berlin,
Deutschland) wurden die Organe unmittelbar entnommen und in eiskalter BSS/BSA (steriler
Hanks’ Balanced Salt Solution mit Phenolrot [Biochrom] mit 1 % [Masse/Vol.] Bovinem
Serum Albumin [Fa. Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland]) fiir die zeitnahen ex vivo Analysen
bei 4°C in Rohrchen (Tube 10 mL 100x16PP, Sarstedt Pty Ltd, Mawson Lakes, USA)
gelagert. Sofern nicht anders erwihnt, wurden alle im Methodenteil beschriebenen Proben
immer in gleichen Réhrchen auftbewahrt. Es wurden Herz, Milz und Kniefaltenlymphknoten
(Lymphonodi subiliaci, si-LN) entnommen, weiterhin die mediastinalen, herzdrainierenden
Lymphknoten (Lymphonodi mediastinales craniales, med-LN), welche sich kraniodorsal des
Herzens parallel zu den Venae cavae craniales befinden. Normalerweise liegen 2-3
nebeneinander und sind nach EMI v.a. auf der rechten Korperseite vergrof3ert.

Fir die THZ-Aufreinigung zwecks Zelltransfers wurden oberflichliche und profunde
Achsel-, des Weiteren Kniefalten-, Kiefer-, oberflichliche Hals-, Mediastinal- und
Kniekehlen-Lymphknoten nebst der Milz extrahiert.

3.4. Adoptiver CD4+ T-Zell Transfer
Thyl.1* TCR-M wurden einen Tag vor der Operation (OP) in syngene Thyl.2* WT-

Rezipienten transferiert. Hierfiir wurden den Méusen aseptisch Milz und Lymphknoten
entnommen und in eiskaltem BSS/BSA gelagert. Zellsuspensionen wurden iiber
Durchpressen der Lymphorgane durch einen 30 um Filter (Miltenyi Biotec, Bergisch-
Gladbach, Deutschland) mittels eines 5 mL Spritzenkolbens (Inject, B. Braun) erzeugt. Das
Filternetz wurde dabei mehrmals mit BSS/BSA gespiilt. Milzen unterliefen hiernach einen
Erythrozytolyseschritt (RBC lysis buffer 10x concentrate, Biolegend, San Diego, USA) durch
2 miniitige Inkubation in einfach konzentriertem Lysis Puffer (1:9 in PBS). Alle

Zellsuspensionen wurden nun bei 300 G fiir 5 min zentrifugiert (3-18K Laborzentrifuge,
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Sigma, Osterode am Harz, Deutschland), der Uberstand abgegossen (wie auch nach allen
folgenden Zentrifugationsschritten) und in frischem BSS/BSA resuspendiert. AnschlieBend
durchliefen die CD4+ T-Zellen einen Negativselektionsprozess durch Magnetic Cell Sorting
(MACS® CD4* T cell Isolation Kit mouse, Miltenyi Biotec), bei dem alle sonstigen
Zellpopulationen durch magnetisch gekoppelte Antikorper (beads) markiert und in einer
Durchflusssdule in einem magnetischen Feld gebunden wurden. Der praktisch ausschlie8lich
aus CD4+ Zellen bestehende Sidulendurchfluss wurde aufgefangen, zentrifugiert (300 G,
5 min) und in sterilem PBS bei einer Konzentration von 2x107 Zellen pro mL resuspendiert.
Jedes Empfangertier erhielt 5x10¢ Zellen in 200ul intraperitoneal mittles einer ImL Spritze
(B.Braun, Melsungen, Deutschland) und 26 Gauge Kaniile (B.Braun). Die Phénotypisierung
der TCR-M beziiglich Reinheit und der Zellpopulationsanteile (CD44+ und FoxP3*) zum
Zeitpunkt der adoptiven Transfers und der Endpunktanalysen erfolgte mittels FACS, wobei
die TCR-M iiber den Thyl.1 Oberflichenmarker diskriminiert wurden.

Um die antigenspezifischen Effekte der THZ im funktionalen Kontext post-EMI zu
charakterisieren, wurden DO11.10 Empfangertieren 107 THZ (TCR-M vs. DO11.10) unter

Verwendung des gleichen Protokolls transferiert.

3.5. Fluorescence-Activated Cell Sorting

FACS-Immunphinotypisierungen wurde in Proben aus med-LN, si-LN, Milzen und in
Kollagenase enzymatisch verdauten Herzen durchgefiihrt. Hierfiir wurden die Herzen in Typ
IT Kollagenase (Worthington Biochemical Corporation, Lakewood, USA, 1000 TU/mL, bei
37 °C fiir 30 min) inkubiert und anschlieBend zwecks Herstellung einer Zellsuspension in
BSS/BSA durch einen 70 pm Filter (Miltenyi Biotec) passiert. Sekundérlymphatische Organe
wurden nach Passage durch einen 30 um Filter (Miltenyi Biotec) in BSS/BSA resuspendiert,
wiéhrend die Milzen zuvor einen extra Erythrozytolyse-Schritt mittels einfach konzentriertem
RBC Lysis Buffer (Biolegend) durchliefen. Alle Proben wurden nach einem
Zentrifugationsschritt (300 G, 5 min) in FACS-Puffer (PBS mit 1 % BSA [Masse/Vol.], 0.1 %
[Masse/Vol.] Natriumazid und 1 mM EDTA) resuspendiert und jeweils zu 1x105 Zellen in ein
Loch einer 96-V-Loch-Platte (Mikrotestplatte 96 Well K, Sarstedt, Niirnbrecht, Deutschland)
pipettiert. Nach Zentrifugation (400 G, 3 min) folgte der FC-Rezeptor-Saturationsschritt
mittels anti-Fc-Rezeptor-Antikorper (anti-CD16/CD32, clone 2.4G2, BD Pharmingen, San
Jose, USA, 1:500 in FACS-Puffer) durch Zugabe von 50 pul pro Loch, welche 15 min bei 4 °C
inkubierten. Anschlieend wurden jeweils 50 pL der FACS-Flourophor-Mischung, in der die
in dem jeweiligen Versuch bendtigten Flourophore 1:100 geldst waren, zugegeben und 15

min bei 4°C und Dunkelheit inkubiert. Sofern nicht anders erwéhnt, wurden folgende
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Oberflichenmarker von Biolegend (San Diego, USA) verwendet: anti-TCRB (clone
H57-597), anti-TCR-Voa2 (clone B20.1), anti-CD4 (clone RM4-5 and GK1.5), anti-Thy1.1
(clone OX-7), anti-CD44 (clone IM7), anti-CD11b (clone M1/70), anti- Ly6G (clone 1AS),
zuséatzlich anti-CD45 (clone 30F11, BD Biosciences, San Jose, USA). AnschlieBend wurden
die Platten nach Zugabe von 100 uL. FACS-Puffer zentrifugiert (400 G, 3 min) und die Zellen
in Fixierungspuffer stabilisiert (True-Nuclear Transcription Factor Buffer Set, Biolegend, 30
min, Raumtemperatur in Dunkelheit). Die Permeabilisierung der Zellmembran und
intrazelluldre FoxP3-Markierung erfolgten iiber Zugabe von 100 pL pro Loch an
Permeabilisierungspuffer (True-Nuclear Transcription Factor Buffer Set, Biolegend),
anschlieBender Zentrifugation (400 G, 3 min) und Zugabe von 50 pL pro Loch an
Permeabilisierungspuffer mit darin 1:50 geldstem anti-Foxp3 (clone 150D/E4 and FJK-16s,
eBioscience, San Diego, USA, 30 min bei Raumtemperatur und Dunkelheit). Nach Zugabe
von 100pL Permeabilisierungspuffer und einem weiteren Zentrifugationsschritt (400 G,
3 min) wurden die Zellen in jeweils 100uL FACS-Puffer resuspendiert und in dem FACS-
Gerit (Fortessa, BD) analysiert.

Fir die TCR-M-Distributionsstudie und -Phinotypisierung wurde folgendes FACS-
Diskriminierungssschema genutzt (Abb. 5): Nach morphologischer Charakterisierung der
Einzelzellen bzw. Lymphozyten anhand ihrer Grofe (Forwardscatter-height/area [FSC-H/
A]) und Granularitit bzw. Oberflaichenunebenheit (Sidescatter-width/area [SSC-W/A])
wurden die Zellen anhand ihrer Oberflaichenmarker in die verschiedenen Zellpopulationen
eingeteilt. Leukozyten exprimierten CD45 und wurden so von anderen Parenchym- und
Stromazellen unterschieden, THZ exprimierten den TZR mit seiner B-Kette und CD4 als
Korezeptor, die transferierten TCR-M waren Thy 1.1 und TZRa2 (ein Subtyp der Alphakette)
positiv. Demzufolge wurden TCR-M als CD45*CD4* TCRB* Thyl.l1* TCVo2* und
endogene THZ (ENDO) als CD45*CD4+ TCRf* Thyl.1- Einzelzellen definiert.

Fir die DO11.10 Funktionalititsstudie wurde folgendes FACS-Diskriminierungssschema
genutzt (Abb. 6): Die morphologische Charakterisierung der Einzelzellen erfolgte ebenfalls
anhand ihrer GroBe (Forwardscatter-height/area [FSC-H/A]) und Granularitit bzw.
Oberflichenunebenheit (Sidescatter-width [SSC-W]); anschlieBend wurde iiber die
Oberfldchenmarkerexpression in Monozyten und M® einerseits, neutrophile Granulozyten
andererseits und CD11b- und Ly6G- Doppelnegative eingeteilt. Letztere wurden nochmals in
CD4* (THZ) und CD4- (groBtenteils ZTZ) unterteilt. Demzufolge wurden Monozyten/M® als
CD45+*CD11b*Ly6G-, neutrophile Granulozyten (Neutro) als CD45+*CD11b*Ly6G+* und CD4+
T-Zellen als CD45+*CD11b-TCRB*CD4* Einzelzellen definiert.
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Abbildung 5: Zellcharakterisierung im FACS fiir die TCR-M Distributionsstudie
Exemplarische Analyse eines med-LN. (A-C) Morphologische Selektion der Einzelzellen
und Lymphozyten iiber Forwardscatter (FSC) und Sidescatter (SSC) Height, Width und Area.

(D) Zum Ausschluss von Zellfragmenten und nicht-Leukozyten wurden die vorab

morphologisch eingeschlossenen Lymphozyten auf den Leukozytenmarker CD45 selektiert.
(E) Selektion der THZ (CD4*). (F) Diskriminierung der TCR-M (Thyl.1*TZRa2*) vs.

endogenen T-Zellen (Thyl.1-).
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Abbildung 6: Zellcharakterisierung im FACS fiir den DO11.10 Transferversuches
Exemplarische Analyse einer Herzinfarktgewebeprobe. (A-B) Morphologische Selektion der
Einzelzellen iiber Forwardscatter (FSC) und Sidescatter (SSC) Height, Width und Area. (C)
Selektion der Leukozyten (CD45*). (D) Diskriminierung der Monozyten/M®
(CD11b*Ly6G-), Neutrophilen Granulozyten (CD11b*Ly6G*) und doppelnegativen (CD11b-
Ly6G-) Leukozyten. (E) Analyse der doppelnegativen Zellen auf CD4 Expression.
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3.6. Experimenteller Herzinfarkt

Die ungefihr 40 bis 60 min in Anspruch nehmende OP (Abb. 7) wurden unter streng
aseptischen Bedingungen durchgefiihrt. Die unter Isofluranandsthesie (Abb. 7A, Forene,
Abbott, Wiesbaden, Deutschland, anfinglich 4 %, Erhaltung bei 2,0-2,5 % Vol./Vol. 0,)
befindlichen Méduse wurden zur mechanischen Beatmung (Minivent, Havard Apparatus,
Holliston, USA; 150-200 Atemziige pro Minute, circa 100 pL Tidalvolumen pro 10 g
Korpergewicht) mit einer 22 G Venenverweilkaniile (Vasofix Brauniile, B.Braun) ohne
Mandrin intubiert (Abb. 7B). Hierfiir wurde die OP-Lichtquelle von ventral auf die Luftrohre
der in Riickenlage liegenden Maus gerichtet und somit die Glottis fiir eine orale Adspektion
visualisiert. Bei respiratorischer Weitung der Stimmritze wurde der Tubus eingebracht.
Anschliefend wurde die Thorakotomie unter einem binokularen OP-Mikroskop (Stemi 305,
Zeiss, Oberkochen, Deutschland) nach Rasieren (Contura HS61, Wella, Darmstadt,
Deutschland) und Desinfektion mit Braunoderm (B. Braun) des OP-Feldes (Abb. 7C) und
Abdecken der Maus mittels eines OP-Tuches (Foliodrape, Paul Hartmann, Heidenheim,
Deutschland) durchgefiihrt. Nach ca. 1,5 cm messender Hautinzision (Abb. 7D) zwischen
Achselhohle und Xyphoid wurden die Rumpfmuskeln mittels Fadenziigen unter sanfter
Spannung zur Seite verlegt (Abb. 7E-F). Der 3. Interkostalraum wurde durch stumpfe
Préaparation erdftnet (Abb. 7G) und durch einen Mikroreaktor (Abb. 7H, modifizierter
Goldstein Retractor, Fine Science Tools, Heidelberg, Deutschland) geweitet. Zur Schonung
und Anfeuchtung der Lunge wurde diese durch ein in Ringerlactat (Baxter, UnterschleiBheim,
Deutschland) getridnktes Schwammstiick (Pro-ophta, Lohmann & Rauscher, Rengsdorf,
Deutschland) aus dem Sichtfeld geschoben (Abb. 71). Der EMI wurde iiber eine permanente
Ligatur des Ramus interventricularis anterior (RIVA) der Arteria coronaria sinister durch
6/0 perma-Hand Seidenfaden (Ethicon, Norderstedt, Deutschland) verursacht (Abb. 7J). Der
Erfolg wurde durch Verblassen und Akinese des tributiren Myokards bewertet. Bei der
Kontroll-Operationsgruppe (Sham) fand die Ligatur nicht statt. AnschlieBend wurden
Brustkorb (Abb. 7K) und Haut (Abb. 7L) nacheinander durch Einzelknopfhefte unter
Verwendung von 5/0 bzw. 6/0 Prolene-Faden verndht (Ethicon). Die Isoflurankonzentration
wurde auf 0,5 % reduziert und die Mduse bei einsetzender Spontanatmung extubiert.
Wihrend der OP wurde die Korpertemperatur kontrolliert bei 36-38 °C mittels beheizter OP-
Platte (Abb. 7B, Biomedical Instruments, Z6llnitz, Deutschland) und Infrarotlampe (Abb. 7C,
Sanitas SIL 06, Hans Dinslage GmbH, Uttenweiler, Deutschland) stabilisiert. Die
Aufwachphase von ca. 5-20 min verbrachten die Méuse unter der auf ihren Kéfig gerichteten
Rotlichtlampe und erhielten eine Stunde vor und fiir mindestens 3 Tage (alle 12 Stunden)
nach der OP Buprenorphinhydrochlorid (0,1 mg/kg Korpergewicht subkutan, Buprenovet,

Bayer Vital, Leverkusen, Deutschland). Das Buprenovet wurde 1:11 in PBS verdiinnt.
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Abbildung 7: Arbeitsschritte einer EMI-Operation

(A) Narkoseeinleitung (B) Intubation und Anschluss an mechanische Ventilation (C)
Vorbereitetes Operationsfeldes (D) Hautinzision (E) Verlegung der Rumpfmuskulatur durch
Fadenziige (F) Zugang zum 3. Interkostalraum (G) stumpfe Priparation des Zuganges (H)
Einsetzen des Rippenspreizers (I) Deposition der Lunge mit feuchtem Schwamm (Stern),
blau nachgezeichneter Verlauf des RIVA (J) Ligatur des RIVA (K) Rippen-Einzelhefte (L)
Haut-Einzelhefte
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3.7. Echokardiographie

Die Ultraschalluntersuchungen (US) wurden mit Hilfe eines Vevo 1100
Hochleistungsultraschallgerites (VisualSonics, Amsterdam, Niederlande) und einem speziell
fiir Mause entwickelten 30 MHz-Schallkopf durchgefiihrt. Die Mause wurden unter leichter
Isofluran-Narkose (0,5 bis 1,5 % Vol./Vol. O2) untersucht, nachdem sie initial iiber circa
30 Sekunden bei 4 % Isofluran anisthesiert wurden. Die Augen wurden mit medizinischer
Augencreme feucht gehalten (Systane Nighttime, Alcon, Novartis, Niirnberg, Deutschland).
Die Miuse wurden auf einer erwdrmten Platte (39 °C) mit Klebestreifen fixiert und iiber in
der Platte verbaute Kontakte an ein EKG gekoppelt. Uber eine rektale Temperatursonde
wurde die Temperatur tliber die Untersuchungsdauer kontrolliert und mittles einer
Rotlichtlampe zwischen 36 und 38 °C gehalten. Nach Rasur des lateroventralen Thorax
wurde das Aufnahmefeld mit Kopplungsgel (Parker, Fairfield, USA) benetzt und Bilder des
linken Ventrikels aufgenommen. Die Analysen wurden unter Verwendung der Hersteller-
Software Vevo® LAB 1.7.1 durchgefiihrt. Hierbei wurden auf der Papillarmuskelansatzebene
auf der kurzen Achse (KA, Abb. 8A-F) im Querschnitt des linken Ventrikels oder auf der
longitudinalen, parasternalen langen Achse (PSLA, Abb. 8G-I) des Herzens zwischen Apex
cordis und der Aortenklappe Aufnahmen {iber mehrere Kontraktionszyklen gemacht. Von
jeder Maus wurden pro Achse (PSLA oder KA) mindestens 2 Aufnahmen iiber mindestens 3
Kontraktionszyklen ausgewertet, hierbei wurden die Daten aus 2D-Bildern des brightness
modulation mode (B-mode) analysiert.

Fiir die Messung der endsystolischen Fléche, der enddiastolischen Flache und des Fractional
Area Change (FAC) wurden am Punkt der maximalen Kontraktion und Dilatation jeweils die
Endokardverlaufe markiert, woraus die Herstellersoftware bei Ausmessung mehrerer
Kontraktionszyklen die 3 erwéhnten Parameter errechnet.

Fiir die Messung der InfarktgroBe (in %) wurde in der PSLA der endokardiale Umfang des
akontraktiven Gewebes ausgemessen und ein Quotient aus dessen Umfang geteilt durch den

Gesamtumfang des Endokards gebildet:

infarziertes Endokard

Umfang

Infarktquotlent = Umfanginfarziertes Endokard + Umfanggesundes Endokard

Es wurden lediglich Mause mit einer Basalherzfrequenz zwischen 450 und 550 Schligen pro
Minute und iiber 36 °C Innenkorpertemperatur einbezogen. Eine Untersuchung dauerte im

Schnitt ca. 25 min.
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Ausmessung

infarziert

KA, Systole

KA, Diasotle

PSLA, Diastole, gesund

PSLA, Diastole, infarziert
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Abbildung 8: Echokardiographie des linken Ventrikels

Beispielbilder an Tag 7 nach Infarkt: (A-C) KA in der Systole: (A) gesund, (B) infarziert, (C) in
Ausmessung. (D-F) KA in der Diastole: (D) gesund, (E) infarziert, (F) infarziert in Ausmessung. (G)
PSLA gesund in der Diastole, (H) PSLA infarziert in der Diastole, (I) PSLA infarziert in der Systole.
Sterne markieren Papillarmuskeln, Pfeile die Aortenklappe, Rauten die Herzspitze, Plus die dorsale
Richtung und die gepunktete Linie das Infarktgebiet.

3.8. Light-Sheet Fluorescence Microscopy

Alle LSFM Aufnahmen wurden bei einem Kooperationspartner angefertigt (Prof. Katrin G.
Heinze, Rudolf-Virchow-Zentrum fiir experimentelle Biomedizin, Universitit Wiirzburg,
Wiirzburg, Deutschland). Dieses Analyseverfahren (BREDE et al. 2012) wird in
Schnittebenen eines morphologisch intakten, durch Inkubation in bleichenden
Fixationslosungen transparenten Organes durchgefiihrt. Hierfiir wurden ganze PBS-
perfundierte Herzen in 4 % (Masse/Vol.) Formaldehyd (2 Stunden) fixiert und in 4 °C kaltem
PBS gewaschen. Anschliefend wurden die Herzen in 15 % (Masse/Vol.) H2O2 in Methanol
fir 30 min gebleicht. Die das infarzierte Myokard infiltrierenden TCR-M-Zellen wurden
durch Inkubation der Herzen mit Anti-Thyl.1 (Klon OX-7) in PBS-Tween-Puffer (0,05 %
Vol./Vol.) fiir 5 Tage markiert. Nach dem Waschen und Dehydratisierungsverfahren wurden
die Herzen mit 1:3 Benzylalkohol/Benzylacetat gereinigt. Sequentielle
Mehrfarbenschichtbilder (1 mm Gesamt-Bilddicke, 5 pm-Intervall zwischen den Bildern)
wurden unter Verwendung einer 5x-Objektivlinse abgebildet. Die griine Autofluoreszenz des
Myokards stellt morphologische Informationen dar. Angefarbte Thyl.1* Zellen erscheinen in
Magenta. Bilder wurden verarbeitet und mit der Imaris-Software (Bitplane, Ziirich)

analysiert.

3.9. Statistische Analysen

Die Graphen bestehen aus den Mittelwerten der jeweiligen Gruppen (Balken), dem
Standardfehler des Mittelwertes und den aufgetragenen Individualwerten. Die Daten wurden
in 2-5 unabhéngigen Versuchsdurchldufen erhoben, mit Ausnahme der einmaligen FACS-
Analyse fiir Abb. 13B.

Statistische Analysen wurden mit Graphpad Prism (Version 7.0d, Graphpad Software, La
Jolla, USA) durchgefiihrt. Fiir Abb. 9,12 und 13B wurden als statistische Tests two-way
ANOVA gefolgt durch die Sidak Korrektur durchgefiihrt, fiir Abb. 13C-F ungepaarte t-Tests.
Ein p-Wert < 0,05 wurde als statistisch signifikant betrachtet.
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4. Ergebnisse

4.1. TCR-M Akkumulation post-EMI in med-LN und Herz

Um KM als im Herzinfarkt T-Zell aktivierendes Autoantigen zu identifizieren, wurden zuerst
die postinfarzielle in vivo Verteilung und Aktivierungsprofile MYHCAg¢14-629-spezifischer
transgener CD4* T-Zellen untersucht.

In wiltdypische Empfiangertiere transferierte TCR-M (Abb. 9A) akkumulieren
infarktspezifisch im Herzen und med-LN der Miuse in der Hochphase der Wundheilung
(Abb. 9B, Tag 7, EMI vs. Kontroll-OP p < 0,001 und p < 0,05, respektive). Dabei ist der Ort
der stirksten Infiltration das infarzierte Herz (vs. EMI-med-LN p < 0,01, vs. EMI-si-LN/
EMI-Milz p < 0,0001), gefolgt von dem infarzierten med-LN (vs. EMI-si-LN p < 0,0001 und
EMI-Milz p < 0,001). In Milz und si-LN ist keine infarktbedingte Akkumulation zu
beobachten. Bis zu der spéteren chronischen Phase (Tag 49) haben sich die TCR-M
gleichmiBig verteilt, was fiir einen selbstlimitierenden Ablauf der post-EMI Autoreaktivitét
ggli. KM spricht (Abb. 9C). In den Herzen sind abgesehen von einer Probe iiberhaupt keine
TCR-M mehr detektierbar. Lediglich im med-LN zeigt sich eine minimale, nichtsignifikante
Ansammlung an TCR-M.

Die LSFM-Aufnahmen bestitigen die akute Akkumulation der TCR-M in dem Infarktgebiet
an Tag 7 post-EMI (Abb. 10) und chronische Dispersion zu Tag 49 (Abb. 11) semiquantitativ.

Insgesamt ist bei TCR-M ein stark infarktspezifisches Verhalten zu beobachten, da sie in
med-LN und v.a. den Herzen an Tag 7 post-OP akkumulieren. Allerdings findet dieser
immunologische Prozess bis Tag 49 sein Ende, diese Entziindungsreaktion ist damit selbst-

limitierend.
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Abbildung 9: Selektive TCR-M Akkumulation im infarzierten Herzen

(A) Experimentelles Design. Thyl.1* TCR-M wurden einen Tag vor den OPs (Kontrolle
[Sham]/EMI) in Thyl.2* Wildtyp (WT)-Empfingerméuse transferiert. Der relative Anteil der
TCR-M an der THZ-Population in Milzen, subiliacalen Lymphknoten (si-LN), mediastinalen
Lymphknoten (med-LN, Herz-drainierend) und im Herzen wurden an Tag 7 (B) und Tag 49
(C) post-OP durch FACS gemessen. In der EMI-Herz-Gruppe in (B) liegen 2 Einzelwerte
oberhalb des Achsenmaximums, in Sham-Herzen an Tag 49 konnten keine TCR-M detektiert
werden (ND). Gruppengréf3en: EMI (n=7-23) und Sham (n=3-12), die Daten wurden in 2 (C)
bis 5 (B) unabhidngigen Versuchsdurchldufen erhoben. Das Symbol * indiziert einen
signifikanten Unterschied der Mittelwerte EMI vs. Sham innerhalb eines Organes, der
Mittelwert der mit T markierten Gruppe ist signifikant unterschiedlich zu dem aller anderen
EMI-Gruppen. Es wurde der two-way ANOVA-Test gefolgt durch die Siddk Korrektur
durchgefiihrt. Ein p-Wert < 0,05 wurde als statistisch signifikant betrachtet.
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Abbildung 10: LSFM-Aufnahmen der Herzen an Tag 7 post-EMI
(A) Zweidimensionale Schnittaufnahme und (B-E) dreidimensionale Bildrekonstruktionen an

Tag 7 post-EMI (n=4). LV=Linker Ventrikel, RV=Rechter Ventrikel, Apex=Herzspitze.
Griin=Autofluoreszenz des Gewebes, Magenta=TCR-M.
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Abbildung 11: LSFM-Aufnahmen der Herzen an Tag 49 post-EMI

(A) Zweidimensionale Schnittaufnahme und (B) dreidimensionale Bildrekonstruktion eines
infarzierten Herzens an Tag 49 post-OP (n=1). LV=Linker Ventrikel, RV=Rechter Ventrikel,
Apex=Herzspitze. Griin=Autofluoreszenz des Gewebes, Magenta=TCR-M.
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4.2. TCR-M Aktivierung und Differenzierung zu Tregs post-EMI

Tag 7 wird hdufig als Hochphase der Lymphozyten mediierten Wundheilung beschrieben
(YAN et al. 2013), weshalb die THZ in dieser akuten Phase phéinotypisiert wurden. Hierfiir
wurden die CD44-Oberflachenexpression als Akivierungsmarker und das intrazelluldre
Aufkommen des FoxP3-Transkriptionsfaktors der TCR-M und ENDO im Vergleich zu deren
Werten préa-Transfer (Abb. 12, dargestellt durch gepunktete Linien in den jeweiligen
Graphen) untersucht.

Die CD44 Hochregulation war unter TCR-M im Vergleich zu der jeweiligen ENDO-
Population nach Transfer in den EMI-Kontext in jedem Organ zu beobachten (p < 0,0001,
Abb. 12A-C, p < 0,001 Abb. 12D). Durch die Nekrose der Kardiomyozyten und der Drainage
der freigesetzten Antigene in den med-LN erklarbar, findet unter den Infarktgruppen in Herz
und med-LN eine MYHCA-Stimulation der TCR-M durch APZ statt. Allerdings scheint auch
ein Teil des KM in die Blutbahn zu gelangen, ersichtlich an der TCR-M-CD44
Hochregulation in EMI-si-LN und EMI-Milz. Alternativ konnten diese dort detektierten
Zellen zuvor im med-LN aktiviert worden und dann in die Zirkulation libergegangen sein,
sodass sich im ganzen Korper, v.a. aber im systemischen Kontrollorgan, der Milz, eine
nennenswerte Anzahl an aktivierten TCR-M findet.

Lediglich in den Kontroll-OP-si-LN (Abb. 12B) zeigte sich keinerlei TCR-M-Aktivierung,
was fiir eine Abwesenheit nennenswerter Stimuli spricht. Der Anteil der CD44+ TCR-M war
auch in Kontroll-OP-Milzen (Trend) und Kontroll-OP-med-LN (p < 0,05) ggii. ihrer ENDO
Kontrollgruppe erhoht (Abb. 12C). Zu den TCR-M-Kontroll-OP-Milz-Proben ist allerdings
anzumerken, dass einige Ausreiler den Mittelwert anheben und viele Werte auf dem pré-
Transfer Niveau liegen, wohingegen im med-LN alle Werte deutlich iiber dem Ausgangswert
gemessen wurden.

Wie in Abb. 12C zu sehen, ist der CD44-Wert der TCR-M-Population in den Kontroll-OP-
med-LN ggii. ihrem ENDO-Pendant signifikant erhoht (p < 0,05). Hier schien MYHCA-
Priasentation und TCR-M-Stimulation unter physiologischen basalen Konditionen in den
med-LN stattzufinden, was zu einer grundlegenden autoimmunen Aktivitdt in diesen Organen
fiihrte. Eventuell verursachte die Kontroll-OP selber eine milden Entziindungsreiz.

Aufgrund geringster TCR-M Detektion in Kontroll-OP-Herzen konnten keine
Schlussfolgerungen beziiglich der TCR-M-Akkumulation oder -Aktivierung fiir diese Gruppe
gezogen werden. Des Weiteren zeigten die ENDO-Populationen in keiner der Analysen eine
distinkte Reaktion.

Das gleiche Muster stellte sich in dem Aufkommen an Tregs unter den TCR-M dar. In jedem

untersuchten Organ der EMI-Gruppe fand sich im Vergleich zu dem jeweiligen ENDO-
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Kompartiment eine stark erhohte FoxP3+-TCR-M-Population (Abb. 12E p < 0,01, Abb. 12F p
< 0,0001, Abb. 12G p < 0,0001, Abb. 12H p < 0,001). Im Herzen war ein mittler Anteil von
55,2 % der TCR-M FoxP3*, in starkem Kontrast zu 18,88 % in der ENDO-EMI Population
(Abb. 12H). Die TCR-M waren einen Tag vor EMI im Mittel mit lediglich 8,8 % FoxP3*-
Zellen transferiert worden. In Milz (Trend, p=0,082) und si-LN (p < 0,05) erweist sich der
Anstieg des FoxP3*-TCR-M Kompartiments als infarktspezifisch. Der FoxP3*-TCR-M
Anteil in Kontroll-OP-med-LN erreicht einen leicht hoheren Wert als sein EMI-Pendant
(Abb. 12G). Dies konnte fiir eine antigenspezifische tolerogene Stimulation in dem

mediastinalen Lymphknoten selbst in Abwesenheit eines EMI sprechen.

Zusammenfassend rekrutiert und aktiviert der EMI als immunogenes Ereignis
antigenspezifische THZ, wihrend das polyklonale endogene T-Zell Kompartiment kaum
Verdnderungen zeigt. Von besonderer Bedeutung ist die starke VergroBerung des Treg-
Kompartiments der TCR-M durch den EMI. Auffillig ist eine basale immunologische
Stimulation in Kontroll-OP-med-LN, die restlichen Kontrollgruppen verhielten sich

unauffillig.
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Abbildung 12: TCR-M Aktivierung und Anhéiufung der Tregs post EMI

Sham EMI Sham EMI

Relativer Anteil der CD44+ (A-D) und Foxp3* Zellen (E-F) an den jeweiligen THZ-
Kompartimenten der endogenen (ENDO) und TCR-M, an Tag 7 post-OP aus verschiedenen
Organen extrahiert. In Kontroll(Sham)-Herzen konnten TCR-M nicht detektiert werden
(ND). Die Punkt-Linien indizieren die jeweiligen Expressionen unter TCR-M vor den
Transfers. GruppengroBen: EMI (n=7-23) und Sham (n=3-12). Die Daten wurden in 2 (E-H)
bis 5 (A-D) unabhingigen Versuchsdurchldufen erhoben. Das Symbol * indiziert einen
statistisch signifikanten Unterschied zwischen den jeweiligen Gruppen, dafiir wurde der two-
way ANOVA-Test gefolgt durch die Sidak Korrektur durchgefiihrt. Ein p-Wert < 0,05 wurde

als statistisch signifikant betrachtet.
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4.3. Kardioprotektion post-EMI durch TCR-M in DO11.10-Empfingertieren

Um die vorherigen Beobachtungen auf ihre pathophysiologische Relevanz zu iiberpriifen,
wurden kardiale Funktionsparameter post-EMI nach adoptivem Transfer MYHCA- und
Ovalbumin (OVA)-spezifischer THZ (TCR-M und DO11.10, Abb. 13A) evaluiert. OVA-
spezifische Zellen dienten dabei als Kontrolle, da OVA in der Maus nicht vorkommt und
somit im EMI als Antigen fiir die Stimulation von T-Zellen keine Rolle spielt. Weiterhin
wurden DO11.10 Maéuse als Empfiangertiere genutzt, um konfundierende FEinfliisse einer
reaktiven endogenen THZ-Population auszuschlieen.

Die Leukozytenpopulationen im Infarktgewebe wurden mittels FACS verglichen. Dabei
wiesen TCR-M-Empfanger hohere Werte an CD4+ T-Zell-Infiltration als die Kontrolltiere auf
(Abb. 13B, p < 0,001), den Kardiotropismus der TCR-M aus Abb. 9B reproduzierend. Einen
Hinweis auf eine Wechselwirkung der TCR-M mit Monozyten oder M® liefert der durch den
TCR-M-Transfer relativ erniedrigte Anteil der Mono/Mac-Population (Abb. 13B, p < 0,01).
Die Anteile neutrophiler Granulozyten zeigten keine Auftilligkeiten.

Echokardiographische Untersuchungen zeigten bessere systolische Funktionsparameter in
Herzen, welche durch autoreaktive THZ infiltriert wurden: einerseits durch eine geringere
mittlere endsystolische Fliche in der TCR-M Gruppe (Abb. 13C, Trend, p=0,074),
andererseits durch den deutlich verbesserten Fractional Area Change, eine Messmethode fiir
die Pumpleistung des Herzens (Abb. 13E, p < 0,05). Die enddiastolischen Flichen wiesen
keine Unterschiede auf (Abb. 13D).

Bei dem Vergleich der Infarktquotienten beider Versuchsgruppen ergab sich kein Unterschied
(Abb. 13F). Die augenscheinliche Aufteilung der TCR-M Probemenge in 2 Gruppen ist

zufilliger Natur und korreliert nicht mit unterschiedlichen Herzfunktionsparametern.

Diese Daten legen nahe, dass KM-spezifische T-Zellen kardioprotektive Effekte im Kontext

des EMI auf funktioneller Ebene bewirken, was eine protektive Autoimmunitit suggeriert.
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Abbildung 13: Kardioprotektion durch im EMI-Kontext aktivierte CD4* T-Zellen

(A) Experimentelles Design: TCR-M und DO11.10 THZ wurden vor den EMI-OPs in
DO11.10 Méuse transferiert. Die kardialen Funktionsparameter wurden zum Hochpunkt der
Heilungsphase (Tag 7) erhoben. (B) Die relativen Anteile verschiedener Subpopulationen an
Leukozyten im Infarktgewebe wurden mittels FACS ermittelt. Monozyten und M® (Mono/
Mak), Neutrophile Granulozyten (Neutro) und CD4* T-Zellen. Endsystolische (C) und
enddiastolische Fliche (D), sowie FAC (E), wurden auf der Papillarmuskelebene in der KA
durch US erhoben, InfarktgroBe (F) in der PSLA des linken Ventrikels. Gruppengrofen:
TCR-M (n=8-10) und DOI11.10 (n=7-9) Empfingertiere. Die Daten wurden in 2
unabhingigen Versuchsdurchldufen erhoben, mit Ausnahme von (B), welche aus einer FACS-
Analyse stammen. Das Symbol * indiziert einen signifikanten Unterschied zwischen den
jeweiligen Gruppen. Hierfiir wurden fiir Abb. 13B der two-way ANOVA-Test gefolgt durch
die Sidak Korrektur, fiir Abb. 13C-F ungepaarte t-Tests als statistische Tests durchgefiihrt.
Ein p-Wert < 0,05 wurde als statistisch signifikant betrachtet.
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5. Diskussion

Mit der Reinterpretation der Prozesse nach dem Herzinfarkt als Heilung einer Wunde
(BLANKESTEIIN et al. 2001, NUNES-SILVA et al. 2017) richtete sich der Fokus der
Forschung beziiglich postinfarzieller Kardiomyopathien auf das Immunsystem. Nachdem
zunéchst das angeborene Immunsystem eingehend untersucht worden ist (NAHRENDOREF et
al. 2010), erkannte man bald die grundlegende Bedeutung des adaptiven fiir Heilung,
Homoostase und Remodeling (HOFMANN und FRANTZ 2015). Neben B-Zellen und deren
Antikorpern (KEPPNER et al. 2018) gerieten T-Zellen in das Zentrum der Aufmerksamkeit.
2012 wiesen HOFMANN et al. THZ, dann WEIRATHER et al. 2014 Tregs post-EMI eine
heilungsforderliche Wirkung nach. Weitere Studien reproduzierten die Involvierung der Tregs
im EMI (HUI et al. 2017, SAXENA et al. 2014, TANG et al. 2012, WANG et al. 2016,
ZACCHIGNA et al. 2018, ZENG et al. 2016). Die vorteilhaften Effekte finden sich v.a. in der
Wechselwirkung zwischen Tregs und Monozyten/M®, Fibroblasten oder Kardiomyozyten.
Ob bei der T-Zell-Stimulation primir der Kontakt zu ihrem Antigen oder eher das dabei
herrschende Zytokinmilieu in Form einer unspezifischen Beeinflussung eine Rolle spielt, ist
Gegenstand aktueller Forschung (MARTINI et al. 2018). Mehrere Studien deuten allerdings
auf Antigene als Hauptursache hin (siehe Kapitel 5.1).

Zielstellung dieser Arbeit stellte die Erforschung der Rolle Kardiomyosin-spezifischer T-

Zellen in der Heilung des permanenten Myokardinfarktes am Mausmodell dar.

5.1. Wahl des Kandidatenantigens

Aufgrund der speziellen Rolle des KM als immunogenes Protein fiel die Wahl auf das
MYHCA-spezifische TCR-M Mausmodell (NINDL et al. 2012). Neben dem Vorhandensein
im Kreislauf nachweisbarer Anti-KM Autoantikdrpern, sowohl bei MI-Patienten, als auch in
geringem Mafle bei gesunden Menschen und Nagern (O'DONOHOE et al. 2016), waren
folgende Daten ausschlaggebend:

* KM wird als herzrestriktives Protein ausschlieBlich im Myokard exprimiert (UHLEN
et al. 2015),

» gleichzeitig ist die zentrale Toleranz durch die fehlende Expression im Thymus
beeintrachtigt (LV und LIPES 2012).

* KM wird konstitutiv von kardialen APZ exprimiert (SMITH und ALLEN 1992).

e Post-MI ist KM im Blutkreislauf nachweisbar und wird dabei vermehrt durch APZ im
Herzen présentiert (LEGER et al. 1985, VAN DER BORGHT et al. 2017).
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* Mittels Immunisierung durch in Adjuvans adsorbiertem KM ldsst sich eine AIM
auslosen (NEU et al. 1987), welche THZ mediiert ist (SMITH und ALLEN 1991).
Hierbei hat sich MYHCA als besonders immunogenes Polypeptid herausgestellt
(PUMMERER et al. 1996).

Das hierdurch immunologisch auBlergewohnliche MYHCA verursacht in dem TCR-M
Mausstamm mit seinem monoklonalen MYHCAg14.629-spezifischen TZR-Repertoire eine
spontane AIM ab einem Alter von 6 Wochen. Durch ihre Nachweisbarkeit via
Oberflachenexpression von Thyl.1 in FACS analysierbar, wurden diese Zellen in Wildtyp-
Thyl.2* Empfiangermduse vor der experimentellen Auslosung eines Herzinfarktes

transferiert. Somit war eine Charakterisierung der TCR-M vor und nach Transfer moglich.

5.2. Kritische Betrachtung der Analysemethoden

Die Echokardiographie stellt eine sehr aussagekréftige Messmethode dar, indem die Daten
direkt funktionelle Parameter, das letztendliche Resultat pathophysiologischer Prozesse, des
zirkulatorischen Organsystems darstellen. Neuere Hochleistungsultraschallgerdte sind
mittlerweile in der Lage addquate Bilder bei Herzfrequenzen von weit iiber 500 Schlidgen pro
Minute zu liefern (PISTNER et al. 2010). Als eine fiir Méuse hiufig verwendete Methode
stiitzt sie sich auf eine breite Datenbasis und ermoglicht nicht-invasive longitudinale Studien
(GAO et al. 2011). Als Einschrankung sind die mangelhafte Vergleichbarkeit der Messungen
durch verschiedene Personen und, aufgrund der geringen murinen Herzgrof3e nebst hohen -
frequenz, die geringe Toleranz ggii. Messfehlern zu nennen (GARDIN et al. 1995). Weiterhin
sind auftretende EffektgroBenunterschiede beziiglich einzelner Atiologien unspezifisch und
lassen selten eine unmittelbare ursdchliche Aussage zu.

Durchflusszytometrische Untersuchungen wie FACS ermoglichen einzelne Zellen und
Zellpopulationen zu identifizieren und zu analysieren (COSSARIZZA et al. 2017). Abhéngig
von der technischen Ausriistung des Geridtes sind unterschiedlich viele Flourophore
einsetzbar, wobei bei steigender Anzahl gleichzeitig spektrale Uberlappungen und somit ein
hoheres Hintergrundrauschen auftreten. Somit beeintrachtigt man mit zunehmender Anzahl
an Markern beziiglich einer Zellpopulation die Mdoglichkeit, die Prdvalenz anderer zu
untersuchen. Demzufolge stellt der Entwurf eines FACS-Flourophorsortiments immer eine
Abwigung zwischen Spezifitit und Sensitivitit der zu untersuchenden Zellen dar.

Da es in dieser Arbeit v.a. um Phénotypisierung vorbestimmter Leukozytenpopulationen
ging, stellte FACS in Kombination mit Echokardiographie nach Einschitzung des Autors eine

adidquate Messmethode dar.
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Als zusitzliche Darstellung der TCR-M Akkumulation wurde die LSFM gewihlt. Die
morphologische Integritdt des Myokards, bei gleichzeitiger Darstellung der myokardialen
Verteilung der TCR-M, ist der grofle Vorteil dieser Messmethode, auch wenn sie in dieser
Arbeit aufgrund der geringen Menge der analysierten Herzen eher als qualitativer Nachweis

und Validierung der Beobachtungen diente.

5.3. Interpretation der Daten

Zum Hohepunkt der T-zelluldren Infiltration, eine Woche nach EMI (YAN et al. 2013),
zeigten sich sowohl in FACS als auch in LSFM eine Infarkt-selektive Akkumulation der
TCR-M in med-LN und Herzen. Dies spricht fiir eine T-Zell/med-LN/Herz-Wirkachse, einem
Kausalzusammenhang der T-Zell-Aktivitdt in jenen Organen. Die ablaufenden
immunologischen Prozesse fiihren selbstlimitierend zu einer gleichméfBigen Dispersion der
TCR-M iiber den ganzen Korper. Wiahrend sich das endogene T-Zell Kompartiment
unauffillig verhilt und keine Aktivierung post-EMI aufweist, werden die TCR-M sowohl im
Herzen und med-LN, als auch herzfernen Orten infarktspezifisch aktiviert, was sich in einer
erhohten Oberflichenexpression des CD44-Markers duflert. Diese Aktivierung geht mit einer
VergroBBerung des FoxP3* TCR-M-Kompartimentes im Rahmen des EMI einher, im Herzen
zu mehr als 55 % der transgenen T-Zell-Population.

Auch die TCR-M in med-LN der Kontroll-OP-Gruppe durchlaufen eine erhohte Aktivierung
und VergroBerung des Tregs-Anteiles, was fiir eine konstitutive Prisentierung der MYHCA-
Autoantigene auf APZ und darauf folgende Stimulation der TCR-M spricht, ohne dass hierbei
der Stimulus des EMI notwendig wire. Diese unter physiologischen basalen Bedingungen
ablaufenden kardialen immunologischen Prozesse in Form von KM-Prisentierung durch APZ
wurden bereits durch SMITH und ALLEN 1992 beschrieben und konnten die
Aufrechterhaltung der peripheren Toleranz indizieren. Da KM nicht im Thymus exprimiert
wird und sich keine zentrale Toleranz ausbilden kann, unterliegt das Herz der erhohten
Gefahr einer autoaggressiven Immunreaktion (LV und LIPES 2012). Daher gilt anzunehmen,
dass sowohl im gesunden Zustand, als auch in pathologischen Kontexten das
Zusammenbrechen der peripheren Toleranz aktiv unterbunden werden muss, z.B. in Form
einer Restriktion der Entziindungsreaktionen durch Autoantigen-spezifische regulatorische T-
Zellen. Diese Annahme steht im Einklang mit der starken Vermehrung des Treg-
Kompartiments unter den TCR-M nach EMI und in Kontroll-OP-Bedingungen. Ein
besonders starker Ausldser fiir dieses Geschehen ist vermutlich der sterile Entziindungsreiz

der massiven infarziellen Nekrose und Freisetzung der DAMPS, dem die Toleranzinduktion
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als kontrére Reaktion entgegensteht, um ein Entgleisen oder Persistieren der Entziindung zu
verhindern.

Eine richtungsweisende Rolle scheinen dabei v.a. die DZ zu iibernehmen, indem sie die
Aufrechterhaltung der peripheren Toleranz ggii. Autoantigenen in unreifer Form und die
Ausbildung von gewebespezifischen Immunantworten nach entziindungsbedingter Reifung
bedingen (CHOO et al. 2017, MANN et al. 2016, VAN DER BORGHT et al. 2017 und
2018). Dabei laufen fiir die Heilung relevante Kommunikationsprozesse zwischen APZ und
dem adaptiven Immunsystem ab. Dies zeigte sich schon in anderen eine immunologische
Sonderstellung einnehmenden Organen, wie z.B. dem immunprivilegierten zentralen
Nervensystem. So nehmen Astrozyten in Abwesenheit von Traumata suppressiven Einfluss
auf T-Zell-Reaktivitdt und speziell autoreaktive myelin-basic-protein-spezifische Klone im
Gehirn (SUN et al. 1997) und reduzieren die MHC-II Expression von M® und Mikroglia
(HAILER et al. 1998).

In diesen Versuchen wurde nicht untersucht, ob die Vermehrung des Treg-Kompartiments der
TCR-M auf eine vermehrte Proliferation der transferierten nTregs, ein vermehrtes Absterben
der Tcon, oder einer Differenzierung zu i1Tregs nach antigenspezifischer Stimulation
zuriickzufiihren ist. Hierfiir sind weitere Experimente mit markierten Zellen notwendig, in
denen die Proliferation der transferierten nTregs nachvollziehbar ist.

Diese Aktivierung und Konversion zum regulatorischen Phinotyp post-EMI wurde bereits
durch andere Autoren beschrieben (SAXENA et al. 2014, TANG et al. 2012, WEIRATHER et
al. 2014, ZENG et al. 2016). Hierbei differenzierten allerdings die endogenen THZ zu Tregs,
deren mangelnde Reaktivitdt in diesen Experimenten durch die Anwesenheit der TCR-M
erklirt werden kann. Diese gehen eine hochaffine Interaktion mit dem Autoantigen
MYHCAs614-629 ein, wodurch das restliche Kompartiment der THZ eventuell eine verdnderte
Interaktionsdynamik mit diesem AG oder weiteren KM-abgeleiteten Polypeptiden aufweist.
Durch anti-idiotypische Interaktion wire dieses Phdnomen erklarbar, bei der sich die
Lymphozyten in ihrer Aviditit gegeniiber AG gegenseitig beeinflussen (ELIAS et al. 1999,
VAZ und CARVALHO 2015). In weiteren Modellen der Autoimmunitét in Organpathologien
weisen Tregs ebenfalls heilungsforderliche Effekte auf, wie bei im zentralen Nervensystem
(RAPOSO et al. 2014), in skelettalen Muskeln (BURZYN et al. 2013), im Darm (GROUX et
al. 1997) und in den Lungen (ARPAIA et al. 2015, SCHULZE et al. 2016). Nichtsdestotrotz
existieren auch widerspriichliche Studien, die eine destruktive Beteiligung der T-Zellen in
immunologischen Prozessen aufzeigen, v.a. in chronischen Pathologien. Das gilt fiir
Ischamie/Reperfusionsmodelle (I/R) des Herzinfarktes (BOAG et al. 2015, MATHES et al.
2016), hamodynamische Stressmodelle (KALLIKOURDIS et al. 2017, LAROUMANIE et al.
2014, NEVERS et al. 2015) und Modelle postinfarzieller Herzinsuffizienz (BANSAL et al.
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2017). Dies unterstreicht die milieuspezifische Rolle der Tregs, abhidngig von den jeweiligen
pathophysiologischen Rahmenbedingungen. Vermutlich ist die T-Zell-Aktivitit zeit- und
kontextabhéngig, doch bedarf es an dieser Stelle weiterer Forschung, um jene Faktoren zu
identifizieren, die letztendlich physiologische von destruktiven Immunmodulationen
differenzieren.

Werden die TCR-M Zellen in DO11.10 Empfangertiere transferiert, welche lediglich ein
monoklonales, in diesem Kontext irrelevantes, Ovalbumin-spezifisches T-Zell Kompartiment
aufweisen, bewirken sie nach EMI die Erhaltung der Herzfunktionsparameter und der
Kontraktilitdt des linken Ventrikels. Auch wenn an dieser Stelle keine mechanistischen Daten
erhoben worden sind, konnten die heilungsforderlichen Effekte, neben parakriner Stimulation
des Myokards durch die TCR-M, durch Treg-Beeinflussung der M®-polarisation zu erkldren
sein, wie schon WEIRATHER et al. 2014 zeigten. M® wirken wiederum auf den
Entziindungsverlauf ein, iiber die Sekretion von Zytokinen (z.B. Osteopontin),
Wachstumsfaktoren (z.B. TGF-B), anti-inflammatorischen Interleukinen (z.B. IL10) und
Matrixmetalloproteinasen, ferner durch die Stimulation der Neovaskularisation (FRANTZ et
al. 2013, NAHRENDOREF et al. 2010). Einen Hinweis auf potentielle Involvierung der M®
in dieser Versuchsreihe liefert das unterschiedliche Aufkommen an Monozyten/M® im
Narbengewebe der TCR-M- und DO11.10-transferierten infarzierten Empfangertiere. Des
Weiteren kommen TCR-M induzierte Beeinflussung der Fibroblastenaktivitdt hin zu einer
stabilen und funktionalen Narbe (SAXENA et al. 2014) oder des extrazelluldren purinergen
Metabolismus in Frage. Post-nekrotisch freigesetzte Nukleotide (ATP) wirken
proinflammatorisch. Durch Ektonukleotidasen, wie CD39 und CD73, werden sie zu Adenosin
abgebaut, welches iiber Adenosin-Rezeptoren anti-inflammatorische Signalkaskaden
stimuliert (BONNER et al. 2013, BORG et al. 2017, ELTZSCHIG et al. 2013).
Erstaunlicherweise wirken die gleichen TCR-M, die in infarzierten WT-Méusen zu Tregs
differenzieren und eine Erhaltung der Herzleistung post-EMI in DOI11.10 Maiusen
verursachen, in ihren Spendertieren letal, indem sie ab einem Alter von 6 Wochen eine AIM
auszulosen in der Lage sind (NINDL et al. 2012). Demzufolge determiniert der EMI ein
immunsuppressives bzw. -modulatorisches Milieu, welches die T-Zellen zu einem
heilungsforderlichen anti-inflammatorischen Phdnotyp polarisiert, unabhidngig von
Antigenspezifitdt. Obwohl dessen Existenz in zwei Versuchsmodellen nachgewiesen wurde,
konnen zur Zeit keine Aussagen iiber die genauen Ursachen dieses Milieu-Effektes getroffen
werden. Einen vergleichbares heilungsforderliches Phdnomen konnten 1999 MOALEM et al.
und SCHWARTZ et al. nachweisen, welche Autoantigen-spezifische T-Zellen in Mause
transferierten, denen unmittelbar zuvor eine Verletzung des zentralen Nervensystems

(Sehnerv) zugefiigt worden war. Die gleichen myelin-basic-protein-spezifischen T-Zellen, die
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ansonsten eine experimentelle Autoimmunenzephalomyelitis auszulosen in der Lage sind,
wirkten hier protektiv und restringierten sekundédre Entziindungsschiden an Axonen.
Weiterhin ist es moglich, dass die Differenzierung und Wirkungsweise von T-Zellen stark von
der Anwesenheit weiterer T-Zell-Klone und deren anti-idiotypen Wechselwirkung
untereinander abhidngt (ELIAS et al. 1999, VAZ und CARVALHO 2015). Demzufolge kann
das Verhalten der TCR-M in einem polyklonalen Kontext deutlich von ihrer Aktivitit in den
monoklonalen Spendertieren abweichen.

Bei einer Wiederholung der DO11.10 Versuche wire ein Einschluss weiterer Versuchs-
gruppen wiinschenswert, welche Wildtyp-T-Zellen aus den med-LN sowohl infarzierter als
auch Kontroll-operierter Spendertiere im Transfer erhielten. Somit konnte der Effekt
polyklonaler T-zelluldrer Antworten und der Einfluss des EMI-bedingten Primings (und

somit des Milieu-Effektes) auf die Heilung besser beurteilt werden.

Von besonderem Interesse ist die Kombination der oben ausgefiihrten Interpretation der
Versuche. Auf der einen Seite gibt es starke Indizien eines Autoantigen-spezifischen
Prozesses. Die Herz- und med-LN-spezifische Akkumulation und Differenzierung zu Tregs
der TCR-M in den WT-Miusen und die erhaltene Herzfunktion in den DO11.10 Mé&usen
bieten belastbare Daten. Auf der anderen Seite wird eine Autoantigen-unabhingige EMI-
Milieu-spezifische Funktion der TCR-M gesehen, welche entweder durch den EMI per se,
durch den Transfer, durch Einbettung in ein Repertoire anderer T-Zell-Klone oder durch ihre
quantitative Reduktion im Vergleich zu ithrem Aufkommen in den Spendertieren beeinflusst
wird. Die Dauer der Exposition der TCR-M ggii. dem MYHCA¢14-629 scheint dahingegen
nicht fiir den Umschwung ihres Phénotypes von letal zu heilungsfoérderlich verantwortlich zu
sein. In den Spendertieren setzte eine TCR-M mediierte AIM schon ab einem Alter von 6
Wochen ein (NINDL et al. 2012), in den siebenwochigen Langzeitversuchen dieser Arbeit

limitierte sich deren Aktivitét aber selbststindig.

Als Schlussfolgerung sind beziiglich der eingangs gestellten Frage, ob die T-Zell-Aktivierung
im EMI-Geschehen primir durch den AG-Kontakt oder durch das Zytokinmilieu bestimmt
wird, beide Szenarien als komplementir und grundlegend beteiligt anzusehen. Demzufolge
sind einzelne T-Zell-Klone antigenspezifisch fiir den Entziindungsverlauf von grundlegender
Bedeutung. Es ist jedoch hochgradig reduktionistisch, die komplexe Dynamik der T-Zell-
Reaktivitdt auBerhalb des Wechselwirkungsnetzwerkes des restlichen Organismus, speziell

anderer Leukozyten und deren Interleukine, zu betrachten.

Zwar wird Tag 7 hiufig als Hochphase der Lymphozyten-mediierten Heilungsphase im
Herzinfarkt berichtet (YAN et al. 2013), doch wéren mehr Zeitpunkte der

Immunophinotypisierung begriiBenswert, um ein zeitlich hoéher aufgelostes Bild der
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Polarisationsvorgédnge und zelluliren Mechanismen zu erforschen. Mit Tag 7 und 49 wurden
zumindest zwei typische Zeitpunkte des Heilungsvorganges abgebildet, doch insbesondere
die Wechselwirkung mit M® an Tag 3 bis 5 und die Kommunikation der T-Zellen mit
Myelofibroblasten in den Wochen/Monaten nach EMI stellen Themen fiir zukiinftige

Forschungsarbeiten dar, wozu diese Studie anzuregen hofft.

Ein tieferes Verstindnis der Differenzierung zwischen physiologischer und pathogener
gewebespezifischer Autoimmunitit ist eine der zentralen Herausforderungen der aktuellen
immunologischen Forschung. Prospektiv wire damit die gezielte Beeinflussung der
Heilungsvorginge und die Verhinderung chronisch-aktiver Entziindungsvorgénge mdglich,
wie z.B. der Herzinsuffizienz, aber auch weiterer Entitdten, wie den chronisch-entziindlichen
Darmerkrankungen oder Allergien. Diese Arbeit fiigt ihren Anteil zu der Beweislage hinzu
und untermauert die besondere Rolle der regulatorischen T-Zellen in Autoantigen-

spezifischen Prozessen.

5.4. Vergleich der Tiermodelle

Die Eigenarten der verschiedenen Spezies bergen jeweils abhéngig von der Fragestellung
Stiarken und Schwiéchen. Hunde und Meerschweinchen weisen eine hohe Variabilitét in der
kollateralen GefaBBversorgung auf und entsprechen damit Menschen mit stark ausgeprégter
Kollateralisierung, was allerdings auch variable Infarktgrofen im EMI mit sich bringt
(MAXWELL et al. 1987, YAMAMOTO et al. 1984). Zudem wurden Hunde v.a. in dlteren
Studien hdufig als Modelltiere herangezogen, was eine breite Basis an historischen Daten
darstellt. Schweine, Hunde und Kaninchen entwickeln bei der Auslosung des EMI héufig
letale intraoperative Arrhytmien, zusétzlich beanspruchen die Eingriffe im Vergleich zur
Maus deutlich mehr Zeit, was letztendlich zu einem geringeren Umsatz an operierten Tieren
fithrt (KUMAR et al. 2016, LINDSEY et al. 2018).

In der kardiovaskuldren Forschung ist die Maus ein hiufig verwendetes Modelltier, gestiitzt
durch eine Vielzahl an Publikationen und etablierten Methoden (LINDSEY et al. 2018,
LINDSEY et al. 2018). Wéhrend groBere Spezies, wie Schweine oder Hunde, eine zum
Menschen vergleichbare Herzgroe und -schlagfrequenz aufweisen, iiberzeugen Méuse durch
die einfachere und giinstige Beschaffung, Haltung und Manipulation. Allen voran steht aber
die Verfiigbarkeit einer Vielzahl genetisch modifizierter Mausstimme und profunder
molekularbiologischer Kenntnisse, wie z.B. iiber leukozytire Oberflichenmarker
(DOEVENDANS et al. 1998, IYER et al. 2013). Besonders zu echokardiographischen
Untersuchungen post-EMI wird die Maus hiufig herangezogen (GAO et al. 2011).
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In der vorliegenden Arbeit wurde ein 2012 von NINDL et al. beschriebenes transgenes
Mausmodell gewihlt. Urspriinglich zur Identifikation der zur AIM fithrenden Mechanismen
entwickelt, weist dieser Mausstamm ein monoklonales TZR-Repertoire auf, welches selektiv
auf das Polypeptidfragment MYHCAci14620 reagiert. Zugleich weist es den kongenen
Oberflaichenmarker CD90.1 (Thymocyte antigen 1.1. / Thyl.1) auf, welche in Wildtyp-
Zelltransferempfangertieren (CD90.2) die Identifikation der transgenen Zellen im FACS
ermdglicht. Damit ist das Modell sowohl in seiner Antigenspezifitit als auch der
Nachweisbarkeit der transferierten Zellen den {iblichen Modellen iiberlegen, in welchen
polyklonale und syngene T-Zellkompartimente (meist Splenozyten) transferiert wurden
(MAISEL et al. 1998) oder die untersuchten Tiere vorab mit KM in Adjuvans immunisiert
wurden (MYERS et al. 2013, PUMMERER et al. 1996).

5.5. Vergleich der chirurgischen Modelle

Neben pharmakologischen Methoden der Myokardschddigung, wie durch Isoproterenol
(RAMOS et al. 2012) oder Kryotrauma (HUI et al. 2017), existieren mehrere Modelle des
embolischen EMI. Grundsitzlich kann man zwischen I/R- oder permanenter Okklusion des
Herzkranzgefdfles unterscheiden. I/R-Modelle entsprechen einem in der Klinik rechtzeitig
reperfundierten Infarkt. Ein aufgrund logistischer Probleme oder Kontraindikationen zu spit
oder iiberhaupt nicht behandelter MI wird mittels permanenter Okklusion simuliert
(GHARACHOLOU et al. 2010). Das Vorhandensein eines Reperfusionsschadens nach
interventioneller Ballonangioplastie bei MI-Patienten und tierexperimenteller Daten aus I/R-
Versuchen deuten an, dass hierbei immunologisch und pathophysiologisch unterschiedliche
Prozesse ablaufen (HAUSENLOY et al. 2017, MATHES et al. 2016). In dieser Arbeit wurde
die permanente Ligatur des Herzkranzgefi3es als Modell gewihlt. Hauptgrund hierfiir sind
konstant reproduzierbare InfarktgroBen. AuBerdem tritt vermutlich bei der I/R eine akute
IgM-abhingige Aktivierung des Komplementsystems im gesamten reperfundierten Gebiet
auf (ZHANG et al. 2006). Die Involvierung dieser natiirlichen Antikorper in ischdmischen
Schadigungen wird an dieser Stelle zwecks der Fokussierung auf T-Lymphozyten
vernachléssigt.

Zum einen bieten groBere Spezies, wie Kaninchen oder Schweine, die Moglichkeit, mit
einem Ballonkatheter retrograd liber das arterielle Gefdsystem in eine Herzkranzarterie
vorzudringen und dort entweder iiber eine tempordre Ballonokklusion I/R-schdden zu
verursachen oder iiber das Platzieren einer faserbesetzten Spirale (thrombogenic coil) das
Gefdll permanent zu verschlieBen (EDWARDS et al. 2002). Die technische Machbarkeit setzt

allerdings das Vorhandenseins eines C-Bogens und Erfahrung in kathetergestiitzten
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Interventionen voraus, dennoch bildet diese minimalinvasive Technik aufgrund der
realitditsnahen Emboliesimulation mit geringen prozeduralen Verletzungen v.a. in
Groftiermodellen den Goldstandard. Zum anderen bildet bei Nagern die Thorakotomie mit
anschlieender temporalen oder permanenten Ligatur des RIVA der Arteria coronaria sinister
am offenen Herzen das Standardmodell, da keine Ballonkatheter dieser geringen Grofe
existieren (IYER et al. 2016, SALTO-TELLEZ et al. 2004, VIRAG und LUST 2011,
YTREHUS 2000). Wenngleich in dieser Arbeit unter groBtmoglicher Schonung des Gewebes
und wenig traumatischer Préparation des Zuganges ohne hiufig in der Literatur beschriebene
Fraktur der Rippen durchgefiihrt, bildet die Thorakotomie nach wie vor einen groBeren
chirurgischen Eingriff. Dies hat unspezifische, sterile Entziindungsreize in den manipulierten
Geweben unabhéngig von dem EMI zur Folge, welche potentiell ein Hintergrundrauschen in
den Messmethoden erzeugen. Dem wurde iiber sorgfaltige peri- und postoperative Analgesie,
postoperative Fliissigkeitssubstitution und schonendes Handling der Maéause
entgegengekommen. Die in unseren FACS-Untersuchungen praktisch nicht vorhandene
Nachweisbarkeit einer Leukozyteninfiltration in Kontroll-OP-Herzen und somit fehlender
traumatischer unspezifischer Entziindung untermauert die Eignung dieses Modells mit einer

glinstigen signal to noise ratio.

5.6. Belastungseinschdtzung

Je nach Ausmal} des EMI stellt der Versuch fiir die Méuse eine mittlere bis hohe Belastung
dar (HENKE et al. 2015). Ein maB3geblicher Teil des Schmerzes wird durch die Thorakotomie
und groe EMI verursacht, kleine Infarkte ziehen dahingegen vergleichsweise geringe
Schmerzen nach sich, ungefdhr in gleichem Malle wie die Kontroll-OP (FALLER et al.
2015). Demzufolge sind peri- und postoperative Analgesie unabdingbar. In dieser
Arbeitsgruppe konnte eine postoperative Mortalitdtsreduktion von circa 30 % auf 5-10 %
iber eine von Tag 1-3 post-OP andauernde Buprenorphingabe erzielt werden. Das
Belastungsscoring in den hier diskutierten Versuchsreihen rangierte in dem Grofteil der Fille
im mittleren Referenzbereich, nur in Ausnahmefillen war die Euthanasie eines Versuchstieres
notwendig. Sofern Méduse verendeten, wiesen diese pathomorphologische Charakteristiken
eines Linksherzversagens vor. Ventrikelrupturen traten nicht auf.

In den ersten 3 Tagen post-OP verloren die Versuchstiere ca. 5-10 % ihres Korpergewichtes,
was entweder an dem Eingriff und der damit verbundene Belastung oder an Futteraufnahme
reduzierenden Nebenwirkungen durch das Buprenorphin liegen konnte, was bei mehreren
Spezies berichtet wird (JACOBSON 2000, OLIVER et al. 2018). Weiterhin wird der mit dem

subkutanen Verabreichen der Analgesie verbundene Stress mit Gewichtsverlust in
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Verbindung gebracht (JIRKOF et al. 2015). Fiir zukiinftige Versuche ist eine orale
Applikation des Buprenorphins iiber das Trinkwasser oder das Futter zu bevorzugen
(KALLIOKOSKI et al. 2011, MOLINA-CIMADEVILA et al. 2014).
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Einleitung: Jeder sechste Mann und jede siebte Frau in der westlichen Welt werden am
Myokardinfarkt und seinen Folgepathologien sterben. Nach einem Infarkt ist das Herz nicht
fahig die nekrotisierten Kardiomyozyten zu regenerieren, es findet lediglich eine
Defektheilung statt. Das entstehende Platzhaltergewebe besteht aus Bindegewebe und ist Ziel
fortlaufender Heilungs- und Umbauprozesse. Ob diese in einer stabilen funktionalen Narbe
oder in einem Herzwandaneurysma mit sich verschlechternder Herzfunktion enden, hingt im
Wesentlichen von dem physiologischen Abschluss des Entziindungsprozesses ab. Den ersten
Schritt der Heilung stellt die sterile Entziindung dar, welche durch Proteolyse und
Phagozytose die strukturelle Grundlage fiir die Proliferation des Narbengewebes schaftt.
Doch auch in spiteren Heilungsphasen steuern immunologische Prozesse den regenerativen
Ablauf und kommen im besten Fall mit der Ausheilung der Narbe zum Erliegen. Es kann
allerdings auch zu einem pathologischen Persistieren dieser Entziindungsantwort kommen,
was meist zu einer chronischen Verschlechterung der Organfunktion fiihrt. In welche
Richtung sich diese Entziindungsantwort entwickelt, scheint maf3geblich von der Art der
Reaktivitdt des adaptiven Immunsystems auf das ausheilende Gewebe abzuhéngen.

Nachdem Autoimmunitit lange Zeit nur in ihrem pathologischen Kontext untersucht wurde,
zeigten mehrere Wundheilungsmodelle die notwendige Beteiligung des adaptiven
Immunsystems fiir eine physiologische Regeneration. Dabei reagieren heilungsforderliche
Lymphozyten auf gewebespezifische Autoantigene. Dies zeigte sich auch durch die
Aktivierung regulatorischer T-Helfer-Zellen nach einem experimentellen Myokardinfarkt
(EMI) in Méusen, die ihrerseits myokardiale Entziindungsprozesse, Heilung und Remodeling
positiv modulieren. Ein Autoantigen, welches in diesem Kontext diskutiert wird, ist das
Kardiomyosin. Es wird ausschlieBlich herzrestriktiv exprimiert und ist in der Lage

immunstimulierend zu wirken.
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Ziele der Untersuchung: In der vorliegenden Arbeit wurde die Relevanz der
Antigenspezifitit beziiglich Kardiomyosin in immunologischen Heilungsprozessen
untersucht. Dabei wurde im Speziellen auf die Beeinflussung der T-Zell-Reaktivitdt durch das
Milieu des infarzierten Herzens eingegangen.

Tiere, Material und Methoden: Es wurden Kardiomyosin-spezifische Thyl.1* CD4* T-
Helfer-Zellen (TCR-M) in gesunde Thyl.2+ Wildtyp-BALB/c- und transgene Dol1.10-
Empfingermduse transferiert. Einen Tag spdter wurde durch die Ligatur eines
Herzkranzgefia3es ein permanenter Infarkt ausgelost. An Tag 7 post operationem wurden die
Qualitdt des Heilungsvorganges und die Herzfunktion mittels Echokardiographie beurteilt.
An Tag 7 und 49 post operationem wurden die Organe (Herz, Mediastinallymphknoten,
Kniefaltenlymphknoten und Milz) entnommen und das T-Zellkompartiment, sowie dessen
organspezifische Abundanz mittels Durchflusszytometrie und Light-Sheet Flourescence
Microscopy (LSFM) charakterisiert. Die Experimente wurden mit 3-23 Mé&usen pro Gruppe
jeweils 2-5 Mal unabhéngig voneinander durchgefiihrt. Fiir die statischen Analysen wurden
die Mittelwerte der Variablen mittels ungepaarter t-Tests (Vergleich zweier Mittelwerte) oder
two-way ANOVA gefolgt durch die Sidak Korrektur (Vergleich von mehr als zwei
Mittelwerten) verglichen. Wahrscheinlichkeitswerte von p < 0,05 wurden als statistisch
signifikant angesehen.

Ergebnisse: Durchflusszytometrie und LSFM Analysen stellten eine erhohte Akkumulation
und Aktivierung der TCR-M in Herzen infarzierter Méuse zur Hochphase des
Heilungsprozesses (Tag 7) im Vergleich zur Sham-Gruppe (Kontroll-operierte Mausen ohne
Infarkt) dar. Dieses Phinomen konnte nicht an anderen untersuchten Orten im Kdorper (Milz,
Kniefaltenlymphknoten) festgestellt werden. In den Mediastinallymphknoten kam es sowohl
unter Kontroll-, als auch Infarktbedingungen zu einer Akkumulation und Aktivierung der
TCR-M, was auf konstitutiv ablaufende autoimmune Prozesse hindeutet. In der chronischen
Heilungsphase (Tag 49) verteilte sich diese Zellpopulation gleichméBig auf die untersuchten
Organe, was fiir eine selbstlimitierende Autoreaktivitit post-EMI der T-Zellen spricht.
Bemerkenswerterweise differenzierten transferierte TCR-M, die in ihren Spendertieren
pathogen wirken und eine letale Autoimmunmyokarditis auslosen, in infarzierten Mausen zu
regulatorischen T-Zellen. Dort agieren sie kardioprotektiv, was letztendlich zum Erhalt der
echokardiographisch erhobenen Herzfunktionsparameter fiihrte.

Schlussfolgerung: Die Ergebnisse dieser Arbeit liefern Evidenz fiir die urséchliche Rolle des
herzspezifischen Antigens Kardiomyosin in der postinfarziellen T-Zell-Reaktivitit. Weiterhin
wird der determinierende Einfluss des Infarktkontextes unabhingig von Antigenspezifitit
demonstriert. Dieser polarisiert T-Helfer-Zellen in ihrer Funktion zu regulatorischen T-Zellen

und fiihrt zu einer protektiven und heilungsforderlichen Autoimmunantwort.
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Introduction: Every sixth man and seventh woman in the western world will die of
myocardial infarction and its consequential pathologies. After infarction, cardiomyocytes
have a negligible regenerative capacity, thus only defect healing takes place. The resulting
scar is mainly composed of fibrotic tissue and is under constant healing- and remodeling-
processes. Whether these result in a stable scar or in an ventricular aneurysm with
deteriorating heart function, depends mainly on the physiological completion of the
inflammatory process. The first step consists of a sterile inflammation, which provides the
structural foundation for proliferation of the scar tissue by proteolysis and phagocytosis of the
necrotic tissue. But also in later healing phases, immunological processes direct the
regeneration and cease optimally at its final stage. However, there can be a pathological
persistence of those inflammatory responses, which normally leads to a gradual impairment
of the organ function. Hereby, the reactivity of the adaptive immune system crucially defines,
which quality these inflammatory responses develop.

After autoimmunity has for a long time been investigated only in its pathological occurrence,
several wound healing models showed the obligatory involvement of the adaptive immune
system for a physiological regeneration, whereas lymphoycytes foster healing by recognition
of tissue specific auto-antigens. Recent studies revealed, that experimental myocardial
infarction (EMI) triggers the activation of CD4* T cells in mice, which in turn modulate
myocardial inflammation, healing and remodeling. Cardiac myosin is one of the triggering
auto-antigens, which have been discussed in this context. Its expression is restricted to the
heart and it is capable of stimulating an immune response.

Aim of the investigation: The present study adressed the relevance of antigen specificity
towards cardiac myosin in the immunological healing process, and how T cell responses are

fine-tuned in the injured myocardium milieu.
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Animals, material and methods: Cardiac-myosin-specific Thyl.1* CD4* T cells (TCR-M)
were adoptively transferred into healthy Thyl.2+ wildtype BALB/c- and DO11.10-recipient
mice one day prior to EMI induction by ligation of a coronary artery. At day 7 post
operationem the quality of the healing process has been assessed by echocardiography. At
day 7 and 49 post operationem, the organs (heart, mediastinal lymph node, subiliacal lymph
node and spleen) were harvested and the T-cell compartment and its abundance were
analyzed by flow cytometry and Light-Sheet Fluorescence Microscopy. The experiments
were conducted containing 3-23 mice per group in 2-5 independent sessions. For statistical
analyses, the mean values of the variables have been compared by unpaired t-tests
(comparison of 2 values) or two-way ANOVA followed by Sidak-correction (comparison of
more than 2 values). A probability value of p < 0.05 has been accepted as statistical
significant.

Results: Flow cytometry and light-sheet flourescent microscopy analyses showed that TCR-
M cells accumulate and get activated in the hearts of infarcted, but not of sham-operated
animals, at the peak of healing process (day 7), whereas no TCR-M accumulation was
observed in other non-cardiac sites (spleen, subiliacal lymphnode). In mediastinal lymph
nodes, both sham- and EMI-groups showed an accumulation and activation of TCR-M,
which points to constitutive autoimmune processes at this site. Notably, TCR-M dispersed
evenly over the analyzed organs at later chronic remodeling phase (day 49), indicating that
post-EMI T cell auto-reactivity is self-limiting. Most strikingly, TCR-M cells, which are
pathogenic and drive lethal myocarditis in their donors, differentiate into regulatory T cells
and promote cardioprotection when transferred into EMI-recipients, leading to preserved
functional parameters.

Conclusion: These results provide evidence that post-MI T cell responses are largely driven
by responses to cardiac myosin as a heart-specific antigen. Furthermore, beyond specificity,
the data reveal that the unique MI-milieu dictates the phenotypic polarization of specific
CD4+ T cells, favoring the development of protective autoimmune responses, that benefit

self-maintenance.
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