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Der Myokardinfarkt (Ml) und seine Folgeerkrankungen, wie z.B. die Herzinsuffizienz, zdhlen immer
noch zu den haufigsten Todesursachen weltweit. Dank einer verbesserten Akutversorgung, z.B.
durch die perkutane Koronarintervention (PCl), wurde die friihe Mortalitdt des Ml stark reduziert.
Jedoch entwickelt eine nicht unerhebliche Anzahl Menschen nach einem Ml Uber die Zeit ein
Herzversagen, dessen Hintergriinde bisher noch nicht vollstandig geklart werden konnten. Es gibt
allerdings Hinweise, dass ein immunologisches Ungleichgewicht im angeborenen Immunsystem mit
einer verstarkten proinflammatorischen Reaktion daran beteiligt sein kdnnte. In den letzten Jahren
wurde deutlich, dass neben T- und B-Zellen auch Immunzellen der angeborenen Immunantwort wie
z.B. Monozyten, Makrophagen oder neutrophile Granulozyten ein Gedachtnis ausbilden kdénnen,
welches auf epigenetischen sowie metabolischen Veranderungen basiert. Bei Restimulation zeigen
diese Immunzellen eine langfristig verstarkte Reaktionen, was als Trained innate immunity (TII)
bezeichnet wird. TIl kann sowohl durch verschiedene exogene (z.B. Viren, Bakterien, Parasiten) als
auch endogene (z.B. oxidiertes Low-Density-Lipoprotein, Hormone, Harnsdure) Faktoren ausgelost
werden. Um experimentell einen TII-Phadnotyp zu induzieren, werden haufig B-Glucane eingesetzt,
bei denen es sich um Polysaccharide handelt, die u.a. in den Zellwdnden von Pilzen vorkommen.
Die 1,3-Glucan-Einheiten binden dabei an bestimmte PRRs (pattern recognition receptors) wie z.B.
Dectin-1 auf der Zelloberflache von z.B. Makrophagen, was zur Aktivierung dieser Zellen fihrt. Der
TlI-Phanotyp kann die Immunantwort gegen pathogene Erreger unterstiitzen, aber andererseits
auch die Entstehung und Progression von kardiovaskuldren Erkrankungen férdern. Obwohl es
aussagekraftige Hinweise/Belege dafiir gibt, dass Tll die Atherosklerose verstarken kann, ist bisher
nicht untersucht worden, welchen Einfluss Tll auf einen Myokardinfarkt nimmt.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte daher der Einfluss eines TII-Phanotyps auf die akute
Entziindungsreaktion und den nachfolgenden Heilungsprozess nach einem experimentell
induzierten MI in der Maus untersucht werden. Der TII-Phanotyp wurde durch zwei
intraperitoneale (Tag -7 und -4) Injektionen Zymosan A (ZyA) induziert. Durchflusszytometrische
Analysen zeigten, dass die ZyA-Behandlung vor allem zu einer erhohten Anzahl neutrophiler
Granulozyten und klassischer Monozyten im Blut, in der Milz und im Knochenmark fihrte.
Daraufhin erfolgte die Induktion eines Ml durch eine 50-miniitige Ischamie mit anschliefender
Reperfusion. Late Gadolinium Enhancement-Magnetresonanztomographie (MRT)-Messungen
sowie funktionelle *H-MRT-Messungen zeigten fir ZyA-behandelte M3use bereits an Tag 1 nach Ml
eine erhdhte InfarktgréRe mit niedriger Ejektionsfraktion. Uber einen Zeitraum von vier Wochen
verschlechterte sich die Herzfunktion der ZyA-behandelten Mause kontinuierlich, wie sich anhand
der Ejektionsfraktion, aber auch aufgrund der endsystolischen und -diastolischen Werte zeigte.
Zudem war an Tag 28 nach MI der Infarktbereich ZyA-behandelter Tiere deutlich diinner.
Interessanterweise konnte nach der intravendsen Applikation von
Perfluorcarbon-Nanoemulsionen (PFCs), welche vor allem von zirkulierenden Monozyten bzw.
lokalen Makrophagen aufgenommen werden, an Tag 2 nach Ml in den Herzen von ZyA-behandelten
Miausen ein signifikant verringertes °F-Signal festgestellt werden. Durchflusszytometrische
Analysen der kardialen Immunzellen an Tag 2 zeigten jedoch weder eine erh6hte noch eine
verringerte Anzahl proinflammatorischer Immunzellen im Herz der ZyA-behandelten Tiere, die
dieses Ergebnis erklaren kdnnten. Ahnliche Befunde konnten nach der PFC-Injektion in einem
Modell der LPS-induzierten subkutanen Entziindung (Matrigel/LPS) detektiert werden. Auch hier
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zeigte sich sowohl im Matrigel als auch im Knochenmark ZyA-behandelter Tiere ein verringertes
F-Signal, wahrend die Anzahl neutrophiler Granulozyten sogar leicht erhéht war. Mithilfe von in
vivo Untersuchungen konnte eine verschlechterte Endozytose von PFCs durch neutrophile
Granulozyten und klassische Monozyten sowohl im Blut als auch in der Milz und im Knochenmark
identifiziert werden. Aufgrund dieser Ergebnisse wurde dariiber hinaus untersucht, ob die
ZyA-Behandlung einen Einfluss auf die funktionellen Eigenschaften der Immunzellen und deren
Aktivierungsmuster sowohl vor als auch nach einem zweiten Stimulus hat. Daflir wurden zum einen
Immunzellen allgemein und zum anderen nur neutrophile Granulozyten nach alleiniger
ZyA-Behandlung oder zusatzlicher Matrigel/LPS-Implantation aus dem Knochenmark isoliert.
Neutrophile Granulozyten, klassische Monozyten und Makrophagen wurden daraufhin ex vivo mit
fluoreszenzmarkierten Escherichia coli- und Dextran-Partikeln sowie PFCs bezlglich ihrer
Endozytoseeigenschaften untersucht. Dabei zeigten Makrophagen ZyA-behandelter Mause eine
signifikant verringerte Aufnahme von allen drei Partikelarten. Isolierte neutrophile Granulozyten
wurden in Bezug auf die Oberflachenexpression ihrer Aktivierungsmarker (CD11b, CD62L, CD63)
sowie ihrer Migrationseigenschaften und der Produktion reaktiver Sauerstoffspezies (ROS)
analysiert. In diesem Zusammenhang wurde nur eine signifikant verstarkte Migration neutrophiler
Granulozyten nach ZyA-Behandlung, jedoch kein Unterschied in der ROS-Produktion und bei den
Aktivierungsmarkern gefunden.

Zusammengefasst zeigt die vorliegende Arbeit, dass durch die intraperitoneale Injektion von ZyA
ein TII-Phanotyp induziert wird, der zu einem gréoReren Myokardinfarkt und infolgedessen zu einem
kontinuierlichen kardialen Funktionsverlust fiihrt. Letzteres deutet auf einen verschlechterten
Heilungsprozess des Herzes hin, der auf eine verminderte Endozytose durch neutrophile
Granulozyten und Monozyten zurlickzufiihren sein konnte. In Zukunft missen jedoch noch die
genauen zugrundeliegenden pathophysiologischen Mechanismen geklart werden. Dies kénnte
auch dabei helfen, weitere Risikofaktoren fiir die Entstehung eines Herzversagens zu erkennen, um
darauf aufbauend mogliche neue therapeutische Ansdtze zu identifizieren und somit einen
progressiven Myokardschaden zu vermindern.
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Myocardial infarction (MI) and its sequelae, such as heart failure, are still among the most common
causes of death worldwide. As a result of improved intensive care, e.g. through percutaneous
coronary intervention (PCl), the early mortality due to Ml has been greatly reduced. However, a not
inconsiderable number of people develop heart failure over time after MI, while the causes of which
have not yet been fully clarified. Nevertheless, there are indications that an immunological
imbalance in the innate immune system with an increased proinflammatory reaction is involved. In
recent years, it has become clear that, in addition to T- and B-cells, immune cells of the innate
immune response such as monocytes, macrophages or neutrophil granulocytes can also form a
memory based on epigenetic and metabolic changes. Upon restimulation, these immune cells show
a long-term enhanced response, which is referred to as trained innate immunity (TIl). TIl can be
triggered by various exogenous (e.g. viruses, bacteria, parasites) as well as endogenous (e.g.
oxidized low-density lipoprotein, hormones, uric acid) factors. To experimentally induce TII,
B-glucans are often used, which are polysaccharides that occur for example in the cell walls of fungi.
The 1,3-glycosidic linkages bind to certain PRRs (pattern recognition receptors) such as Dectin-1 on
the cell surface of e.g. macrophages, thereby activating these cells. The induced TlI-phenotype can
support the immune response against pathogens, but on the other hand it can promote the
development and progression of cardiovascular diseases. Although there is convincing evidence
that TIl can worsen atherosclerosis, the impact of Tl on Ml has not yet been investigated.

The aim of this study was to examine the influence of a Tll-phenotype on the acute inflammatory
response and the subsequent healing process after an experimentally generated Ml in mice. The
Tll-phenotype was induced by two intraperitoneal (day -7 and -4) injections of zymosan A (ZyA).
Flow cytometric analyses showed that ZyA-treatment mainly led to an increased number of
neutrophil granulocytes and classical monocytes in the blood, spleen and bone marrow. This was
followed by the induction of a Ml by 50 min of ischemia with subsequent reperfusion. Late
gadolinium enhancement (LGE) magnetic resonance imaging (MRI) and functional *H MRI showed
an increased infarct size with decreased ejection fraction already on day 1 after Ml in ZyA-treated
mice. Over the course of four weeks, the cardiac function of ZyA-treated mice declined
continuously, as shown by the ejection fraction, but also by the end-diastolic and -systolic volume.
In addition, on day 28 after MlI, the ischemic area of ZyA-treated animals was significantly thinner.
Interestingly, after intravenous application of perfluorocarbon nanoemulsions (PFCs), which are
primarily taken up by circulating monocytes or local macrophages, a significantly reduced *°F signal
was detected in the hearts of ZyA-treated mice on day 2 after MIl. However, flow cytometric
analyses of cardiac immune cells on day 2 showed neither an increased nor a decreased number of
proinflammatory immune cells in the heart of ZyA-treated animals, that could explain these results.
Similar findings were detected after PFC injection in a model of LPS-induced subcutaneous
inflammation (matrigel/LPS). Here as well, both the matrigel and the bone marrow of ZyA-treated
animals showed a reduced *°F signal, while the number of neutrophil granulocytes was even slightly
increased. Using in vivo examinations, an impaired endocytosis of PFCs by neutrophil granulocytes
and classical monocytes was identified in blood, spleen and bone marrow. Based on these results,
it was investigated in more detail whether ZyA-treatment has an influence on the functional
properties of the immune cells and their activation patterns both before and after a second
stimulus. For this reason, immune cells in general and only neutrophil granulocytes were isolated
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from the bone marrow after ZyA-treatment or additional matrigel/LPS-implantation. Neutrophil
granulocytes, classical monocytes and macrophages were then examined ex vivo for their
endocytosis properties using fluorescence-labelled Escherichia coli and dextran particles as well as
PFCs. Macrophages from ZyA-treated mice showed a significantly reduced uptake of all three
particle types. Isolated neutrophil granulocytes were analysed regarding the surface expression of
their activation markers (CD11b, CD62L, CD63) as well as their migration properties and the
production of reactive oxygen species (ROS). In this context, only a significantly increased migration
of neutrophil granulocytes was found after ZyA-treatment, but no differences in ROS production
and activation markers.

In summary, the present study shows that intraperitoneal injection of ZyA induces a Tll-phenotype
that leads to aggravated myocardial infarction and subsequently to a continuous cardiac
dysfunction. This indicates a worsened healing process of the heart, which could be due to reduced
endocytosis by neutrophil granulocytes and monocytes. In the future, the exact underlying
pathophysiological mechanisms must be still clarified. This could also help to recognise further risk
factors for the development of heart failure in order to identify possible new therapeutic
approaches and thus reduce progressive myocardial damage.
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1: Die drei Phasen der Heilung des Herzes nach einem Myokardinfarkt.
2: Ausloser und Auswirkungen von Trained innate immunity (TII).

3: Schematischer Uberblick iber die Wechselwirkungen zwischen TIl und kardiovaskuldren
Erkrankungen.

4: Versuchsablauf der Induktion eines Trained innate immunity (TIl)-Phanotyps und
anschlieRendem Myokardinfarkt (Ml) bzw. LPS-induzierter subkutaner Entziindung
(Matrigel/LPS).

5: Gating-Strategien fir Immunzellen aus dem Blut.

6: Zwei Gating-Strategien fiir Stamm- und Vorlauferzellen aus dem Knochenmark.

7: Gating-Strategie fiir Ly6G'°"-Zellen aus dem Blut, der Milz und dem Knochenmark.

8: ZyA-Behandlung beeinflusst Immunzellzahlen im Blut, in der Milz und im Knochenmark.
9: Keine veranderte Anzahl von Stamm- und Vorlduferzellen nach ZyA-Behandlung an Tag O.

10: Erhohte InfarktgréRe, aber reduziertes *°F-Signal im Infarktbereich ZyA-behandelter
Mause.

11: ZyA-Behandlung beeinflusst Immunzellzahlen im Herz, im Blut, in der Milz und im
Knochenmark.

12: Reduziertes °F-Signal im Matrigel und Knochenmark ZyA-behandelter Mduse an Tag 2
nach Matrigel/LPS-Implantation.

13: ZyA-Behandlung verandert die Immunzellzahlen nach Matrigel/LPS-Implantation.
14: Zymosan A beeinflusst Himatopoese nach Ml und Matrigel/LPS-Implantation.

15: ZyA-Behandlung fiihrt zu verringerter PFC-Aufnahme in vivo an Tag 1 nach
Matrigel/LPS-Implantation.

16: ZyA-Behandlung fiihrt zu reduziertem *°F-Signal im Knochenmark und in der Milz.
17: Reduzierte PFC-Aufnahme nach ZyA-Behandlung.
18: PFC-Aufnahme von Immunzellen nach ex vivo ZyA-Behandlung.

19: Durchflusszytometrische Analyse der A¥8ZyA-Aufnahme durch Immunzellen der Milz
und des Knochenmarks.

20: Oberflachenexpression von Dectin-1, TLR2, CD18 und CD36 in PBS- und ZyA-behandelten
Mausen an Tag 0.
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Untersuchung von Endozytose-Eigenschaften nach ZyA-Behandlung.

Funktionelle Eigenschaften von neutrophilen Granulozyten aus dem Knochenmark vor
und nach Induktion eines zweiten Stimulus.

Funktionelle Eigenschaften von neutrophilen Granulozyten aus dem Matrigel an Tag 1
nach Matrigel/LPS-Implantation.

Veranderte Ly6G-Expression nach ZyA-Behandlung.
Verandertes Milzgewicht durch ZyA-Behandlung.

Zeitlicher Verlauf des Einflusses von Zymosan A auf die Herzfunktion und Heilung nach
Myokardinfarkt (Ml).

T1- und T2-Mapping nach ZyA-Behandlung und Verlauf nach Induktion eines
Myokardinfarkts (Ml).

Histologische Untersuchung und Gewicht des Herzes von PBS- bzw. ZyA-behandelten
Mausen.

Einfluss von Zymosan A und einer LPS-induzierten subkutanen Entziindung auf die
T1- und T2-Zeiten des Knochenmarks.

Analyse des Verlaufs einer LPS-induzierten subkutanen Entziindung nach
ZyA-Behandlung mittels T1- und T2-Mapping.

Erganzende Abb. 1: Gating-Strategien flir Immunzellen aus der Milz.

Erganzende Abb. 2: Gating-Strategien fiir Inmunzellen aus dem Knochenmark.

Erganzende Abb. 3: Gating-Strategien flir Inmunzellen aus dem Herz.

Erganzende Abb. 4: Gating-Strategie fiir Inmunzellen aus dem Matrigel.

Erganzende Abb. 5: Einfluss von ZyA auf die Himatopoese im Knochenmark.

Erginzende Abb. 6: Gating-Strategie fiir Ly6G'*“-Zellen aus a) dem Herz und b) dem Matrigel.
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Einleitung

1. Einleitung
1.1. Herzphysiologie und Entstehung eines Myokardinfarkts

1.1.1. Kurze Ubersicht iiber die Anatomie und Physiologie des Herzes

Das kardiovaskuldre System ist anatomisch durch das Herz und die damit verbundenen Gefille,
Venen und Arterien aufgebaut. Durch rhythmische Herzkontraktionen wird das Blut kontinuierlich
durch den Korper gepumpt, um ihn mit Sauerstoff sowie Na&hrstoffen zu versorgen und
Kohlenstoffdioxid abzutransportieren. Des Weiteren dient das kardiovaskuldre System der
Warmeregulation des Kérpers und ist an wichtigen immunregulatorischen Aufgaben beteiligt. Das
Herz teilt sich in vier Binnenraume auf: Vendses sauerstoffarmes Blut gelangt Gber die Vena cava
in das rechte Atrium (Vorhof) und von dort durch die Trikuspidalklappe in den rechten Ventrikel.
Durch die Pulmonalklappen und Giber die Pulmonalarterie stromt das sauerstoffarme Blut aus dem
rechten Ventrikel bis in die Lunge. In den KapillargefdalRen der Lunge erfolgt anschliefend der
Gasaustausch: Das Blut gibt Kohlenstoffdioxid ab und nimmt Sauerstoff auf. Daraufhin gelangt das
mit Sauerstoff angereicherte Blut tber die Pulmonalvene in das linke Atrium und von dort durch
die Mitralklappe in den linken Ventrikel. Durch die Aortenklappe wird das sauerstoffreiche Blut in
die Aorta und von dort in den gesamten Korper gepumpt, damit es die peripheren Blutgefidlle
erreichen kann. Durch ein intrinsisches elektrophysiologisches System, das die elektrischen Impulse
schnell vom Sinusknoten zum Atrioventrikularknoten und entlang der Purkinje-Fasern zur
Herzspitze (Apex) ubertrdgt, kommt eine koordinierte Herzkontraktion zustandel?. Die
anatomische und funktionelle Komplexitdt des Herzes erfordert ein ausgezeichnetes
Zusammenspiel heterogener Zellpopulationen, um eine kontinuierliche Kontraktion und
Entspannung bei unterschiedlichen Driicken, Belastungen und biophysikalischen Reizen in jeder
Kammer zu ermoglichen. Das Herz wird aus multipotenten Vorlduferzellen gebildet, die zwei
Herzfelder umfassen. Zellen des ersten Herzfeldes besiedeln in erster Linie den linken Ventrikel und
Zellen des zweiten Herzfeldes den rechten Ventrikel. Jedoch tragen beide Herzfelder zu den Atrien
bei. Die hamodynamischen Veranderungen in der postnatalen Periode und die unterschiedlichen
genregulatorischen Netzwerke, die in jedem Herzfeld wirken, pragen die Genexpressionsmuster
der adulten Herzzellen®. Das adulte humane Herz besteht aus unterschiedlichen Zelltypen:
Kardiomyozyten, Perizyten und Fibroblasten. Diese Zelltypen weisen auferdem verschiedene
atriale und ventrikulare Untergruppen von Zellen mit unterschiedlichen Entwicklungsurspriingen
und spezialisierten Eigenschaften auf. Bezogen auf Immunzellen zeigen sich vor allem kardial
ansassige Makrophagen mit pro- und antiinflammatorischen Transkriptionssignaturen. Des
Weiteren baut sich das Herz aus Endothelzellen, glatten Muskelzellen und weiteren myeloiden
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sowie lymphoiden Immunzellen auf. Insgesamt machen den GroRteil der Zellmasse die

Kardiomyozyten aus, wihrend den gréBten prozentualen Anteil die Endothelzellen haben®.

1.1.2. Kardiovaskuldre Erkrankungen und der Myokardinfarkt

Kardiovaskuldre Erkrankungen (CVDs) sind die weltweit haufigste Todesursache. Nach Angaben des
statistischen Bundesamtes (Destatis) starben im Jahr 2022 33,6 % der deutschen Bevolkerung an
CVDs® und davon 13 % an einem Myokardinfarkt®. Innerhalb der letzten Jahrzehnte ist die Todeszahl
durch CVDs in den Industrielandern zuriickgegangen, jedoch nimmt sie in Ldandern mit niedrigem
oder mittlerem Einkommen zu. Dies ist vor allem darauf zuriickzufiihren, dass es in diesen Landern

kaum Praventions- und BehandlungsmaRnahmen gibt’.

Typischerweise handelt es sich bei CVDs um Erkrankungen, die mit dem Herzen, den BlutgefalRen
und dem GefaRsystem des Gehirns in Verbindung stehen wie z.B. die koronare Herzkrankheit, die
periphere arterielle Verschlusskrankheit, der Herzinfarkt, der Schlaganfall oder Aneurysmen?. Ein
gemeinsamer Ausloser flr viele kardiovaskulare Erkrankungen ist die Atherosklerose. Diese ist eine
degenerative Erkrankung der arteriellen GefaRwiande, die durch eine Endotheldysfunktion
gekennzeichnet ist’. Aufgrund der Endotheldysfunktion kommt es zu der Infiltration von
Leukozyten in das betroffene Gewebe und die Freisetzung von P-Selektin und des von-Willebrand-
Faktors aus Endothelzellen wird geférdert, wodurch Leukozyten und Blutplattchen an die
Endothelzellen binden kénnen®. Als Folge entstehen atherosklerotische Plaques, die zu einer
GefaRverengung fihren und letztlich das gesamte GefaRlumen verschlieBen kdnnen (z.B. in den
HerzkranzgefafRen). Ein weiteres Risiko besteht bei der Plaque-Ruptur, wodurch es zu Einblutungen
und Thrombenbildung kommen kann, die wiederum in andere Gewebe ausgeschwemmt und in
weiter entfernten kleineren GefiRen zu einem Verschluss fiuhren konnen (z.B. bei einer
Lungenembolie)l. Eine Reihe verschiedener Risikofaktoren, die in nicht-modifizierbar und
modifizierbar unterteilt werden konnen, tragen zum Fortschreiten von CVDs bei. Zu den
nicht-modifizierbaren Risiken gehoren das Alter, das Geschlecht und genetische Ursachen, wahrend
Bluthochdruck, Diabetes, Dyslipidamie, Rauchen, falsche Erndhrung und Fettleibigkeit wichtige
pradisponierende modifizierbare Risikofaktoren sind®. Eine verbesserte und friihzeitige Diagnose
von CVDs kénnte dabei den Schwerpunkt der Therapie von der Behandlung auf die Vorbeugung

verlagern und damit die Gesamtiiberlebenszeit verbessern.

Im Bereich der Aortenwurzel entspringen die HerzkranzgefaRe (Koronararterien), welche direkt auf
dem Herzmuskel (Myokard) verlaufen und das Herz selbst mit Sauerstoff und Nahrstoffen
versorgen2, Kommt es zu einer Verengung oder gar einem Verschluss in einer der Koronararterien,
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durch z.B. atherosklerotische Plaques, Thromben oder seltener Spasmen und allergische
Reaktionen, fiihrt dies zu einer Sauerstoffunterversorgung des betroffenen Myokardbereichs, die
als Ischdmie bezeichnet wird!*™*. Durch die Ischidmie sterben Kardiomyozyten ab und ein
Myokardinfarkt ist die Folge. Der bisherige medizinische Fortschritt bietet Therapien, die bereits
die akute Mortalitdt nach einem Myokardinfarkt vermindern. Allerdings sinkt bei Frauen die

Sterblichkeitsrate langsamer und sie Gberleben schwere Herzinfarkte seltener als Manner?>.

1.1.3. Entziindungsreaktion und Heilung nach dem Myokardinfarkt

Ein Myokardinfarkt (MI) tritt auf, wenn eine anhaltende Unterbrechung des Blutflusses in einer
Region des Herzes zu einem dauerhaften Absterben von Kardiomyozyten fihrt. Um diesen Verlust
auszugleichen und die Funktion des Myokards wiederherzustellen, wird das Herzgewebe im
infarzierten Myokard umgebaut. In den folgenden Tagen und Wochen werden die abgestorbenen
Kardiomyozyten durch eine kollagenreiche Narbe ersetzt. Dieses Fortschreiten der Wundheilung
des Myokards nach einem Infarkt ist ein dynamischer Prozess, der im Allgemeinen in drei Phasen
unterteilt wird (siehe Abb. 1): (i) Entzindung/Nekrose, (ii) Fibrose/Proliferation und (iii) langfristiger

16,17

Umbau/Reifung

Die inflammatorische Phase tritt bei Mdusen in den ersten drei und bei Menschen in den ersten
sieben Tagen auf'®?°, Im Allgemeinen kommt es dabei primar zum Absterben der Kardiomyozyten,
dem Abbau der extrazelluliren Matrix und der Sekretion von DAMPs (damage-associated
molecular patterns) aus dem verletzten Myokard?®. Die ausgesendeten DAMPs binden vorwiegend
an TLRs (toll-like receptors) wie z.B. TLR2 oder TLR4, die auf der Immunzelloberflache von z.B.
Makrophagen exprimiert werden. Diese fordern durch die Aktivierung des Transkriptionsfaktors
NF-kB (nuclear factor kappa B) die Produktion von proinflammatorischen Zytokinen sowie
Chemokinen (z.B. Interleukin (IL)-1a, IL-6, CCL2 (chemokine ligand 2), MCP-1 (monocyte
chemoattractant protein-1)*>?1. Dadurch werden als erstes neutrophile Granulozyten, aber auch
klassische Monozyten in den ischdmischen Bereich rekrutiert?>%*, In dem Zusammenhang ist auch
die sogenannte Notfall-Granulopoese nennenswert®26, Durch das Erkennen von DAMPs (iber z.B.
TLR4 auf Endothelzellen sekretieren diese mehr G-CSF (granulocyte stimulating factor), das fir eine
verstarkte Expression von Transkriptionsfaktoren und dariiber fiir die Differenzierung myeloider
Vorlauferzellen in Granulozyten sorgt und essenziell flir die Freisetzung der Granulozyten aus dem
Knochenmark in die Zirkulation ist. Dadurch liegt eine erhéhte Anzahl neutrophiler Granulozyten
im Blut vor, die in den Infarktbereich infiltrieren kénnen. Neutrophile Granulozyten férdern das

proinflammatorische Milieu durch Degranulation, Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS)
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und sogenannten NETs (neutrophil extracellular traps)?**. Des Weiteren sind sie genau wie
Makrophagen an der Phagozytose von Zelltrimmern und apoptotischen Zellen beteiligt, um den
Infarktbereich zu sdubern?. Proinflammatorische M1-Makrophagen, die zum einen bereits im
Gewebe vorliegen und sich zum anderen aus infiltrierten klassischen Monozyten differenzieren,
schitten ebenfalls Zytokine wie z.B. IL-1B, IL-6 und TNFa (Tumornekrosefaktor-a) aus, um weitere
Immunzellen zu rekrutieren und zu aktivieren?. Neben den Zellen der angeborenen Immunantwort
werden nach einem Ml z.B. auch T-Zellen in den mediastinalen Lymphknoten aktiviert und in den

Infarktbereich rekrutiert®

. Dabei erfolgt die Rekrutierung von Typ-1-T-Helferzellen (Tnul-Zellen)
oder Ty17-Zellen unter anderem durch die Zytokin- und Chemokinausschiittung (z.B. CXCL10) von
neutrophilen Granulozyten und M1-Makrophagen. Uber IL-12 bzw. IL-23, die von M1-Makrophagen
oder dendritischen Zellen sezerniert werden, wird wiederum die Entwicklung von Tyl- bzw.
Tul7-Zellen beeinflusst®. Im Infarktbereich agieren sowohl Tul- als auch Tu17-Zellen
proinflammatorisch durch die Zytokinausschittung von z.B. IFN-y bzw. IL-17 und férdern dartber
ebenfalls die Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten332, Der strukturelle Umbau des
ischdmischen Bereichs wird eingeleitet, wenn die inflammatorischen Immunzellen und
nekrotischen Kardiomyozyten Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) wie z.B. MMP-1, -8, -9 oder -13
sezernieren®*3* Diese MMPs bauen die extrazelluldre Matrix ab und anstelle derer kommt es zu
einem  provisorischen  Granulationsgewebe aus  Fibrin, Fibronektin, Laminin  und
Glykosaminoglykanen3*3>, Bis Myofibroblasten die Sekretion von fibrillirem Kollagen, das zu dem

primdren Bestandteil des kardialen Narbengewebes wird, hochregulieren, sorgen diese

Matrixproteine fir eine voriibergehende strukturelle Unterstitzung.

Gegen Ende der inflammatorischen Phase infiltrieren nicht-klassische Monozyten, die sich in
M2-Makrophagen differenzieren kdnnen und durch die Expression von IL-10, TGF-B (transforming
growth factor beta) und VEGF (vascular endothelial growth factor) antiinflammatorisch wirken, in
das infarzierte Myokard. Zusatzlich wirken auch infiltrierte regulatorische T-Zellen (T.ee-Zellen) Giber
die Sekretion von IL-10 sowie TGF-B antiinflammatorisch und férdern weiter die Polarisation von
M1- zu M2-Makrophagen, wodurch sie eine entscheidende Rolle bei dem Schutz des Myokards
spielen®3%, TGF-B gilt als das wichtigste antiinflammatorische Zytokin und wird als Kernregulator
des Phaseniibergangs der Inflammation zur Fibrose angesehen®. AuBerdem sorgt sekretiertes
GDF-15, ein Mitglied der TGF-B—Familie, fiir den Abbau von Selektinen auf dem Endothel und
verhindert somit das weitere Einwandern von neutrophilen Granulozyten®. Insgesamt liegen zu
diesem Zeitpunkt deutlich weniger neutrophile Granulozyten im Infarktbereich vor, denn durch die
Freisetzung von Annexin Al wird die Apoptose von neutrophilen Granulozyten und deren

Phagozytose durch Makrophagen geférdert®. Die antiinflammatorische Wirkung von IL-10 entsteht
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dadurch, dass es die Expression proinflammatorischer Zytokine in Makrophagen durch die
Aktivierung des STAT3 (signal transducer and activator of transcription 3)-Signalweges
verhindert*4¢, Dadurch wird die Proliferationsphase eingeleitet, die sich im Allgemeinen durch die
Differenzierung von Fibroblasten in Myofibroblasten oder Endothelzellen und den Wiederaufbau
der extrazelluliren Matrix sowie Angiogenese auszeichnet!®. In dieser Phase werden die
Fibroblasten aktiviert und wandern in das infarzierte Gebiet ein®. Verschiedene Zytokine/
Chemokine (z.B. IL-1B, IL-6, TGF-B) und Wachstumsfaktoren (z.B. PDGF (platelet-derived growth
factor), AREG (Amphiregulin)) spielen eine entscheidende Rolle bei der Differenzierung von
Fibroblasten zu Myofibroblasten*’. Letztere sind ein wichtiger Produzent von Proteinen der
extrazelluldren Matrix wie z.B. Stressfasern und kontraktilen Proteinen®®%. AuBerdem produzieren
sie MMPs (z.B. MMP-1) und deren Inhibitoren, sogenannte TIMPs (tissue inhibitors of
metalloproteinases). Daher ist ein stark reguliertes Gleichgewicht zwischen MMPs und TIMPs fiir
die Aufrechterhaltung der Extrazelluldrmatrix-Homdoostase unerlisslich®®. Denn kdme es zu einer
Uibermé&Rigen und/oder unorganisierten Ablagerung der extrazelluldren Matrix, wiirde dies im

spateren Verlauf zu einer deutlich verminderten Kontraktionsfahigkeit des Herzes fiihren®%>2,

Am Ende des Heilungsprozesses eines Myokardinfarkts kommt es zur Apoptose der noch
vorhandenen Immunzellen, die so eliminiert werden und zu der Auflésung der Inflammation
fuhren33. Es verbleiben vor allem Myofibroblasten, die weiterhin zum Umbau der extrazelluldren
Matrix beitragen®®. In der Phase wird vor allem Kollagen lll, welches sich durch seine groRe
Elastizitat auszeichnet, durch Kollagen | ersetzt, das ein steifes fibrilldres Protein ist und zu der

Erhéhung der Zugfestigkeit der Narbe fiihrt>4.
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Abb. 1: Die drei Phasen der Heilung des Herzes nach einem Myokardinfarkt. In Folge eines Myokardinfarkts kommt es
zur Nekrose von Kardiomyozyten, deren Verlust ausgeglichen werden muss, um die Funktion des Myokards
wiederherzustellen. Aufgrund dessen wird das Herz in den folgenden Tagen und Wochen umgebaut und die
abgestorbenen Kardiomyozyten werden durch eine kollagenreiche Narbe ersetzt. Dieses Fortschreiten der Wundheilung
des Myokards nach einem Infarkt ist ein dynamischer Prozess, der im Allgemeinen in drei Phasen unterteilt wird und sich
im zeitlichen Verlauf zwischen Ma3usen (m) und Menschen (h) unterscheidet: (i) Entziindung/Nekrose (m: 0 - 3 Tage; h:
0 - 7 Tage), (ii) Fibrose/Proliferation (m: 3 - 7 Tage; h: 7 - 28 Tage) und (iii) Umbau/Reifung (m: 7 - 21 Tage; h: 28 - 56
Tage). Die in der Abbildung verwendeten Abkirzungen lauten wie folgt: CXCL = chemokine (C-X-C) motif ligand, DAMP =
damage-associated molecular pattern, FGF = fibroblast growth factor, IFN-y = interferon gamma, |GF-1 = insulin like
growth factor 1, IL = interleukin, MCP-1 = monocyte chemoattractant protein 1, MMP = matrix metalloproteinase, TGF-$
= transforming growth factor beta, Th1/17 = T helper cell type 1/17, TLR = toll-like receptor, TNF-a = tumor necrosis factor
alpha, Treg = T regulatory cell, PDGF = platelet derived growth factor, ROS = reactive oxygen species, VEGF = vascular
endothelial growth factor. Die Abbildung wurde nach Dittrich et al.3® modifiziert.
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1.1.4. Faktoren, welche die Entziindung und Heilung nach Ml beeinflussen

Anhand der vorherigen Ausfiihrungen lber die Entzindung und Heilung nach Ml zeigt sich, dass vor
allem das angeborene Immunsystem eine ausschlaggebende Rolle bei der Entwicklung des
Myokardumbaus spielt. Besonders neutrophile Granulozyten sind bei der Gestaltung der
Entziindungsreaktion entscheidend®, aber auch klassische Monozyten oder M1-Makrophagen
tragen zu einem proinflammatorischen Milieu durch die Produktion von z.B. IL-18, IL-6 oder TNFa
und die Rekrutierung weiterer Immunzellen bei?®. MaRgeblich ist im nachsten Schritt, dass die
proinflammatorische Reaktion rechtzeitig eingedammt wird und ein Wechsel in die
antiinflammatorische Phase stattfindet, die durch apoptotische neutrophile Granulozyten oder
M1-Makrophagen und deren Produktion von z.B. IL-10 oder TGF-B gekennzeichnet ist. Denn die
tibermaRige Aktivierung neutrophiler Granulozyten oder ein verzégerter Ubergang von M1- zu
M2-Makrophagen kann zu unkontrollierten Gewebeschaden durch eine tiberméaRige Fibrose und

chronischen Entziindungen fithren3°,

IL-10, das vor allem von M2-Makrophagen und T.g-Zellen produziert wird, aktiviert iber den
Transkriptionsfaktor STAT3 die Genexpression von entziindungshemmenden Zytokinen (z.B. IL-10,
TGF-B, VEGF)**°¢, STAT3 wird im Zusammenhang mit Makrophagen und neutrophilen Granulozyten
als ein wichtiger Regulator der Inflammation angesehen, denn es konnte bereits gezeigt werden,
dass die gezielte Unterbrechung des STAT3-Gens in neutrophilen Granulozyten und Makrophagen
in einem Mausmodell fir septische Peritonitis zu einer UbermaRigen proinflammatorischen
Zytokinproduktion und einer erhdhten Sterblichkeit fiihrte®’. Damit der Wechsel aus der pro- in die
antiinflammatorische Phase erfolgen kann, ist eine effiziente Efferozytose von z.B. apoptotischen
neutrophilen Granulozyten durch z.B. Monozyten/Makrophagen essentiell®®>°, Bei der Efferozytose
handelt es sich um die Beseitigung apoptotischer Zellen durch phagozytische Zellen, die diese durch
sogenannte ,eat-me“-Signale wie z.B. oxidierte Phospholipide, Phosphatidylserin, DNA oder
Annexin Al erkennen®. Eine effiziente Efferozytose fiihrt dabei innerhalb der phagozytierenden
Zelle zu der Aktivierung entziindungsldésender und -hemmender Signalwege®!. Andererseits erzeugt
eine defekte Efferozytose eine sekundare postapoptotische Nekrose sowie eine Ausbreitung der
Gewebsnekrose und kann dariber zu einer chronischen und nicht-abklingenden Entziindung
fiihren, wie bereits in Modellen der Atherosklerose oder dem Myokardinfarkt gezeigt wurde®?%4,
Verschiedene Efferozytoserezeptoren werden von phagozytischen Zellen exprimiert, doch es
wurde herausgefunden, dass der MerTK (myeloid-epithelial-reproductive tyrosine kinase)-Rezeptor,
der von Makrophagen exprimiert wird, fir die Beseitigung nekrotischer Kardiomyozyten

erforderlich ist®>. Kommt es zu der Spaltung des MerTK-Rezeptors, fiihrt dies zu einer verringerten
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Efferozytose sowie einem verschlechterten Herzumbau und kann eine Herzinsuffizienz zur Folge

haben®>%¢,

Anhand der genannten Beispiele zeigt sich, dass eine UberschieRende proinflammatorische
Reaktion des angeborenen Immunsystems oder der defekte Wechsel aus der pro- in die
antiinflammatorische Phase zu einem gréReren Infarkt und einer schlechteren Heilung nach Ml
fihren kann®. Jedoch wurde bisher nicht untersucht, welchen Einfluss ein zuvor veridnderter

angeborener Immunstatus (Trained innate immunity) auf die Entwicklung eines M| nimmt.

1.2. Trained innate immunity (TIl)

Der Erwerb eines immunologischen Gedachtnisses ist eine wichtige evolutionare Strategie, die sich
zum Schutz des Wirts vor wiederholten Erkrankungen durch Infektionserreger entwickelt hat. Lange
Zeit wurde angenommen, dass das angeborene Immunsystem immer auf die gleiche, unspezifische
Weise agiert und dass die Gedachtnisbildung ausschlielich im adaptiven Arm des Immunsystems
mit der Bildung hochspezifischer T- und B-Zellen erfolgt. In den letzten 10 - 15 Jahren wurde jedoch
deutlich, dass auch angeborene Immunzellen wie Monozyten, Makrophagen, natirliche Killerzellen
(NK-Zellen) oder neutrophile Granulozyten bei Restimulation langfristig verstarkte Reaktionen
zeigen, was als Trained innate immunity (Tll) bezeichnet wurde®. Im Vergleich zur
Gedachtnisbildung des adaptiven Immunsystems gibt es jedoch mehrere Unterschiede. In Abb. 2
ist schematisch die Induktion und der Verlauf eines TII-Phdnotyps dargestellt. Nach einem ersten
Zusammentreffen mit einem Stimulus, der einen TlI-Phanotyp auslost, ist die verstarkte sekundare
Reaktion nicht auf den urspriinglichen Ausloser beschrankt, sondern zeigt eine eher allgemeine
verstirkte Reaktion auf sowohl exogene als auch endogene Stimuli®®. Des Weiteren wird die
erhohte Reaktionsfahigkeit durch epigenetische (Histon-Methylierung, Acetylierung) und
metabolische (erhdhte Glykolyse, Laktatproduktion) Veranderungen in zirkulierenden
Immunzellen, gewebeeigenen Zellen oder Stamm- und Vorlduferzellen des Knochenmarks
aufrechterhalten’®. AuRerdem ist die Zeitspanne des angeborenen Gedichtnisses kiirzer sowie
reversibel und reicht von Tagen, Wochen bis zu mehreren Monaten, im Vergleich zur
Gedachtnisbildung des adaptiven Immunsystems, die nach einer natirlichen Infektion oder
Impfung zu einer lebenslangen Resistenz fiihren kann®. Dennoch fiihrt die Stimulierung trainierter
angeborener Immunzellen zu einer schnelleren und starkeren Immunreaktion mit der Sekretion
hoherer Konzentrationen von proinflammatorischen Zytokinen, Chemokinen und reaktiven

Sauerstoffspezies (ROS). Dadurch kann der TlI-Phanotyp vor Infektionskrankheiten schiitzen, aber
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kardiovaskulare Erkrankungen (CVDs) wie z. B. Atherosklerose’, abdominale Aortenaneurysmen’?

oder Schlaganfille”® verschlimmern.

Cytokines, Chemokines
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Abb. 2: Ausléser und Auswirkungen von Trained innate immunity (TIl). Der erste Stimulus durch exogene oder endogene
Faktoren fihrt bei Immunzellen des angeborenen Immunsystems (z.B. Monozyten, neutrophilen Granulozyten) zu einer
voribergehenden Immunantwort mit erhohter Zytokinexpression. Auflerdem kann es zu metabolischen und
epigenetischen Veranderungen kommen, die liber Tage, Wochen und sogar Monate anhalten und den sogenannten
TlI-Phanotyp charakterisieren. Werden diese Zellen erneut stimuliert, fiihrt dies zu einer verstarkten sekundaren Reaktion
mit erhohter Freisetzung von proinflammatorischen Zytokinen, Chemokinen, reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) und
Matrix-Metalloproteasen (MMPs). Dies kann die Bekampfung von Infektionserregern unterstiitzen, aber im Rahmen von
Autoimmun- oder autoinflammatorischen Erkrankungen zu Gewebezerstérungen fiihren. (BCG = Bacille Calmette-Guérin;
HBV = Hepatitis-B-Virus; LPS = Lipopolysaccharid; oxLDL = oxidiertes Low-Density-Lipoprotein). Die Abbildung wurde aus
Kleimann et al.74 entnommen.

1.2.1. Stimuli und Mechanismen, die zu Trained innate immunity fiihren

Viele Arbeiten zum Thema TIl beschaftigten sich vor allem mit Mikroorganismen, mikrobiellen
Produkten einschlielllich Candida albicans und dessen Zellwandbestandteil B-Glucan sowie dem
Bacille Calmette-Guérin (BCG)-Impfstoff®®. Diese Studien zeigten, dass der Tll-Phinotyp durch
Infektionen oder sogar Impfungen einen unspezifischen Kreuzschutz erzeugen kann. Inzwischen ist
jedoch bekannt, dass neben B-Glucan und BCG auch andere exogene Faktoren wie z.B. Chitin’>,
Muramyl-Dipeptid’® oder Lipopolysaccharid (LPS)’”’, aber auch endogene Molekiile wie
Harnsiure’®, oxidiertes Low-Density-Lipoprotein (oxLDL)”®, Katecholamine®® oder Hormone wie

Aldosteron®! einen TII-Phinotyp induzieren kénnen®. Sogar koérperliche Bewegung® oder
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Plasmodium falciparum?®, ein Parasit der Malaria ausldst, kdnnen nachweislich TIl in Immunzellen

auslosen.

Wie bereits zuvor erwahnt, fihrt die Stimulation von Zellen des angeborenen Immunsystems, wie
Monozyten, Makrophagen oder NK-Zellen, mit B-Glucan oder oxLDL zu epigenetischen
Veranderungen und/oder metabolischen Anpassungen, die eine verstarkte Reaktion mit erhohter
Zytokinfreisetzung zur Folge haben, wenn diese Zellen ein zweites Mal mit einem nicht verwandten
Stimulus in Kontakt kommen (siehe Abb. 2). In diversen Studien wurden kultivierte Monozyten mit
B-Glucan stimuliert und nach einer Woche mit einer niedrigen Dosis LPS restimuliert, wodurch es
zu einer erhdhten Freisetzung von Zytokinen wie IL-6, TNFa oder IL-1B kam?*. Es wurde gezeigt,
dass die B-Glucan-abhéngige TIl vor allem durch Dectin-1 und den Raf-1 (rapidly accelerated
fibrosarcoma-1)-Signalweg vermittelt wird, was zu Veranderungen der Histon-Methylierung an
H3K4, wie H3K4me1l, H3K4me3 oder H3K27ac, fiihrt®>. Diese epigenetischen Verdnderungen zeigen
sich wiederum in einer offenen Chromatinkonformation an Promotoren und Enhancern von

proinflammatorischen Zytokinen wie TNFa, IL-6 oder Interferon-y (IFN-y).

TIl fihrt neben epigenetischen auch zu metabolischen Veranderungen, die wiederum zum Teil
durch epigenetische Mechanismen vermittelt werden. Das Training von Monozyten und
Makrophagen mit B-Glucan induziert eine metabolische Umstellung auf aerobe Glykolyse, auch als
Warburg-Effekt bekannt®. Des Weiteren kénnen Tll-induzierte Histonmodifikationen zu einer
Hochregulierung glykolytischer Enzyme fiihren, die einen erhéhten Glukoseverbrauch, eine
niedrigere Basalatmungsrate, die Produktion von Laktat und ein erhdhtes Verhaltnis von NAD*
(Nicotinamidadenindinukleotid) zu NADH zur Folge haben®. Diese metabolischen Anpassungen
werden durch den mMTOR/HIF-1a (mammalian target of rapamycin/hypoxia inducible
factor-1a)-Stoffwechselweg vermittelt, wie z.B. bei Mausen gezeigt wurde, bei denen die
Behandlung mit dem mTOR-Inhibitor Metformin und dem myeloidspezifischen Knockout von
HIF-1a die ausgebildete Immunitat aufhebt®. AuBerdem kdnnen Stoffwechselveranderungen, wie
z. B. ein Anstieg von Fumarat oder Acetyl-Coenzym A, direkt epigenetische Modifikationen
(Histonacetylierung und -methylierung) auslésen®. Neben verschiedenen in vitro oder ex vivo
Experimenten mit unterschiedlichen Stimuli wurden die Auswirkungen einer Tll auch in mehreren
Tierstudien und beim Menschen nachgewiesen, beispielsweise nach einer BCG-Impfung® oder

bereits bei einer Hepatitis-B-Virus-Exposition in utero®.
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1.2.1.1. Die Induktion eines TlI-Phdanotyps durch B-Glucan

Um einen experimentellen TII-Phanotyp in vivo zu induzieren, wurden bereits verschiedene PAMPs
(pathogen-associated molecular patterns) eingesetzt. Darunter fallen z.B. Hefen wie Candida
albicans oder Saccharomyces cerevisiae, die liber das in ihrer Zellwand vorhandene Zymosan,
welches zu 73 % aus sich wiederholenden unléslichen B-Glucanen aufgebaut ist, an spezifische
Rezeptoren auf der Zelloberflache von z.B. Monozyten oder neutrophilen Granulozyten binden und
dariiber die Zellen aktivieren®2. B-Glucane sind B-D-Glucose-Polysaccharide, die in Getreide, Algen,
Bakterien, Hefen und Pilzen vorkommen. Durch die unterschiedliche Bindung der Glucose-Molekiile
kommt es zu verschiedenen B-Glucan-Strukturen, wobei am haufigsten B-1,3-, B-1,4- und
B-1,6-Glucane auftreten. B-Glucan, das in Hefe und Pilzen vorkommt, enthalt 1,3-Glucan-Bindungen
und gelegentlich 1,6-Bindungen, wahrend die B-Glucane aus Getreide (z. B. Hafer und Gerste)
1,3- und 1,4-Bindungen enthalten®. Die hauptsichlichen PRRs (pattern recognition receptors) fir
B-1,3/1,6-Glucane sind Dectin-1, ein C-Typ-Lektin-Rezeptor und Toll-like-Rezeptor 2 (TLR2), das mit
TLR6 auf der Zelloberflache von z.B. Monozyten/Makrophagen oder neutrophilen Granulozyten ein
Heterodimer bildet®. Interessant ist, dass B-Glucan eine hdhere Bindungsaffinitit fir Dectin-1
gegeniber TLR2 aufweist und dass zusatzlich die Herkunft des B-Glucans einen Einfluss auf die
Bindungseigenschaften an den Rezeptor hat. Aus Zymosan stammendes B-Glucan zeigt eine hohere
Affinitat gegenlber Dectin-1 als B-Glucan, welches aus Gerste gewonnen wurde. Beide
B-Glucan-Arten induzieren aber die Zusammenarbeit von Dectin-1 und TLR2, um die
weiterfihrende Signalkaskade zu aktivieren®. Lange Zeit ging man davon aus, dass die Bindung von
B-Glucan an den TLR und die anschlieBende Signaliibertragung tber den MyD88 (myeloid
differentiation primary response 88)-Signalweg die wichtigste Interaktion fur die Erkennung von
Pilzliganden und deren Kontrolle seien. Jedoch zeigten weiterflihrende Studien, dass Dectin-1
sowohl seine eigene Signalwirkung entfalten als auch mit Toll-like-Rezeptoren synergetisch wirken
kann. Dectin-1 spielt dabei eine wichtige Rolle bei der Induktion einer erhdhten
proinflammatorischen Zytokinantwort und der Produktion reaktiver Sauerstoffspezies®®®’. Die
Signalkaskade von Dectin-1 kann dabei Syk (spleen tyrosine kinase)-abhangig oder -unabhangig
aktiviert werden. Bei der Syk-abhadngigen Aktivierung kommt es durch die Erkennung von B-Glucan
zu einer Konformationsanderung der hemITAMs (hemi-immunoreceptor tyrosine-based activation
motifs), die wiederum zu einer Stimulation der Src-Kinase (proto-oncogene tyrosine-protein kinase
sarcoma) fuhrt und die hemITAMs phosphoryliert. Die Phosphorylierung bietet eine Andockstelle
fir die Tyrosinkinase Syk und dadurch werden sowohl der Syk/CARD9/MAPK- als auch der
Syk/PI13K/AKT-Signalweg aktiviert. Neben der Aktivierung von CARD9 (caspase recruitment domain
family member 9) gefolgt von MAPK (mitogen-activated protein kinase) fiihrt auch die

Signalkaskade Uber PI3K (phosphatidylinositol 3-kinase) und AKT (serine/threonine-specific protein

11
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kinases) zu der Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB (nuclear factor kappa B), wodurch es
zu der Ausschittung proinflammatorischer Zytokine (IL-1B, IL-6, TNFa) kommt. Des Weiteren
fihren beide Signalwege zu der Aktivierung der NADPH-Oxidase, die in einer erhdhten
ROS-Produktion resultiert®. Der Syk-unabhingige Signhalweg fiihrt ber Raf-1, PI3K und AKT
ebenfalls zu der Aktivierung von NF-kB und darliber zu einer erhéhten Expression
proinflammatorischer Zytokine. Zusatzlich wird Uber diesen Signalweg die Phagozytose von
B-Glucan induziert, die wiederum in der Aktivierung der NADPH-Oxidase und damit verbunden in
einer erhohten ROS-Produktion endet. Neben dem Raf-1/PI3K/AKT- wird auch der
PI3K/AKT/mTOR/HIF-1a-Signalweg Syk-unabhangig aktiviert und fihrt zu der Histonmodifikation,
die metabolische Verdanderungen hervorruft und dariber Auswirkungen auf den epigenetischen
Status der Zelle hat®®. Die Signaliibertragung von TLR2 wird iber die Rekrutierung der
Adaptermolekiile MyD88 und TRIF (T/IR-domain-containing adapter-inducing interferon-B) induziert
und fiihrt ebenfalls zu der Aktivierung von NF-kB. Wenn Dectin-1 und TLR2 synergetisch aktiviert
werden (Syk- und CARD9-abhangig), konnen ihre Signalwege miteinander interagieren, sich
gegenseitig verstirken und die proinflammatorische Immunantwort erhéhen®. Dieser Weg ist sehr
wichtig, da die direkte Aktivierung von NF-kB durch Dectin-1 und die folgende Zytokinproduktion
sowohl von dem Zelltyp als auch der Umgebung abhangt. Daher ist es wichtig zu wissen, dass
Dectin-1 mit Toll-like-Rezeptoren wie z.B. TLR2 oder TLR4 interagieren kann, damit auch in Zellen,
in denen das Dectin-1-Signal zu keiner NF-kB-Aktivierung fihrt, eine entsprechend starke
Immunreaktion gegeniiber PAMPs ausgeldst werden kann%°!, Neben Dectin-1 und TLR2/6 sind
auch Scavenger-Rezeptoren'® (z.B. CD36) oder der Komplementrezeptor 3 (CR3)® an der

Erkennung und Internalisierung von B-Glucan beteiligt'®,

Verschiedene Studien befassten sich bereits mit der Induktion eines TlI-Phdanotyps im Mausmodell

88105106 Saccharomyces cerevisiae

und nutzten B-Glucan aus Candida albicans (Soorpilz)
(Backhefe)'7:1% oder Hordeum vulgare (Gerste)'®. Dazu wurde den Ma3usen an Tag -7 und Tag -4
je 1 mg B-Glucan intraperitoneal (i.p.) injiziert, bevor an Tag 0 die Induktion des zweiten Stimulus
erfolgte. In dem Zusammenhang konnte unter anderem gezeigt werden, dass die
Akt/mTOR/HIF-1a-abhangige Induktion der aeroben Glykolyse die metabolische Grundlage der Tl
darstellt®. In einem weiteren Modell zeigte die Restimulation mit LPS erhéhte Serumlevel von
TNFa, IL-6 und IL-10%% und insgesamt wirkte das Training als Breitbandschutz gegen verschiedene

tédliche bakterielle Infektionen (z.B. Listeriose)'%1%, AuRerdem konnte die antitumorale Wirkung

von Tl in einem Modell des metastasenihnlichen Melanoms in der Lunge bewiesen werden?’,
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1.2.2. Einfluss von Trained innate immunity auf kardiovaskuldre Erkrankungen
Trained innate immunity kann auf der einen Seite den Kérper gegen infektiése Mikroorganismen

SCh utzen68,106,110

, aber auf der anderen Seite kardiovaskulare Erkrankungen (CVDs) oder chronische
Nierenerkrankungen verstarken’¥1117115 Des Weiteren beeinflussen kardiovaskulare Risikofaktoren
wie z.B. ungesundes Essen, Hypercholesterinamie, Hyperglykdmie, Rauchen und Stress selbst das
angeborene Immunsystem und vor allem hamatopoetische Stamm- und Vorlauferzellen des
Knochenmarks. Das flihrt wiederum zu funktionellen Verdanderungen in den Zellen, die chronische
metabolische und vaskuldre Entziindungen férdern und damit kardiovaskuldre Erkrankungen
verstarken!'112114 Dje meisten Belege fiir einen direkten Zusammenhang zwischen TII und CVDs
gibt es fur Atherosklerose’. Oxidiertes LDL ist ein Schliisselfaktor fiir die Entwicklung und das
Fortschreiten der Atherosklerose, indem es z. B. das Wachstum von Schaumzellen auslést und ein
proinflammatorisches Milieu in der Arterienwand aufrechterhalt!®, Es hat sich jedoch auch gezeigt,
dass oxLDL einen TII-Phdnotyp in humanen Monozyten und Makrophagen induziert, indem es eine
Umstellung des Stoffwechsels auf aerobe Glykolyse bewirkt. Dieser Effekt hangt von dem
mTOR-Signalweg und der epigenetischen Umprogrammierung ab, wie durch die Anreicherung der
Histonmarkierung H3K4me3 auf Genen, die fir verschiedene proatherogene Zytokine und
Chemokine kodieren, beobachtet wurde”84!1¢ Dariiber hinaus fiihrt oxLDL zu einem Anstieg der
Scavenger-Rezeptoren und einer Verringerung der Cholesterin-Efflux-Transporter, was mit einer
verstirkten Schaumzellenbildung einhergeht’. Daher ist davon auszugehen, dass der durch oxLDL
entwickelte TlI-Phdnotyp die Entwicklung und das Fortschreiten der Atherosklerose verschlimmert.
Der Zusammenhang zwischen TIl und CVDs wird auch durch ex vivo und in vitro Analysen von
humanen Patientenzellen bestatigt. Monozyten von Patienten mit symptomatischer koronarer
Herzkrankheit wiesen nach 5-tagiger Differenzierung in Makrophagen eine erhoéhte Fahigkeit zur
Zytokinproduktion auf!'’. Darlber hinaus zeigte sich, dass die reaktiven Sauerstoffspezies (ROS),
die in den Mitochondrien entstehen, durch das glykolytische Enzym Pyruvatkinase M2 (PKM2)
reguliert werden, das auch die Produktion der proinflammatorischen Zytokine IL-6 und IL-1B
steigert und charakteristisch fur Tll ist. Neben der Atherosklerose oder der koronaren Herzkrankheit
wurde TIl auch im perivaskuldren Fettgewebe (PVAT) von abdominalen Aortenaneurysmen (AAAs)
beobachtet’?. Das PVAT war von Interesse, weil seine Funktionsstérung groRe Arterien in erster
Linie durch die Infiltration von Immunzellen beeinflusst. Es gibt Hinweise darauf, dass sowohl
Immunzellen der angeborenen als auch adaptiven Immunantwort in dem PVAT von AAAs zur
Aufrechterhaltung eines schadigenden Kreislaufs beitragen. Mithilfe der
Reverse-Engineering-Analyse wurde festgestellt, dass das PVAT von kleinen und groBen AAAs z. B.
mit H3K4me3/H3K4mel/H3K27ac-Signaturen in CD14*-Monozyten verbunden war, was typisch fur
Il ist”2.
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Haufig werden die schadlichen Auswirkungen von TIl im Zusammenhang mit CVDs und speziell mit
oxLDL erwahnt. Es gibt jedoch auch Faktoren, welche die Fahigkeit haben, oxLDL-induzierte Tl zu
unterdriicken®8, In oxLDL-stimulierten Monozyten wurden Veridnderungen im Gleichgewicht der
intrazelluldren Steroidhormone beobachtet. Weitere Analysen zeigten die einzigartige Fahigkeit
von Progesteron, die erhohte TNFa- und IL-6-Produktion Gber die nukledren Glukokortikoid- und
Mineralokortikoidrezeptoren nach einer oxLDL-induzierten Tl abzuschwiachen®, Dies kénnte ein

interessantes Ziel sein, um die Entwicklung atherosklerotischer Plaques zu unterdriicken.

Insgesamt lasst sich feststellen, dass TIl in fast allen Humanstudien mit einer nachteiligen
Auswirkung auf CVDs in Verbindung gebracht wurde. Hauptsachlich waren die negativen Einflisse
durch epigenetische Verdanderungen und die daraus resultierende erhohte Produktion von
proinflammatorischen Zytokinen gekennzeichnet, die zu einer Verschlimmerung von CVDs fiihren
kénnen (siehe Abb. 3 fiir einen Uberblick iiber die komplexen Zusammenhinge zwischen TIl und
kardiovaskuldaren Erkrankungen). Es ist jedoch &uferst schwierig die Auswirkungen eines
Tll-Phanotyps auf CVDs zu entschliisseln, da die Tll selbst variabel ist und es sich bei CVDs zudem
um sehr komplexe Krankheiten handelt, die von zahlreichen zelluldren, physiologischen und
genetischen Variablen beeinflusst werden (siehe Abb. 3). AuRerdem ist festzuhalten, dass bisher
keine Studien durchgefiihrt wurden, die den Einfluss eines TlI-Phanotyps auf die Heilung und den

Verlauf nach einem Myokardinfarkt untersucht haben.
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Abb. 3: Schematischer Uberblick iiber die Wechselwirkungen zwischen TIl und kardiovaskuldren Erkrankungen.
Verschiedene Immunzellen des angeborenen Immunsystems sowie deren Stamm- und Vorlduferzellen, die primar in der
Milz und im Knochenmark zu finden sind, reagieren direkt oder indirekt auf verschiedene pathogen-associated molecular
patterns (PAMPs) sowie damage-associated molecular patterns (DAMPs). Dies fiihrt zu einer erhéhten Zytokin- sowie
Chemokinproduktion und zur Aktivierung weiterer Immunzellen. Dariiber hinaus kdnnen diese Stimuli auch epigenetische
Veranderungen und metabolische Anpassungen hervorrufen, die ein Entziindungsgedachtnis des angeborenen
Immunsystems sowie eine trainierte Myelopoese bewirken. Diese stimulierten Zellen wirken sich wiederum direkt oder
indirekt auf die Entwicklung und das Fortschreiten verschiedener Herz-Kreislauf-Erkrankungen wie Atherosklerose,

Myokardinfarkt oder Aneurysmen aus. Die Abbildung wurde aus Kleimann et al.74 entnommen.
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2. Zielsetzung

Die Entstehung und der Verlauf eines Myokardinfarkts (MI) werden maRgeblich durch das
angeborene Immunsystem beeinflusst. Dabei pragt das angeborene Immunsystem sowohl die
InfarktgrofSe als auch die Heilung und Folgeerkrankungen nach einem MI. Im Fall der Trained innate
immunity (TIl) kommt es zu einer Veranderung der Immunzellen des angeborenen Immunsystems
in Richtung eines proinflammatorischen Phanotyps. Im Zusammenhang mit diversen
kardiovaskuldren Erkrankungen wie z.B. der Atherosklerose oder dem Schlaganfall zeigte der
Tl-Phanotyp bereits negative Auswirkungen, die das Krankheitsbild verschlechterten. Bisher
wurden jedoch keine vergleichbaren Studien durchgefiihrt, die den Einfluss eines TlI-Phdnotyps auf
die Entwicklung und Heilung nach einem Ml untersucht haben, obwohl der Ml zu den haufigsten
Todesursachen weltweit gehort. Vor diesem Hintergrund wurden folgende Themeninhalte in der

vorliegenden Arbeit ndher untersucht:

1. Etablierung einer Methode fiir die Induktion eines TlI-Phdnotyps im Mausmodell
e Lasst sich ein Tll-Phanotyp durch die intraperitoneale Injektion von Zymosan A
(ZyA) aus Saccharomyces cerevisiae induzieren?

e Welche Immunzellen werden durch die ZyA-Behandlung stimuliert?

2. Untersuchung des TlI-Phanotyps auf die Entwicklung und Heilung nach einem Ml
e Welchen Einfluss hat der TlI-Phdnotyp auf die InfarktgréBe und Herzfunktion nach
der Induktion eines Ischamie/Reperfusion-Modells?
e Bestimmung der Entziindungsreaktion mittels *H/*F-MRT.
e Zeigen sich die gleichen Effekte in einem unsterilen Entziindungsmodell, der

LPS-induzierten subkutanen Entziindung (Matrigel/LPS)?

3. Funktionelle Analysen von Immunzellen des angeborenen Immunsystems
e Nimmt die ZyA-Behandlung Einfluss auf die funktionellen Eigenschaften der
Immunzellen sowohl vor als auch nach einem zweiten Stimulus?
e Zeigen sich unterschiedliche Aktivierungsmuster durch die Induktion eines

TlI-Phanotyps allein oder in Kombination mit einem zweiten Stimulus?

16



Material

3. Material

3.1. Geriate und Apparaturen

Tabelle 1: Verwendete Gerdte und Apparaturen

Gerat
Analysenwaage

Dispergiergerat (Ultra-Turrax)
DLS-Analysegerat (dynamic light
scattering)

Durchflusszytometer

gentleMACS™ Octo Dissociator
with Heaters
Hochdruckhomogenisator

Inkubator

Kryostat
Magnetrihrer
Mikroskop

Mikrotom

MR-Microimagingsystem
MR-Resonatorspule

MR-Spektrometer

pH-Meter

Pinzetten

Stauschlauch

Ultraschallbad

Ultra-Performance-
Flussigkeitschromatographie (UPLC)

Vortexer

Zentrifugen

Hersteller, Typenbezeichnung
Ohaus Europe (Greifensee, Schweiz), PA214
IKA Werke (Staufen, Deutschland), T18

Microtrac (Retsch GmbH, Haan, Deutschland),
Nanotrac Wave I

BD Bioscience (San Jose, USA), FACSCanto™ |l
Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach, Deutschland)

Microfluidizer (Newton, USA), LV1

Thermo Fisher Scientific (Rockford, USA), HERAcell
150i

Leica Biosystems (NuRloch, Deutschland), CM3050 S
IKA Werke (Staufen, Deutschland), RCT basic
Olympus, BX61 (Hamburg, Deutschland)

Leica Biosystems (NuBloch, Deutschland), HistoCore
MULTICUT

Bruker (Rheinstetten, Deutschland), Mini 0,5

Bruker (Rheinstetten, Deutschland), 25mm birdcage
Bruker (Rheinstetten, Deutschland), 9,4 T Avance"
Wide Bore

Knick (Berlin, Deutschland), 766 Calimatic

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Prameta (Troisdorf, Deutschland)

Bandelin (Berlin, Deutschland). Somorex RK 100 H

Waters (Eschborn, Deutschland)
VWR International (Darmstadt, Deutschland)
VWR International (Radnor, Pennsylvania; USA)

Universal 320 R, Hettich Zentrifugen (Tuttlingen,
Deutschland)

Heraeus Megafuge 16R Centrifuge, Thermo Scientific
(Waltham, Massachusetts, USA)

Centrifuge 5424 R, Eppendorf AG (Hamburg,
Deutschland)

Beckman Coulter (Brea, USA), Allegra X-30R
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3.2.

Tabe

3.3.

Tabe

Verbrauchsmaterialien

lle 2: Verwendete Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterial
24-Well-Platte
96-Well-Rundbodenplatte

Butterfly
FACS-R6hrchen
Corning-Zellsieb (70 um, 100 um)

Migrationskammer - Thincert
Zellkultureinsatz fir 24-Well-Platten (3 pm)

Objekttrager — SuperFrost Plus
ReaktionsgefaRe (0,2 ml, 0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml)
Spritzen (Omnifix-F 1 ml, 5 ml, 10 ml, 20 ml)
Stripetten (5 ml, 10 ml, 25 ml)

Zentrifugen-Rohrchen (15 ml, 50 ml)

Chemikalien und Kits

lle 3: Verwendete Chemikalien und Kits

Chemikalien
ATTO 488-DPPE (1,2-

Molekulargewicht [g/mol]

Hersteller

Greiner Bio-One (Frickenhausen,
Deutschland)

Becton Dickinson (Heidelberg, Deutschland)
Becton Dickinson (Heidelberg, Deutschland)
Merck (Darmstadt, Deutschland)

Greiner Bio-One (Frickenhausen,
Deutschland)
R. Langenbrinck (Emmendingen,
Deutschland)

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)
Becton Dickinson (Heidelberg, Deutschland)

Corning Incorporated (Corning, New York)

Greiner Bio-One (Frickenhausen,
Deutschland)

Hersteller

ATTO-TEC (Siegen,

D|paIm|toyI—sn—egc§ro-3- 1.264 Deutschland)
phosphoethanolamine)
ATTO 647-DPPE 1.267 ATTO-TEC (Siegen,

Corning Matrigel Basement
Membrane Matrix

DAPI (4°,6-Diamidin-2’-
phenylindol-dihydrochlorid)

DAPI| Fluoromount-G

350,25

Deutschland)
Merck (Darmstadt,
Deutschland)

Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

SouthernBiotech
(Birmingham, USA)

Dihydroethidium (DHE) 315,41 Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
. . Carl Roth (Karlsruhe,
Dinatriumhydrogenphosphat 177,99 Deutschland)
DSPE-PEG;000
(1,2—D|stearoyl—sn—g!ycero—3— Biochempeg Scientific
phosphoethanolamin-N- 2.790
. (Watertown, USA)
[amino(polyethylenglycol)-
2000])
DSPE-PEG 000-Maleimid 2.941,60 Avanti Polar Lipids (Alabama,
USA)
Formyl-Methionyl-Leucyl- 437,55 Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

Phenylalanin (fMLP)
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Glycerol

Lipoid E80S

Lipopolysaccharid (LPS) aus
Salmonella typhimurium

Multi Tissue Dissociation Kit

Natriumdihydrogenphosphat

Neutrophil Isolation Kit,
mouse
Paraformaldehyd —
Losung 4 %

Perfluor-15-kronen-5-ether

pHrodo Green Dextran
pHrodo Green E. coli
Bioparticles Konjugat
Wheat Germ Agglutinin
(WGA) - Alexa Fluor 488
conjugate

Zymosan A (S. cerevisiae)

Zymosan A (S. cerevisiae),
Alexa Fluor 488 conjugate

3.4. Puffer und Medien

Tabelle 4: Verwendete Puffer und Medien

Puffer/Medien

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM) - high glucose + 10 % FCS

Erythrozytenlysepuffer (pH = 7,4)

FCS (Fetales Kalberserum)

Merck (Darmstadt,
Deutschland)

Lipoid (Ludwigshafen,
Deutschland)

92,09
760

- Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

Miltenyi Biotec (Bergisch
Gladbach, Deutschland)
Carl Roth (Karlsruhe,
Deutschland)

Miltenyi Biotec (Bergisch
Gladbach, Deutschland)
neoFroxx GmbH (Einhausen,
Deutschland)

fluorochem (Hadfield, UK)
Invitrogen (Waltham, USA)

580,07
10.000

- Invitrogen (Waltham, USA)

38.000 Invitrogen (Waltham, USA)

- Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

- Invitrogen (Waltham, USA)

Chemikalien oder Hersteller
Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Eigene Herstellung enthalt:

450 ml Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium -
high glucose

50 ml FCS

Hergestellt in der Zentralapotheke der
Universitatsklinik Disseldorf, enthalt pro ml:
8,29 mg Ammoniumchlorid

1,00 mg Kaliumhydrogencarbonat

0,0375 mg Na-EDTA

Sigma Life Science (St. Louis, Missouri, USA)
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Hanks' Balanced Salt Solution (HBSS)

MACS-Puffer

Phosphate-buffered saline (PBS) 1x

Phosphat-Glycerol-Puffer (pH = 7,4)

3.5.  Antikorper

Tabelle 5: Verwendete Antikorper

Fluorochrom/

Spezifitat Detektionskanal
CD3 PE/Cyanine7
CD3/Gr-1/
CD11b/CD4
5R (B220)/
Ter-119 e M
(Lineage
Cocktail)
CD11b APC
CD11b PE/Cyanine7
CD16/32 RHE
CD18 FITC

Klon

17A2

M1/70

M1/70

93

M18/2

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Eigene Herstellung enthalt:

2 mM EDTA

0,5 % BSA

500 ml PBS

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)
137 mM Natriumchlorid

2,7 mM Kaliumchlorid

10 mM Natriumdihydrogenphosphat
1,8 mM Kaliumdihydrogenphosphat
1 mM Phosphat

7 mM Dinatriumhydrogenphosphat
3 mM Natriumdihydrogenphosphat
2,5 % m/m Glycerol

Ursprung Reaktivitat Firma

BiolLegend
(San Diego,
USA)

Ratte murin

BioLegend
(San Diego,
USA)

murin

BioLegend
(San Diego,
USA)
Invitrogen
(Waltham,
USA)
BioLegend
(San Diego,
USA)
BioLegend
(San Diego,
USA)

human/

Ratte .
murin

Ratte murin

Ratte murin

Ratte murin

20



Material

CD34

CD36

CD45

CD45R/
B220

CDh62L

CDh63

CD117
(c-Kit)

CD150

CD282
(TLR2)

CD369
(Dectin-1,
(CLEC7A)

Col1A1

Col3A1

1gG
anti-Rabbit

Ly-6A/E
(Sca-1)

Ly-6C

PE/Cyanine?7

Alexa Fluor 488

PerCP/Cyanine5.5

APC/Cyanine7

APC/Cyanine7

APC

PerCP/Cyanine5.5

APC

FITC

PE

Cy3

APC/Cyanine7

APC/Cyanine7

SA376A4

HM36

30-F11

RA3-6B2

MEL-14

REA563

2B8

W19132B

6C2

RH1

D7

HK1.4

Ratte

Hamster

Ratte

Ratte

Ratte

Ratte

Ratte

Ratte

Ratte

Ratte

Kaninchen

Kaninchen

Ziege

Ratte

Ratte

murin

murin

murin

murin

murin

murin

murin

murin

murin

murin

human/

murin

human/

murin

Kaninchen

murin

murin

BioLegend
(San Diego,
USA)
BiolLegend
(San Diego,
USA)
BiolLegend
(San Diego,
USA)
BioLegend
(San Diego,
USA)
BD Bioscience
(San Jose,
USA)
Miltenyi
Biotec
(Bergisch
Gladbach,
Deutschland)
BioLegend
(San Diego,
USA)
BioLegend
(San Diego,
USA)
Invitrogen
(Waltham,
USA)

BiolLegend
(San Diego,
USA)

Cell Signalling
(Danvers, USA)

abcam
(Cambridge,
UK)

dianova
(Hamburg,
Deutschland)

BioLegend
(San Diego,
USA)
BiolLegend
(San Diego,
USA)
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BiolLegend
Ly-6G FITC 1A8 Ratte murin (San Diego,
USA)
BioLegend
Ly-6G PE 1A8 Ratte murin (San Diego,
USA)
3.6.  Targeting-Ligand
Tabelle 6: Verwendeter Targeting-Ligand
Ligand Liganden-Typ Fluorochrom Spezifitat Firma
. 5(6)- Genaxxon bioscience
NP P D177
m SEES Carboxyfluorescein ¢ (Ulm, Deutschland)

3.7. Aminosauresequenz des verwendeten Peptids

Tabelle 7: Aminosduresequenz des verwendeten Peptids

Peptid Aminosauresequenz
mNP 5(6)-Carboxyfluorescein-Asp-Phe-Tyr-Lys-Pro-Met-Pro-Asn-Leu-Arg-lle-Thr-Gly-Gly-Gly-Cys-NH;

3.8. Software
Im Rahmen dieser Arbeit wurde das Programmpaket Microsoft 365 fiir die Verwendung von Word,
Excel und PowerPoint genutzt. Alle weiteren Computerprogramme werden im direkten

Zusammenhang mit der Methode unter Kapitel 4 erwéahnt.
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4. Methoden

4.1. Tierversuche in der Maus

Fur diese Arbeit wurden ausschlieRlich 10 - 12 Wochen alte mannliche C57BL/6-Mause mit einem
Koérpergewicht von 20 - 30 Gramm eingesetzt. Die verwendeten Tiere wurden von Janvier bezogen,
in der zentralen Tieranlage der Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf oder in unserem Institut in
einem dafiir vorgesehenen Klimaschrank im 12-Stunden-Hell-Dunkel-Zyklus gehalten, mit
Standardfutter gefiittert und erhielten Leitungswasser ad libitum. Die entsprechenden
Tierversuchsantrage sind unter den Aktenzeichen 81-02.04.2018.A007, 81-02.04.2019.A466 und
81-02.04.2024.A012 gelistet.

4.2. Das Trained innate immunity-Modell

Die Induktion eines Trained innate immunity (Tll)-Phanotyps erfolgte tiber die intraperitoneale (i.p.)
Injektion von Zymosan A (ZyA), einem etwa 3 um grofRen Hefezellwandbestandteil. Den Mausen
wurde zweimal in einem Abstand von drei Tagen (Tag -7 und Tag -4) je 1 mg ZyA (100 pl) in PBS
gelost [10 mg/ml] i.p. injiziert. Die Kontrollgruppe erhielt zu den gleichen Zeitpunkten je 100 pl PBS.
Im Anschluss an die Behandlung mit ZyA bzw. PBS wurde ein zweiter Stimulus an Tag 0 induziert.
Fiir diese Arbeit wurden sowohl der Myokardinfarkt (Ml) als auch eine LPS-induzierte subkutane
Entzindung (Matrigel/LPS) als zweiter Stimulus eingesetzt. Die jeweiligen Versuchsreihen wurden
Uber zwei unterschiedliche Zeitrdume ausgefiihrt (Abb. 4). Sowohl fir die MI- als auch die
Matrigel/LPS-Versuchsreihe wurden an Tag -7 basale MRT-Messungen vor erster Behandlung
durchgefihrt. Die MRT-Messungen wurden an Tag -4 wiederholt und an Tag O folgte die Induktion
eines zweiten Stimulus. An Tag 1 nach MI wurden sogenannte LGE (Late Gadolinium
Enhancement)-MRT-Messungen durchgefiihrt. Des Weiteren erfolgte an Tag 1 fir beide
Entzindungsmodelle die intravendse (i.v.) Injektion von PFCE-PFCs, sodass an Tag 2 nach Induktion
des zweiten Stimulus *H/*®F-MRT-Messungen durchgefiihrt werden konnten. Fiir die Analysen des
direkten Einflusses von ZyA auf den zweiten Stimulus wurden die Tiere an Tag 2 nach den
MRT-Messungen getotet und das Blut sowie die Organe fir folgende durchflusszytometrische
Messungen entnommen (Kapitel 4.4.1). Wie in Abb. 4 b) dargestellt, wurden die Mause fiur die
Untersuchungen des Langzeiteffekts von ZyA auf den Verlauf und die Heilung nach zweitem
Stimulus nicht an Tag 2 getétet, sondern liber vier Wochen hinweg mittels *H-MRT untersucht. An
Tag 28 nach MI wurden die Tiere getétet und das Herz fir weiterfiihrende histologische

Untersuchungen entnommen und kryokonserviert. Im Zuge der LPS-induzierten subkutanen
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Entzindung wurde den Mausen an Tag 28 das Matrigel entnommen und in Bezug auf die

Immunzellzahl mittels Durchflusszytometrie untersucht.

14/ 19F-MRT
und FACS
1H-MRT 1H-MRT 1H-MRT l
I | I | I
a
) | | | | |
Tag -7 -4 0 1 2
Zymosan A Zymosan A Myokardinfarkt  Injektion von
bzw. PBS (i.p.) bzw. PBS (i.p.) bzw. PFCE-PFCs
K Matrigel/LPS (i)
'H-MRT und
Organentnahme
C57BL/6 14 F19E. (Histalogie bzw.
H/'°F-MRT FACS)
1H-MRT H-MRT H-MRT \ H-MRT 'H-MRT 'H-MRT l
b I I I I | I I I I
) ] | | | | S —
Tag -7 -4 0 1 2 7 14 21 28
Zymosan A 2ymosan A Myakardinfarkt  Injektion von
bzw. PBS (i.p.) bzw. PBS (i.p.) bzw. PFCE-PFCs
Matrigel/LPS (i)

Abb. 4: Versuchsablauf der Induktion eines Trained innate immunity (Tll)-Phanotyps und anschlieBendem
Myokardinfarkt (MI) bzw. LPS-induzierter subkutaner Entziindung (Matrigel/LPS). a) Es wurde der direkte Einfluss eines
TlI-Phanotyps auf einen zweiten Stimulus untersucht. b) Analyse der Langzeitfolgen (vier Wochen) von TIl auf den Verlauf
und die Heilungsphase nach zweitem Stimulus (Ml bzw. Matrigel/LPS). a)/b) Aufgefiihrt sind die intraperitonealen (i.p.)
Injektionen des Zymosan A bzw. PBS sowie die Induktion eines zweiten Stimulus und die intravendse (i.v.) Injektion von
PFCE-PFCs. Des Weiteren sind die Zeitpunkte der 'H-MRT und !H/X°F-MRT sowie die finale Organentnahme fir
durchflusszytometrische Messungen bzw. histologische Untersuchungen dargestellt.

4.2.1. TIl und Induktion eines Myokardinfarkts

Wie zuvor beschrieben wurden die Mause an Tag -7 und Tag -4 mit ZyA bzw. mit PBS (100 ul i.p.)
behandelt. An Tag O folgte die Induktion eines Myokardinfarkts (Ml). Die Operation wurde
freundlicherweise von Herrn Dr. med. Zhaoping Ding aus dem Institut fiir Molekulare Kardiologie
durchgefiihrt. Fiir die Induktion des Ml wurde das 50-minitige Ischamie-Reperfusions-Modell
eingesetzt, das ein in der Literatur standardisiertes und seit Jahren in unserer Arbeitsgruppe
genutztes Modell ist, welches dem klinischen Bild gut entspricht. Um den Ml hervorzurufen wurden
die Tiere zunadchst narkotisiert. Die Einleitung der Isofluran-Narkose erfolgte in einer Plexiglas-Kiste
bei 3 Vol.-% Isofluran und Sauerstoff. Die Tiere wurden anschliefend orotracheal intubiert, beatmet
und auf einem beheizten Operationstisch fixiert. Die Narkoseerhaltung erfolgte (ber eine
Atemmaske mit 1,5 Vol.-% Isofluran. Zur Analgesie wurde 30 min praoperativ 0,3 mg/kg
Kérpergewicht Buprenorphin subkutan (s.c.) injiziert. Uber die gesamte Zeit befanden sich die

Mause auf einer Warmeplatte, um das Auskihlen zu verhindern. Dabei wurde die
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Korpertemperatur der Tiere Uber ein Rektalthermometer kontrolliert. AnschlieBend wurde zum
Schutz der Cornea Augensalbe appliziert und der Thoraxbereich mit einer Enthaarungscreme
enthaart, gesdubert sowie desinfiziert. Der Thorax wurde mittels medialem Schnitt entlang der
linken Seite des Sternums getffnet und die LAD (left anterior descending artery) mittels 6/0
Polypropylen-Nahtmaterial ligiert. Nach 50 min wurde die Okklusion wieder geldst. AbschlieBend
wurde der Thorax mit zweischichtigen Wundverschliissen wieder vernaht. Zur postoperativen
Analgesie wurde zweimal taglich bis einschlieRlich Tag 2 nach Operation 0,1 mg/kg Kérpergewicht
Buprenorphin s.c. injiziert sowie mit Buprenorphin versetztes Trinkwasser (0,3 mg/ml; Menge 120

ml) Gber Nacht angeboten.

4.2.2. TIl und folgende LPS-induzierte subkutane Entziindung

Analog zu dem Versuchsablauf fir den Myokardinfarkt wurden auch die Mause vor der
Matrigel/LPS-Implantation an Tag -7 und Tag -4 mit ZyA bzw. PBS als Kontrollen behandelt. Fiir die
Implantation des mit LPS versetzten Matrigels wurden die Mause ebenfalls mit Isofluran
narkotisiert und zur Analgesie 30 min praoperativ mit 0,3 mg/kg Buprenorphin behandelt. Die
Einleitung der Narkose erfolgte liber eine Narkosekammer mit 3 Vol.-% Isofluran. AnschlieRend
wurde die Narkose Uber eine Atemmaske mit 1,5 Vol.-% Isofluran aufrechterhalten. Wahrend des
gesamten Eingriffs befanden sich die Mause auf einer Warmeplatte, die das Auskihlen verhinderte.
Zum Schutz der Cornea wurde den Tieren Augensalbe appliziert, daraufhin der Nackenbereich
rasiert, desinfiziert und 50 pl fliissiges Matrigel, welches mit 1 pg/ul LPS versetzt war, s.c. injiziert.
Die Dauer des kompletten Eingriffs lag bei etwa 15 - 20 min. Zur postoperativen Analgesie wurde
ebenfalls zweimal taglich bis einschlieRlich Tag 2 nach Operation 0,1 mg/kg Koérpergewicht
Buprenorphin s.c. injiziert sowie mit Buprenorphin versetztes Trinkwasser (0,3 mg/ml; Menge 120

ml) Gber Nacht angeboten.

4.3. Ablauf und Durchfiihrung von Messungen mittels Magnetresonanztomographie

Alle Magnetresonanztomographie (MRT)-Messungen wurden mit einem vertikalen 9,4 Tesla Bruker
AVANCEIIl Wide Bore NMR-Spektrometer (Bruker) durchgefiihrt. Das NMR-Spektrometer wurde
Uber die Software ParaVision 5.1 gesteuert und arbeitete mit Frequenzen von 400,21 MHz fir
'H-Messungen und 376,54 MHz fir !°F-Messungen unter Verwendung einer Bruker
Microimaging-Einheit (Micro2.5) mit aktiv abgeschirmten Gradientensatzen. Bei der MRT handelt
es sich um ein nichtinvasives bildgebendes Verfahren. Dabei bietet die 'H-MRT einen exzellenten
Kontrast zwischen verschiedenen Geweben und kann darlber hinaus durch spektroskopische
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Untersuchungen erganzt werden. Fir die bessere Unterscheidung verschiedener
Gewebestrukturen oder Zellen werden Kontrastmittel eingesetzt. Perfluorcarbon-Nanoemulsionen
(PFCs) eignen sich besonders gut, da sie aufgrund ihres hohen Fluor (*°F)-Gehalts hintergrundfrei

mittels °F-MRT detektiert werden kdnnen.

Fur diese Arbeit wurden die MRT-Daten sowohl mit einem reinen 25-mm-Quadratur-'H-Resonator
als auch einem 25-mm-Quadratur-tH/*°F-Resonator erfasst. Fiir alle MRT-Messungen wurden die
Mause zunachst in einer Narkosekammer platziert, in welcher die Einleitung der Narkose mit 3
Vol.-% lIsofluran erfolgte. AnschlieBend wurden die Tiere in einem Animal-Handling-System im
Probenkopf so platziert, dass das zu untersuchende Gewebe/Organ im Isozentrum des Resonators
lag. Die Aufrechterhaltung der Narkose erfolgte tGiber eine Atemmaske mit 1,5 Vol.-% Isofluran und
die Atmung wurde Uiber einen Atemballon kontrolliert. Des Weiteren wurde das gesamte System
auf einer Temperatur von 37 °C gehalten, damit die Tiere vor dem Ausklhlen geschiitzt waren.
Nachdem das Animal-Handling-System mit dem Versuchstier in den Magneten eingebracht und
fixiert wurde, erfolgten zunichst orientierende anatomische Messungen mittels 'H-MRT, um die
Position der jeweiligen Organe zu identifizieren. AnschlieBend erfolgten hochaufgel6ste
anatomische, funktionelle und parametrische Untersuchungen (T1, T2), mit denen sich strukturelle
Veranderungen des Gewebes ermitteln lieRen und deren Messparameter in einer Tabelle im
Anhang aufgelistet sind (Ergdnzende Tabelle 1). Die Dauer der jeweiligen MRT-Messungen lag bei

ca. 60 min.

Im Zuge der Untersuchungen des TlI-Phanotyps auf einen Myokardinfarkt wurden an Tag -7 basale
Herzfunktionsmessungen sowie basale parametrische Untersuchungen des Herzes mithilfe des
sogenannten T1- und T2-Mappings durchgefiihrt, die im spateren Messverlauf Auskunft Gber die
Fibrosierung und Odembildung im  Herzgewebe geben kdénnen. Mithilfe der
'H-Herzfunktionsmessungen wurden das enddiastolische Volumen (EDV), endsystolische Volumen
(ESV), die Ejektionsfraktion (EF) und die Wanddicke bestimmt. Aufnahmen von Ma&useherzen
wurden sowohl in transversaler als auch coronaler Orientierung mit einer retrospektiv getriggerten
schnellen  Low-Angle-Shot-Cine-Sequenz  (IntragateFLASH, Bruker) aufgenommen. Die
Transversal-Messungen erfolgten (ber das gesamte Herz jeweils in einem Abstand von 1 mm
Schritten mit einer Schichtdicke von 1 mm. Die gleichen Messungen wurden je nach Versuchsablauf
an Tag -4, Tag 1, Tag 7, Tag 14, Tag 21 und Tag 28 wiederholt. An Tag 1 nach Ml erfolgten neben
den zuvor erwdhnten Messungen auch die Late Gadolinium Enhancement (LGE)-MRT-Messungen,
die Aufschluss liber die InfarktgroRe gaben. Dazu wurde den Mausen vor Messbeginn 200 ul eines
Gadolinium-Komplexes (Multihance, 0,5 mmol/kg KG) i.p. injiziert. Nach den Messungen an Tag 1

erfolgte die i.v. Injektion von PFCE-PFCs (2 mmol/kg Kérpergewicht) in die Schwanzvene. Dazu
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wurden die Mause direkt nach der Messung aus dem Animal-Handling-System entnommen und auf
eine 37 °C-Warmeplatte gelegt und die Narkose Uber eine Atemmaske mit 1,5 Vol.-% Isofluran
aufrechterhalten. An Tag 2 nach Ml erfolgten daher die *H/**F-MRT-Messungen der Herzen. Nach
der Aufnahme von anatomischen 'H-Bildern in transversaler Orientierung wurde der Resonator auf

F abgestimmt und anatomisch passende °F-Bilder aufgenommen (Ergdnzende Tabelle 1).

Neben dem MI wurde auch der Effekt des TlI-Phanotyps auf eine LPS-induzierte subkutane
Entzindung (Matrigel/LPS) untersucht. Dazu wurden ebenfalls an Tag -7 basale
'H-MRT-Messungen durchgefiihrt. In diesem Versuchsaufbau handelte es sich dabei um T1- und
T2-Messungen der beiden Hinterbeine, wobei der Fokus jeweils auf dem Knochenmark des Femurs
lag. Die Messungen des Femurs wurden ebenfalls an Tag -4 vor und Tag 2 nach
Matrigel/LPS-Implantation wiederholt. An Tag 1 erfolgte die i.v. Injektion von PFCE-PFCs (2
mmol/kg Koérpergewicht), sodass an Tag 2 das °F-Signal mittels H/*®F-MRT sowohl im
Knochenmark des Femurs als auch im Matrigel bestimmt werden konnte. Des Weiteren wurden
T1- und T2-Messungen des Matrigels durchgefiihrt, die im Verlauf der Langzeitstudie an Tag 7, Tag
14, Tag 21 und Tag 28 wiederholt wurden. Sowohl fiir die *H- als auch die °F-Messungen wurden
durch beide Hinterbeine je drei Schichten und durch das gesamte Matrigel je 11 Schichten mit 1

mm Schichtdicke gelegt.

Zusatzlich zu den Effekten eines zweiten Stimulus nach Induktion eines TlI-Phanotyps, wurde auch
der alleinige Effekt von ZyA auf das '°F-Signal im Knochenmark des Femurs sowie der Milz
untersucht. Dazu wurde der TII-Phdnotyp induziert und an Tag -1 folgte die i.v. Injektion von
PFCE-PFCs (2 mmol/kg Korpergewicht). An Tag 0, vor Induktion eines zweiten Stimulus, erfolgten

die *H/®F-MRT-Messungen des Femurs beider Hinterbeine sowie der Milz.

4.3.1. Auswertung der gemessenen H- und °F-MRT-Daten

Uber Paravision 5.1. erfolgte die Analyse der ‘H-Datensitze der Herzen. Jedes Herz wurde iiber 7
bis 8 transversale 'H-Scans vom Apex bis zur Basis aufgenommen und konnte dariiber in Bezug auf
die Herzfunktion ausgewertet werden. Dafiir wurde der linke Ventrikel jedes Transversalschnitts in
der Diastole und in der Systole lber sogenannte Regions of interest (ROI) eingekreist, woraus sich
das enddiastolische (EDV) und endsystolische (ESV) Volumen des jeweiligen Herzschnitts
berechnen lie. Das EDV und ESV wurde von allen Schnitten addiert und ergab das gesamte EDV
und ESV des jeweiligen Herzes. Des Weiteren wurde Uber die mittventrikuldare Schicht die
Wanddicke in der Diastole und in der Systole bestimmt. Zusatzlich erfolgte die Analyse der

regionalen Wanddicke im Infarktbereich in der Diastole an Tag 28 lber die Software Imagel/Fiji.
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Fir die Lokalisation des Infarktbereichs wurde das Gadoliniumsignal an Tag 1 verwendet.
AnschlieBend wurden liber den gesamten Infarktbereich fiinf Messlinien vom Epikard bis Endokard
gezogen und der Mittelwert der Wanddicke (in Pixel) gebildet. Aus dem EDV und ESV konnte
weiterfihrend das Schlagvolumen berechnet werden, welches verrechnet mit der Herzfrequenz
das Herzzeitvolumen ergab. Neben der Herzfunktion wurde auch der Gadoliniumgehalt an Tag 1
nach Ml in den Transversalschnitten ausgewertet und fiir jedes Herz addiert. Dieser Wert gab

Auskunft Gber die InfarktgréBe des jeweiligen Herzes.

Die Auswertung der F-Datensitze erfolgte (iber das ,,SNR-Tool”. Das Signal-Rausch-Verhéltnis
(SNR) ist eine dimensionslose GroRe, die aus dem Quotienten der mittleren Signalstarke und der
mittleren Standardabweichung des Hintergrundrauschens berechnet wird. Die Auswertung des *°F-
SNR erfolgte ebenfalls iiber ROI, die um das gemessene °F-Signal im Herz, im Matrigel, im
Knochenmark oder in der Milz gelegt wurden. Fir das gesamte °F-SNR wurde das °F-Signal Gber
alle gemessenen Schichten addiert. Das F-SNR des Femurs wurde fiir beide Beine bestimmt und
anschlieRend der Mittelwert fir jede Maus gebildet, sodass am Ende ein Datenpunkt pro Maus
vorlag. Uber das Programm ,,Overlay-Tool“ wurden die Uberlagerungen der *H- und *°F-Aufnahmen

angefertigt.

Mithilfe der sogenannten ,T1- bzw. T2-Map-Tools“ wurden die T1- und T2-Messungen
ausgewertet. Nach dem gleichen Prinzip wurden auch hier ROl in den gewlinschten Bereich gelegt
und quantifiziert, was Aufschluss tGber die T1- und T2-Zeiten [ms] und somit Uber die Fibrosierung
bzw. Odembildung des gewiinschten Gewebes gab. Bei den Auswertungen des Femurs, wurde
jeweils ein ROl ins Knochenmark und als Referenz in den Oberschenkelmuskel gelegt. Die T1- und
T2-Maps wurden ebenfalls fiir beide Beine analysiert und anschlieBend gemittelt, sodass pro Maus
ein Datenpunkt in den finalen Auswertungen aufgefiihrt wurde. Das Matrigel wurde insgesamt
eingekreist und ausgewertet. Fir die basalen Auswertungen der mittventrikuldren Schicht des
Herzes wurden zunachst die Werte des gesamten Myokards des linken Ventrikels bestimmt. Ab Tag
1 wurde zwischen dem intakten Myokard und dem infarzierten Bereich, der durch das

Gadoliniumsignal identifiziert werden konnte, unterschieden.
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4.4. Durchflusszytometrische Analysen

Die Durchflusszytometrie ermoglicht eine schnelle Messung der qualitativen und quantitativen
Charakteristika von grofRen Zellpopulationen bzw. einzelnen Zellen. Diese Methode beruht auf der
Analyse von ausgesendetem Streu- und Fluoreszenzlicht von Zellen, die zuvor Uber einen
fluoreszenzmarkierten Antikorper gekennzeichnet wurden. Die Intensitdt des emittierten
Fluoreszenzsignals ist proportional zu der Dichte des Antigens bzw. zur Anzahl der gebundenen
Antikorper. Es wird zwischen zwei Arten von Streulicht unterschieden: Wird der Laser an der
Zelloberflache abgelenkt, entsteht das Vorwartsstreulicht (FSC; Forward Scatter), welches mit der
ZellgroRe und -komplexitat korreliert. Das Seitwartsstreulicht (SSC; Side Scatter) gibt aufgrund der
Beugung an inneren Zellmembranen, Vesikeln oder am Zellkern Aufschluss Gber die Granularitat
der Zelle. Uber das Fluoreszenzsignal kann eine Zellpopulation z.B. auf das Vorhandensein

bestimmter Markerproteine getestet werden.

In dieser Arbeit wurde die Durchflusszytometrie fiir die Untersuchung verschiedener
Aktivierungsmarker, die Analyse von Endozytoseeigenschaften lber fluoreszenzmarkierte Partikel
und die Bestimmung der Immunzellzahl eingesetzt. Durchflusszytometrische Analysen erfolgten
nach ZyA- bzw. PBS-Behandlung an Tag 0 vor Induktion eines zweiten Stimulus sowie an Tag 1 nach
Matrigel/LPS-Implantation und an Tag 2 nach Ml bzw. Matrigel/LPS-Implantation. AbschlieRend
wurde auch an Tag 28 nach Matrigel/LPS-Implantation die Gesamtzellzahl im Matrigel
durchflusszytometrisch bestimmt. Die Aufreinigung der Zellen aus dem Blut, der Milz, dem
Knochenmark, dem Herz und dem Matrigel verlief fiir jeden Versuch nach dem gleichen Schema.
Daher wird im Folgenden ausfiihrlich erlautert, wie die Immunzellen aus dem entsprechenden
Gewebe, Organ oder Blut isoliert und welche Antikérper fir die Charakterisierung einzelner

Zellpopulationen eingesetzt wurden.

4.4.1. Immunzellisolation aus Blut, Milz, Knochenmark, Herz und Matrigel

Zunachst wurden den Mausen 250 pl Heparin [100 U/ml] i.p. injiziert, um die Blutgerinnung zu
verhindern. Heparin bindet an Antithrombin und vervielfacht dessen Wirkung. Dadurch wird
Thrombin inaktiviert und Fibrinogen kann nicht mehr zu Fibrin gespalten werden, wodurch eine
Gerinnung inhibiert wird. AnschlieBend wurden die Versuchstiere schmerzfrei mit einer i.p.
Injektion von 150 pl einer Kombinationsnarkose (100 mg/kg Korpergewicht Ketamin und 20 mg/kg
Korpergewicht Xylazin gelost in 150 mM NaCl) getotet. Sobald keine Zwischenzehenreflexe mehr
vorhanden waren, wurde mit der finalen Blut-/Gewebeentnahme begonnen. Die Blutentnahme

erfolgte iber die Vena cava inferior. Dazu wurde der Maus das Bauchfell von caudal nach cranial
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und die Unterhaut entlang der Linea alba gebdffnet. Nach Freipraparation der Vena cava wurde
mittels einer Kanile 500 ul Blut entnommen, direkt in 5 ml Erythrozytenlysepuffer tGberfihrt und
flr 10 min auf Eis inkubiert. Daraufhin wurde das lysierte Blut fiir 5 min bei 300 x g und 4 °C
zentrifugiert. Alle Zentrifugationsschritte, die mit Zellen in Zusammenhang stehen, wurden fir 5
min bei 300 x g durchgefiihrt. Wurden die Zellen anders zentrifugiert, wird es im Text erwahnt.
Nach der Zentrifugation wurde der Uberstand verworfen und das Zellpellet nochmals mit 2 ml
Erythrozytenlysepuffer fir 10 min auf Eis behandelt. Dann folgte ein weiterer
Zentrifugationsschritt, der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet mit 3 ml MACS-Puffer
gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation wurde das Zellpellet in 500 ul DMEM+FCS (Fetales

Kélberserum) [10 %] resuspendiert und auf Eis gelagert.

Im Anschluss an die Blutentnahme wurde an Tag 2 nach Ml der Rippenbogen gedffnet und das Herz
durch einen Stich in den linken Ventrikel mit 20 ml kaltem PBS gespiilt. Anschliefend wurde das
Herz herausgeschnitten, gewogen und mithilfe des , Multi Tissue Dissociation Kit 2“ von Miltenyi
Biotec verdaut. Das Herz wurde in die vorbereitete Enzym-Mischung Gberfliihrt und zunachst mit
einer Schere zerkleinert. Danach erfolgte der Verdau lber das ,gentleMACS“-System mit dem
Programm ,37C_Multi_G“. AnschlieRend wurde das verdaute Herz mit 7,5 ml DMEM+FCS gefiltert
(70 um Filter). Die Zellsuspension wurde daraufhin bei 600 x g fiir 5 min zentrifugiert, der Uberstand
verworfen und das Zellpellet mit 1 ml Erythrozytenlysepuffer fir 10 min auf Eis lysiert. Nach der
Lyse folgte ein weiterer Zentrifugationsschritt fiir 5 min bei 600 x g, woraufhin der Uberstand
verworfen und das Zellpellet in 1 ml DMEM+FCS aufgenommen wurde. Folgend wurde die
Zellsuspension fiir 1 min bei 50 x g zentrifugiert und der Uberstand, in dem sich die Immunzellen
befanden, abgenommen und nochmals bei 300 x g fiir 5 min zentrifugiert. Das Zellpellet wurde

abschlieRend in 500 pul DMEM+FCS resuspendiert und auf Eis aufbewahrt.

Nach LPS-induzierter subkutaner Entziindung wurde an Tag 2 sowie an Tag 28 anstelle des Herzes
das Matrigel fiir folgende durchflusszytometrische Messungen entnommen. Dazu wurde die Haut
aus dem Bereich des Nackens, in den das Matrigel implantiert wurde, herausgeschnitten und mit
Nadeln fixiert. Daraufhin konnte das Matrigel, welches nun gelartig an der Haut festsal}, mit Hilfe
einer Schere entnommen werden. Das Matrigel wurde Uber einen 100 um Filter mit 5 ml
MACS-Puffer zerrieben und anschlieBend zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das

Zellpellet in 1 mlI DMEM+FCS resuspendiert und anschliefend auf Eis platziert.

Neben dem Herz bzw. dem Matrigel wurde auch die Milz enthommen, gewogen und lber einen
100 pm Filter mit MACS-Puffer zerrieben. Die Zellsuspension wurde zentrifugiert, der Uberstand
verworfen und das Zellpellet in 5 ml Erythrozytenlysepuffer aufgenommen und 10 min auf Eis

behandelt. Daraufhin wurden die Zellen zentrifugiert, das Zellpellet in 3 ml MACS-Puffer
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resuspendiert und gefiltert. Die gefilterten Milzzellen wurden abschlieBend mit MACS-Puffer
gewaschen sowie zentrifugiert und das Zellpellet in 6,5 ml DMEM+FCS aufgenommen und auf Eis

gelagert.

Nach Entnahme der Milz wurde das rechte Hinterbein abgeschnitten und von Fell, Muskeln sowie
Fett befreit, sodass Femur und Tibia in ein prdpariertes 500 pl ReaktionsgefaR tberflihrt werden
konnten. Die Knochen wurden fiir 30 Sekunden bei 10.000 x g zentrifugiert, das erhaltene Zellpellet
in 1 ml Erythrozytenlysepuffer resuspendiert und mit weiteren 3 ml Erythrozytenlysepuffer gefiltert
(100 um Filter). Daraufhin wurden die Erythrozyten fiir 10 min auf Eis lysiert, anschlieRend
zentrifugiert und die verbliebenen Immunzellen in 4 ml MACS-Puffer aufgenommen sowie
nochmals gefiltert. Die Zellsuspension wurde ein letztes Mal zentrifugiert, anschlieffend das

Zellpellet in 1,5 ml DMEM+FCS resuspendiert und auf Eis aufbewahrt.

4.4.2. Antikérperfarbung und durchflusszytometrische Messung

Nachdem die Immunzellen aus dem Blut, der Milz, dem Knochenmark und dem Herz oder Matrigel
isoliert vorlagen, wurden Antikorper-Mischungen fiir die folgenden durchflusszytometrischen
Messungen vorbereitet. Um zwischen Immunzellen des angeborenen und denen des erworbenen
Immunsystems zu unterscheiden, wurden zwei verschiedene Antikdrper-Kombinationen
verwendet. In beiden Farbungen wurde CD45-PerCP/Cy5.5 zur ldentifizierung von Leukozyten und
CD11b-APC fiir die Unterscheidung von Lymphozyten und myeloiden Zellen genutzt. Myeloide
Zellen wurden weiter (ber Ly6G-PE in neutrophile Granulozyten und lber Ly6C-APC/Cy7 in
klassische, intermedidare und nicht-klassische Monozyten bzw. Makrophagen untergliedert.
Lymphozyten konnten mit CD3-PE/Cy7 in T-Zellen und mit B220-APC/Cy7 in B-Zellen unterteilt
werden. Beispielhaft ist in Abb. 5 das Gating-Schema fiir Immunzellen aus dem Blut dargestellt. Die
weiteren Gating-Strategien fiir Immunzellen aus der Milz, dem Knochenmark, dem Herz und dem

Matrigel sind im Anhang aufgefiihrt (Ergdnzende Abb. 1 - 4).

Neben reifen Immunzellen wurden auch Stamm- und Vorlauferzellen des Knochenmarks analysiert.
Daflir wurden zwei unterschiedliche Gating-Strategien eingesetzt, die sich in einem Antikdrper bei
der Differenzierung von Vorlauferzellen unterschieden und im Folgenden als Version 1 und Version
2 aufgefiihrt werden (siehe Abb. 6). Fir beide Versionen wurden zunéachst liber einen sogenannten
Lineage Cocktail-PE alle Lineage-positiven Zellen (reife Immunzellen) detektiert. Aus den
Lineage-negativen Zellen konnte mithilfe von c-Kit-PerCP/Cy5.5 und Sca-1-APC/Cy7 zwischen LSK
(Lin"/Sca-1*/c-Kit*)- und LK (Lin"/Sca-1/c-Kit*)-Zellen unterschieden werden. LSK-Zellen umfassen

hamatopoetische Stammzellen und multipotente Vorlauferzellen. Die LK-Zellen, welche
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Vorlauferzellen einschlieBen, konnten wiederum tber CD150-APC (Version 1) bzw. CD16/32-APC
(Version 2) und CD34-PE/Cy7 in CMP (common myeloid progenitor), MEP
(megakaryocyte-erythrocyte progenitor) und GMP (granulocyte-monocyte progenitor) unterteilt
werden. Es wurden zwei unterschiedliche Gating-Strategien eingesetzt, weil hdmatopoetische
Stammzellen sowie Vorlduferzellen keine klaren Populationen bilden und daher schwer
voneinander abzugrenzen sind. Daher wurde zum einen eine bereits bekannte Strategie Uber
CD16/32 und CD34 (Version 2) gewahlt. Zum anderen orientierten wir uns an der Strategie von
Olender et al.'?®, die (iber CD150 und CD34 (Version 1) eine vielversprechende Trennung der
Vorlauferzellen aufzeigten. Ein wesentlicher Unterschied dabei ist, dass bei dem Gating (iber CD150
und CD34 die drei Populationen CMP, GMP und MEP unterschieden werden, wahrend es bei
Version 2 eine vierte undefinierte Population gibt, die CD16/32-positiv, aber CD34-negativ ist. In
den folgenden Versuchen wurden sowohl Version 1 als auch Version 2 angewandt, wobei bei der
Auflistung in den Ergebnissen der Vorlauferzellen nur Version 1 gezeigt wird. Die Ergebnisse fiir

Version 2 konnen dem Anhang entnommen werden (Ergdnzende Abb. 5).
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Abb. 5: Gating-Strategien fiir Inmunzellen aus dem Blut. Uber den Side (SSC-A) und Forward Scatter (FSC-A) werden
zunachst die gewiinschten Zellen allgemein ausgewdhlt. Daraus werden die lebenden Zellen (DAPI-) mithilfe einer
DAPI-Firbung bestimmt. Mithilfe von CD45-PerCP/Cy5.5 werden Leukozyten und daraus lber CD11b-APC myeloide
Zellen (CD11b*) und Lymphozyten (CD11b") differenziert. Aus den myeloiden Zellen werden tber Ly6G-PE neutrophile
Granulozyten (Ly6G*) und Ly6G-negative (Ly6G-)-Zellen unterschieden. Ly6G--Zellen kénnen weiter Gber Ly6C-APC/Cy7 in
nicht-klassische (NKM), intermedidre (IM) und klassische (KM) Monozyten unterteilt werden. Lymphozyten werden tGber
CD3-PE/Cy7 und B220-APC/Cy7 in T-Zellen und B-Zellen differenziert.
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Abb. 6: Zwei Gating-Strategien fiir Stamm- und Vorliuferzellen aus dem Knochenmark. Uber den Side (SSC-A) und
Forward Scatter (FSC-A) werden zundchst die gewiinschten Zellen allgemein ausgewahlt. Daraus werden die lebenden
Zellen (DAPI") mithilfe einer DAPI-Farbung bestimmt. Aus den lebenden Zellen werden (iber den Lineage Cocktail-PE die
Lineage-negativen (Lin’)- und Lineage-positiven (Lin*)-Zellen ausgewahlt. Lin-Zellen werden weiter Gber
c-Kit-PerCP/Cy5.5 und Sca-1-PE/Cy7 in LSK- (Stammzellen), LK- (Vorlduferzellen) und c-Kit/Sca-1-Zellen unterteilt. Die
LK-Zellen konnen (ber zwei verschiedene Gating-Strategien in CMP (common myeloid progenitor), MEP
(megakaryocyte-erythrocyte progenitor) sowie GMP (granulocyte-monocyte progenitor) (Version 1 und 2) und zusatzlich
CD34-/CD16/32*-Zellen (Version 2) unterschieden werden. Fir Version 1 werden die Antikérper CD150-APC sowie
CD34-APC/Cy7 und fiir Version 2 CD16/32-APC sowie CD34-APC/Cy7 eingesetzt.

Alle Antikorper, bis auf CD150 [2:100; 4 ug/ml] und CD16/32 [1:50; 2,5 pg/ml], wurden 1:100 [2
pug/ml] in MACS-Puffer verdinnt eingesetzt. Wenn in den folgenden Versuchen zusétzliche
Antikérper verwendet und Anderungen vorgenommen wurden, wird dies in dem entsprechenden

Abschnitt erwahnt.

Fiir jeden Ansatz wurden 100 pl der vorbereiteten Immunzellsuspension in eine
96-Well-Rundbodenplatte Gberfiihrt und zentrifugiert. AnschlieRend wurden die Zellpellets mit 100
pl der jeweiligen Antikérper-Mischung fir myeloide Zellen, Lymphozyten oder
Stamm-/Vorlduferzellen resuspendiert. Die Antikdrperfarbung erfolgte fiir 20 min bei 4 °C. Hiernach
wurden die Zellen mit je 100 pl MACS-Puffer gewaschen und in 100 ul DAPI/MACS-Puffer [1 pg/ml]
aufgenommen, um zwischen toten und lebenden Zellen unterscheiden zu kénnen. Dabei sind alle
DAPI-positiven Zellen tot, da der Farbstoff mit der DNA interkaliert. Die durchflusszytometrischen
Messungen erfolgten an einem BD FACSCanto Il Giber die BD FACSDiva™ Software. Zur Bestimmung

der Zellzahlen war es wichtig, dass die Zellen immer Uber eine konstante Zeit und gleiche
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Flussgeschwindigkeit gemessen wurden. Daher wurden Immunzellen aus dem Blut, dem Herz sowie
dem Matrigel und Stamm- und Vorlauferzellen aus dem Knochenmark immer fiir 60 Sekunden auf
»Low” gemessen. In dieser Zeit mal} das Gerat 10 ul der Zellsuspension und dariiber konnte die
Gesamtzellzahl des gewiinschten Gewebes etc. berechnet werden. Immunzellen aus der Milz und
dem Knochenmark wurden fiir 30 Sekunden auf ,Low” gemessen und dementsprechend wurden 5
ul der Zellsuspension analysiert. Fiir die Ergebnisdarstellung der Immunzellen aus Herz, Matrigel,
Femur oder Milz wurde die Gesamtzellzahl des Organs, des Gewebes bzw. des Knochenmarks eines

Beins angegeben. Im Blut wurde die Gesamtzellzahl pro Milliliter bestimmt.

Die qualitative und quantitative Analyse von allen durchflusszytometrischen Messungen erfolgte

Uber das Programm FlowJo_v10.10.0.

4.5. Herstellung von Perfluorcarbon-Nanoemulsionen (PFCs)

Die Herstellung der in dieser Arbeit verwendeten Perfluorcarbon-Nanoemulsionen (PFCs) erfolgte
Uber das Prinzip der Hochdruckhomogenisation mittels eines Microfluidizers (LV1). Dieses
Verfahren wird in einer Stromungsdispergiermaschine durchgefiihrt und arbeitet nach dem
Druckentspannungsprinzip. Zunachst wird eine heterogene Voremulsion hergestellt, aus der im
folgenden Homogenisationsprozess eine Nanoemulsion gebildet wird. Der fiir diese Arbeit
eingesetzte LV1-Microfluidizer besteht aus den folgenden Komponenten: Ein hydraulisches
Antriebssystem versorgt den LV1 mit Strom und liefert der Hochdruckkolbenpumpe den Druck, den
sie auf das benétigte Betriebsniveau (1000 bar) vervielfacht. Des Weiteren befindet sich im LV1 eine
Keramik-Interaktionskammer, in der die Zerkleinerung der Emulsion stattfindet. Dabei wird die
Emulsion bzw. werden die Partikel auf eine hohe Geschwindigkeit beschleunigt sowie einer
intensiven Scherung und einem Aufprall ausgesetzt. Die Flissigkeit, in diesem Fall die Voremulsion,
wird durch die Hochdruckkolbenpumpe lber das Einlassriickschlagventil gesogen, das wahrend des
Krafthubs geschlossen wird. Wahrenddessen wird der Produktstrom auf ein konstantes
Druckniveau angehoben und tritt in die Interaktionskammer ein. Dabei durchlduft die Emulsion
mehrere Mikrokandle, wodurch die Geschwindigkeit erhéht wird. Wahrenddessen wirken zwei
primare Krafte auf die Emulsion: Die Scherung bewirkt die Verformung des Produktstroms, die
durch den Kontakt mit den Kanalwanden bei hoher Geschwindigkeit entsteht, sowie die Kollision,
die zustande kommt, wenn der Produktstrom mit hoher Geschwindigkeit auf sich selbst auftrifft.

Durch dieses Verfahren kdnnen kleinste PartikelgréRen bis unter 100 nm erreicht werden.

In dieser Arbeit wurden ausschlieBlich PFCE (Perfluor-15-kronen-5-ether)-PFCs eingesetzt. Fiir die

Herstellung von je 10 g PFCs wurden folgende Einwaagen verwendet: 20 % PFCE und 35 mM Lipoid
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E80S [760 g/mol] wurden mit Phosphat-Glycerol-Puffer (pH = 7,4) auf 10 g Gesamtvolumen
aufgefillt. Das Gemisch wurde mithilfe eines Dispergiergerats (Ultra-Turrax) auf hochster Stufe fir
3 min voremulgiert, bevor es lber 5 Zyklen bei 1000 bar tGber den LV1 homogenisiert wurde. Je
nach Versuchsansatz wurden die PFCs mit dem Fluoreszenzfarbstoff ATTO 488 (A488)-DPPE oder
ATTO 647 (A647)-DPPE modifiziert. Fiir die H/*®F-MRT wurden unmodifizierte PFCs eingesetzt,
wahrend fir die in vivo und ex vivo PFC-Aufnahme mit folgender durchflusszytometrischer Analyse
PFCs mit A488- bzw. A647-DPPE funktionalisiert wurden. Die **PFCs fir die in vivo Versuche
wurden mit 400 pg A488-DPPE auf 10 g Gesamtvolumen hergestellt, wiahrend die **®PFCs fir die
ex vivo Versuche 200 pug A488-DPPE enthielten. Des Weiteren wurden PFCs fiir das aktive Targeting
von neutrophilen Granulozyten mit DSPE-PEG;000-Maleimid [4,5 mol%] fiir die spatere Kopplung
eines neutrophilen Granulozyten spezifischen Peptids (mNP) sowie DSPE-PEG;000 [0,5 mol%] und
200 pg A647-DPPE funktionalisiert. Die Kopplung von mNP erfolgte im flinffachen molaren
Unterschuss zu den vorhandenen Maleimidgruppen auf der Oberfliche der Emulsion. Daher
wurden pro Milliliter Emulsion 60 ug Peptid [28,2 nM] eingesetzt. Das verwendete Peptid ist mit
einem C-terminalen Cystein funktionalisiert, welches eine freie Sulfhydrylgruppe besitzt und
daritber direkt an das Maleimid der PFCs gekoppelt werden kann. Die Kopplung erfolgte in einem
1,5 ml Reaktionsgefald ber Nacht bei Raumtemperatur durch stetige Bewegung in einem Rotator.
Die Charakterisierung der PFCs erfolgte Uber das Prinzip der dynamischen Lichtstreuung an einem
Nanotrac Wave |Il. Durch den ermittelten hydrodynamischen Durchmesser und den

Polydispersitatsindex wurde Auskunft iber die Homogenitdt der PFCs gegeben.

4.6. Untersuchung der in vivo PFC-Aufnahme vor und nach Induktion eines zweiten
Stimulus

Um zu analysieren, welchen direkten Einfluss eine ZyA-Behandlung auf die PFC-Aufnahme hat,

wurden die Mause wie zuvor mit ZyA oder PBS behandelt, erhielten jedoch an Tag -1 eine i.v.

PFC-Injektion (2 mmol/kg K6rpergewicht). An Tag 0, vor Induktion eines zweiten Stimulus, wurden

die M&use dann in Bezug auf ihr F-Sighal im Knochenmark des Femurs und in der Milz mittels

'H/F-MRT untersucht. Die MRT-Messungen und PFC-Injektionen wurden wie in Kapitel 4.3.

beschrieben durchgefihrt.

Zusatzlich zu den MRT-Messungen wurde die PFC-Aufnahme phagozytischer Immunzellen im Blut,
in der Milz und im Knochenmark nach ZyA- bzw. PBS-Behandlung sowohl vor als auch nach
Induktion eines zweiten Stimulus mittels Durchflusszytometrie analysiert. Als zweiter Stimulus

wurde das Matrigel/LPS-Modell eingesetzt. Dafiir wurden die Mause wie in Kapitel 4.2. beschrieben

36



Methoden

behandelt und erhielten an Tag 0 bzw. Tag 1 eine i.v. Injektion fluoreszenzmarkierter ~*pPFCs (2
mmol/kg Kérpergewicht). Nach 2 h wurden die Tiere wie in Kapitel 4.4.1. erldutert get6tet und die
Immunzellen sowie die Stamm- und Vorlduferzellen aus dem Knochenmark isoliert. Die Zellen
wurden anschlieBend mit der entsprechenden Antikérper-Mischung (Kapitel 4.4.2) gefarbt und
konnten in Bezug auf das A488-Fluoreszenzsignal, das Aufschluss iber die PFC-Aufnahme gab,

durchflusszytometrisch untersucht werden.

4.7. Funktionelle Analysen von neutrophilen Granulozyten

Zusatzlich zu den durchflusszytometrischen Messungen fiir die Bestimmung der Immunzellzahl
bzw. der PFC-Aufnahme sowie MRT-Messungen nach Induktion eines TlI-Phdnotyps allein oder
nach weiterem zweitem Stimulus erfolgte die funktionelle Analyse von isolierten neutrophilen
Granulozyten aus dem Knochenmark und dem Matrigel bzw. generell phagozytischen Zellen aus
dem Knochenmark. In diesem Zusammenhang wurden die Endozytose- und
Migrationseigenschaften, die Produktion reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) sowie die Expression
von Aktivierungsmarkern bestimmt. Die Migration, ROS-Produktion sowie
Aktivierungsmarker-Expression wurden von isolierten neutrophilen Granulozyten aus dem
Knochenmark von PBS- oder ZyA-behandelten Mausen vor bzw. nach Matrigel/LPS-Implantation
untersucht. Des Weiteren wurden die Analysen an Tag 1 auch fiir Immunzellen aus dem Matrigel
durchgefihrt. An Tag 1 nach Matrigel/LPS-Implantation befanden sich nur neutrophile
Granulozyten im Matrigel, daher wurden die Zellen nicht extra isoliert, sondern das Matrigel wie in
Kapitel 4.4.1. beschrieben verarbeitet. Die Isolation von neutrophilen Granulozyten aus dem
Knochenmark erfolgte liber das Neutrophil Isolation Kit (mouse) von Miltenyi Biotec. Fiir die Analyse
der Endozytoseeigenschaften wurden Immunzellen an Tag 0 vor und Tag 1 nach
Matrigel/LPS-Implantation aus dem Knochenmark prédpariert und mit verschiedenen

fluoreszenzmarkierten Partikeln durchflusszytometrisch analysiert.

4.7.1. Aktivierungsmarker

Bekannte Aktivierungsmarker von neutrophilen Granulozyten sind die Zelladhdsionsmolekiile
CD11b (Integrin a-M), CD62L (L-Selektin) und CD63. Werden neutrophile Granulozyten aktiviert,
zeigt sich eine erhohte Expression von CD11b und CD63, wahrend CD62L runterreguliert wird. Um
zu prifen, ob neutrophile Granulozyten des Knochenmarks nach alleiniger ZyA-Behandlung oder
zusatzlich nach einem folgenden zweiten Stimulus eine unterschiedliche Aktivierung aufwiesen,
wurde die Expression der Aktivierungsmarker mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Dafir
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wurden 100.000 isolierte neutrophile Granulozyten mit 100 ul der Antikdrper-Mischung [1:100]
bestehend aus CD11b-PE/Cy7 [2 pg/ml], CD62L-APC/Cy7 [2 pug/ml] und CD63-APC [3 pg/ml] fir 20
min bei 4 °C inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen zentrifugiert und in 100 ul
DAPI/MACS-Puffer [1 pg/ml] aufgenommen. Mittels Durchflusszytometrie konnte die
Fluoreszenzintensitat der eingesetzten Antikorper bestimmt werden, die Auskunft Gber die
Expressionsstarke der ausgewdhlten Rezeptoren gab. Neben den neutrophilen Granulozyten aus
dem Knochenmark wurden auch die Immunzellen aus dem Matrigel an Tag 1 in Bezug auf
Aktivierungsmarker untersucht. Dafiir wurden ebenfalls 100.000 neutrophile Granulozyten mit der
beschriebenen Antikérper-Mischung inkubiert und daraufhin das Fluoreszenzsignal der Antikdrper

durchflusszytometrisch gemessen.

4.7.2. Endozytose

In den zuvor aufgefiihrten Versuchsreihen wurde die PFC-Aufnahme in vivo analysiert. Zusatzlich
dazu wurden die Endozytoseeigenschaften myeloider Zellen aus dem Knochenmark auch Gber die
ex vivo Inkubation mit A*®PFCs sowie fluoreszenzmarkierten Dextran-Partikeln (10 kDa) und
Escherichia coli (E. coli)-Partikeln untersucht. Des Weiteren wurden ™PA84/pPECs eingesetzt, die
spezifisch an neutrophile Granulozyten binden und einerseits ebenfalls Aufschluss Uber die
Endozytoseaktivitdt geben, andererseits aber auch als Aktivierungsmarker fungieren. Das Peptid
mNP, mit dem die A%¥’PFCs funktionalisiert wurden, bindet an CD177, das nach Aktivierung eine
erhohte Oberflachenexpression auf neutrophilen Granulozyten aufweist. Die Analyse der
Endozytoseeigenschaften erfolgte sowohl an Tag 0 nach Behandlung mit PBS oder ZyA als auch an
Tag 1 nach zusatzlich induziertem zweitem Stimulus (Matrigel/LPS). In beiden Versuchsreihen
wurden die Immunzellen wie in Kapitel 4.4.1. beschrieben aus dem Knochenmark des rechten
Hinterbeins isoliert. Daraufhin wurden die Zellen gezahlt und 100.000 neutrophile Granulozyten
verwendet. Anschliefend wurden die Zellen in 1,5 ml ReaktionsgefafSe Uberfiihrt und zentrifugiert.
Der Uberstand wurde verworfen und die Zellpellets der A*¥®PFC- und ™\**¢4’PFC-Proben wurden in
1 ml DMEM+FCS resuspendiert. Zu jeder Probe wurden entsprechend 10 ul PFCs hinzugegeben.
AnschlieBend erfolgte schwenkend die Inkubation der Proben bei 37 °C fiir 20 min. Die Zellen fiir
die Dextran- und E. coli-Proben wurden in 500 ul DMEM+FCS aufgenommen und jeweils 25 ug der
entsprechenden Partikel wurden hinzugefiigt. Daraufhin wurden die Proben 1 h bei 37 °C
schwenkend inkubiert. Im Anschluss an die Inkubation wurden die Proben zentrifugiert und mit 100
pl  der passenden Antikérper-Mischung fir myeloide Zellen (Kapitel 4.4.2) in eine
96-Well-Rundbodenplatte Gberfiihrt und 20 min bei 4 °C inkubiert. Fir die Probe mit den
mNP-AG47PECs wurde anstelle des CD11b-APC ein CD11b-PE/Cy7 eingesetzt, da das Fluoreszenzsignal
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des APC mit dem A647 der PFCs ansonsten Uberlappt ware. AnschlieBend wurden die Proben mit
100 ul MACS-Puffer gewaschen, zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Die Proben wurden in
100 pl DAPI/MACS-Puffer [1 pg/ml] aufgenommen und konnten durchflusszytometrisch in Bezug
auf das FITC-Fluoreszenzsignal der A*®PFCs, Dextran- und E. coli-Partikel sowie das APC-Signal der

mNP-ABY7PECs untersucht werden.

4.7.3. Messung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS)

Aktivierte neutrophile Granulozyten regen ihre NADPH-Oxidase 2 (NOX2) an, um groRe Mengen an
Superoxid zu erzeugen, das als Vorlaufer von Wasserstoffperoxid und anderen reaktiven
Sauerstoffspezies (ROS) dient. Diesen Prozess bezeichnet man als oxidativen Stress und er dient
unter anderem der Auflésung und Zerstorung von Pathogenbestandteilen, die zuvor phagozytisch
aufgenommen wurden. Dementsprechend steht eine erhdohte ROS-Produktion mit einer
verstarkten Aktivierung von neutrophilen Granulozyten im Zusammenhang. Aufgrund dessen war
es von Interesse zu untersuchen, inwiefern eine ZyA-Behandlung mit oder ohne zweiten Stimulus

Einfluss auf die Aktivitat neutrophiler Granulozyten hat.

Nach der Isolation von neutrophilen Granulozyten aus dem Knochenmark PBS- bzw.
ZyA-behandelter Mause an Tag 0 vor oder Tag 1 nach Matrigel/LPS-Implantation wurde die Zellzahl
mittels Durchflusszytometrie bestimmt. AnschlieBend wurden 100.000 Zellen in ein 1,5 ml
ReaktionsgefaR iiberfiihrt und zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet in
100 pl HBSS-Puffer mit Dihydroethidium (DHE) [20 uM] aufgenommen und fir 1 h bei 37 °C
inkubiert. Im Anschluss an die Inkubation wurden die Zellen zentrifugiert und der Uberstand
indirekt in Bezug auf die Menge reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) mittels
Ultra-Performance-Fliissigkeitschromatographie (UPLC) untersucht. Mithilfe dieser Methode
wurde 2-Hydroxyethidium gemessen, das bei der Oxidation von DHE durch ROS, in dem Fall

Superoxid, entsteht.

39



Methoden

4.7.4. Migration

Als chemotaktischer Stimulus wurde das Peptid Formyl-Methionyl-Leucyl-Phenylalanin (fMLP),
welches Leukozyten anlockt, verwendet. Fir die Untersuchung der Migrationseigenschaften
wurden 100.000 isolierte neutrophile Granulozyten aus dem Knochenmark eingesetzt. Die Zellen
wurden mit Ly6G-PE [2 pg/ml] in MACS-Puffer fiir 20 min bei 4 °C markiert und anschlieRend
zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 200 pl DMEM+FCS [10 %] resuspendiert und in eine
Migrationskammer mit einer PorengroRe von 3 pum gegeben. Die Migrationskammer befand sich in
einer 24-Well-Platte, die mit 1 ml| DMEM+FCS und fMLP [0,1 uM] befullt war. Nachdem die Zellen
in die Migrationskammer gegeben wurden, folgte die Inkubation fiir 2 h bei 37 °C. AnschlieRend
wurde die FlUssigkeit aus der Platte entnommen und die Anzahl migrierter neutrophiler

Granulozyten mittels Durchflusszytometrie bestimmt.

4.8. Exvivo Stimulation mit Zymosan A

Um den direkten Einfluss von ZyA auf die PFC-Aufnahme zu untersuchen, wurden Immunzellen aus
dem Blut, der Milz und dem Knochenmark unbehandelter Mause isoliert und anschlieRend ex vivo
mit ZyA stimuliert. Die Immunzellisolation erfolgte wie in Kapitel 4.4.1. dargestellt. Daraufhin
wurden die Zellen gezahlt und 100.000 neutrophile Granulozyten als Richtwert fiir die Zellzahl der
zu stimulierenden Zellen eingesetzt. Das entsprechende Volumen der Zellsuspension wurde in ein
1,5 ml ReaktionsgefaR iberfiihrt und zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das
Zellpellet in 1 ml DMEM+FCS [10 %] resuspendiert. Es wurden je zwei unbehandelte und zwei
Proben mit 10 pug ZyA vorbereitet. Die Zellen wurden anschlieBend schwenkend fiir 1 h bei 37 °C
inkubiert. Daraufhin wurden die Proben zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Zellpellet
erneut in 1 ml DMEM+FCS aufgenommen. AnschlieRend wurden jeweils zu einer unbehandelten
und einer stimulierten Probe 10 pl #*8PFCs hinzugegeben. Alle Proben wurden daraufhin 20 min
bei 37 °C schwenkend inkubiert. Im Anschluss daran wurden die Zellen zentrifugiert, der Uberstand
verworfen und mit 100 pl der Antikérper-Mischung fir myeloide Immunzellen in eine
96-Well-Rundbodenplatte Gberfiihrt. Die Zellen wurden 20 min bei 4 °C inkubiert und wurden
anschlieRend mit 100 ul MACS-Puffer gewaschen, zentrifugiert und in 100 ul DAPI/MACS-Puffer [1
ug/ml] aufgenommen. AbschlieBend konnte das Fluoreszenzsignal der A*8PFCs in den Zellen mittels

Durchflusszytometrie detektiert werden.
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4.8.1. Analyse der ZyA-Aufnahme mit AF438Zymosan A

Mittels Durchflusszytometrie konnte die ZyA-Aufnahme in Immunzellen des Knochenmarks und der
Milz untersucht werden. Daflir wurde mit Alexa Fluor 488 (AF488) markiertes ZyA eingesetzt. Wie
oben beschrieben wurden die Immunzellen aus der Milz und dem Knochenmark isoliert und
gezahlt. Es wurde die gleiche Zellzahl eingesetzt und in 1 ml DMEM+FCS resuspendiert. Dazu
wurden je 10 pg ~"8ZyA hinzugefiigt und fir 1 h bei 37 °C schwenkend inkubiert. Im Anschluss an
die Inkubation wurden die Zellen zentrifugiert, der Uberstand verworfen und die Zellen mit der
entsprechenden Antikorper-Mischung fiir myeloide Zellen inkubiert. AnschlieBend konnten die
Immunzellen mittels Durchflusszytometrie in Bezug auf ihr Fluoreszenzsignal untersucht und

dariiber die Bindung bzw. Aufnahme von AF8ZzyA zellspezifisch bestimmt werden.

4.9. Oberflachenexpression von B-Glucan-Rezeptoren

Zymosan A ist ein B-1,3-Glucan-Polysaccharid, das aus Saccharomyces cerevisiae (Hefe) gewonnen
wird und eine wichtige Rolle in dem Aufbau der Wirtszellwand spielt. Hefe enthélt B-Glucan als
Hauptbestandteil zusammen mit Mannose-reichen Proteinen in der &uReren Schicht,
Nukleinsduren und Chitin in der inneren Schicht. Die B-Glucan-Untereinheiten des ZyA binden
wiederum an verschiede Rezeptoren, die auf Immunzellen der angeborenen Immunantwort
exprimiert werden und darliber die Zellen aktivieren (siehe Kapitel 1.2.1.1). Aufgrund dessen wurde
die Expression von vier verschiedenen Rezeptoren (Dectin-1, TLR2, CD18, CD36), die bekannt dafiir
sind, eine Interaktion mit B-Glucan einzugehen, auf murinen Immunzellen aus dem Blut, der Milz

und dem Knochenmark untersucht.

Die Analyse der murinen Rezeptorexpression erfolgte an Tag 0 nach Behandlung der Mause mit PBS
oder ZyA. Wie in Kapitel 4.4.1. erklart, wurden die Immunzellen aus dem Blut, der Milz und dem
Knochenmark isoliert. AnschlieRend wurde eine Mischung mit Antikérpern gegen myeloide
Immunzellen hergestellt und mit Dectin-1-PE [2 pug/ml], TLR2-FITC [5 pg/ml], CD18-FITC [5 pg/ml]
oder CD36-AF488 [5 ug/ml] erganzt. Die Zellen wurden daraufhin in 100 pl der Antikérper-Mischung
aufgenommen und fir 20 min bei 4 °C inkubiert. In der Kombination mit Dectin-1 musste der
Ly6G-PE-Antikorper durch Ly6G-FITC [5 pg/ml] ausgetauscht werden, da es ansonsten zu einer
spektralen Uberlappung der beiden Fluorochrome gekommen wiére. Daraufhin wurden die Zellen
gewaschen, zentrifugiert und in 100 pl DAPI/MACS-Puffer [1 pg/ml] aufgenommen, um
durchflusszytometrisch untersucht zu werden. Fir die Analyse der Rezeptorexpression auf den
jeweiligen Immunzellen wurde das Fluoreszenzsignal des entsprechenden Antikorpers

ausgewertet.
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4.10. Identifikation von Ly6G'°" neutrophilen Granulozyten

Bisher waren neutrophile Granulozyten als eine sehr homogene Zellpopulation bekannt. Doch
diverse Forschungsergebnisse zeigten, dass sich neutrophile Granulozyten z.B. im Verlauf
unterschiedlicher Erkrankungen oder dem Inflammationsort in Bezug auf ihre funktionellen
Eigenschaften und auf die Expression verschiedener Rezeptoren unterscheiden kénnen. Ly6G""
neutrophile Granulozyten zeigten regenerative Eigenschaften nach ZyA-Behandlung im
Zusammenhang mit Verletzungen des zentralen Nervensystems!?°. Aufgrund dessen wurden die
bereits ausgewerteten Ergebnisse der Immunzellzahlen nach PBS- bzw. ZyA-Behandlung an Tag 0
vor oder Tag 2 nach zweitem Stimulus (MI und Matrigel/LPS) in Hinblick auf den prozentualen Anteil
an Ly6G"" neutrophilen Granulozyten analysiert. Das Gating-Schema fiir Ly6G"°"-Zellen aus dem
Blut, der Milz und dem Knochenmark kann Abb. 7 und das entsprechende fiir das Herz und das

Matrigel dem Anhang (Ergdnzende Abb. 6) entnommen werden.
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Abb. 7: Gating-Strategie fiir Ly6G'°¥-Zellen aus dem Blut, der Milz und dem Knochenmark. Uber den Side (SSC-A) und
Forward Scatter (FSC-A) werden zunichst die gewinschten Zellen anhand ihrer FSC/SSC-Eigenschaften ausgewihlt.
Daraus werden die lebenden Zellen (DAPI-) mittels einer DAPI-Farbung bestimmt. Mithilfe von CD45-PerCP/Cy5.5 werden
Leukozyten und daraus Gber CD11b-APC und Ly6G-PE myeloide Zellen (CD11b*) und neutrophile Granulozyten (Ly6G*)
differenziert. Die Ly6G*-Zellen kénnen anschlieBend in zwei Subpopulationen unterteilt werden: Ly6G'®" und Ly6Ghieh,
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4.11. Histologische Untersuchungen

Die Wissenschaft der biologischen Gewebe wird als Histologie bezeichnet und erméglicht durch
diinne Schnitte einen genauen Einblick in strukturelle Veranderungen. Zunachst muss das
gewlinschte Organ fixiert werden, damit die enzymatische Autolyse des Gewebes verhindert und
die Probe stabilisiert wird. Dabei kann zwischen verschiedenen Fixierungsmethoden unterschieden
werden. Zum einen gibt es die chemische Fixierung durch z.B. Paraformaldehyd, auf die im
Anschluss eine Paraffineinbettung des Organs folgt. Auf der anderen Seite gibt es die Kryofixierung
durch Kalte, bei der das Organ in einem sogenanntem Tissue-Tek Einbettmedium direkt fixiert und
eingebettet wird. Das eingebettete Organ kann anschlieBend mithilfe eines Mikrotoms in der
gewlinschten Stdarke geschnitten werden. Die erhaltenen Schnitte werden auf einen Objekttrager

Uberfihrt, nach gewilinschtem Protokoll gefarbt und anschlieffend mikroskopiert.

Im Zuge der unterschiedlichen Versuchsreihen fiel auf, dass die Milz der ZyA-behandelten Mause
deutlich schwerer war als die Milz der Kontrolltiere. Daher sollten mittels Histologie mogliche
strukturelle Veranderungen oder Ablagerungen identifiziert werden. Neben der Milz wurde auch
das Herz histologisch untersucht. Die histologische Untersuchung des Herzes an Tag 28 nach
Induktion eines MI gab Auskunft iber die InfarktgroRe sowie lber den strukturellen Umbau des

linksventrikularen Myokards.

4.11.1. Histologie der Milz

Im Anschluss an die *H/**F-MRT-Messungen an Tag O der PBS- bzw. ZyA-behandelten M&use ohne
zweiten Stimulus wurden die Mause, ohne aus der Narkose zu erwachen, mittels zervikaler
Dislokation getotet. Daraufhin wurde die Milz enthnommen und in 1 ml Paraformaldehyd [4 %] fur
24 h bei 4 °C fixiert. AnschlieBend wurden die Milzen in PBS Gberfiihrt und weiterhin bei 4 °C bis zur
Einbettung gelagert. Die folgende Paraffineinbettung sowie das Schneiden und Farben der
Milzschnitte wurde freundlicherweise von Annika Zimmermann aus dem Institut fur Translationale
Pharmakologie tibernommen. Fiir die Paraffineinbettung wurden die fixierten Milzen zunachst
halbiert sowie (iber einen Langsschnitt geteilt und daraufhin in die Einbettkassette gelegt. Durch
sich erh6hende Konzentrationen von Ethanol sowie letztlich Xylol wurde die Milz entwassert.
Daraufhin wurde die dehydrierte Milz in der Einbettkassette in flissiges Paraffin (58 °C) getaucht
und bei Raumtemperatur ausgehartet. Mithilfe des HistoCore MULTICUT Mikrotoms wurden 4
pm-Schnitte angefertigt, die auf einen Objekttrager tUberfiihrt und mit Hamatoxylin sowie Eosin
gefarbt wurden. Dafiir wurden die Schnitte zundchst (ber eine absteigende

Ethanol-Konzentrationsreihe hydriert, daraufhin 5 min mit Hamatoxylin sowie 30 Sekunden mit
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Eosin gefdarbt und anschlieBend dehydriert, um sie mit einem wasserfreien Eindeckmittel
einzudecken. Nach dem Trocknen des Eindeckmediums wurden Aufnahmen der Schnitte mit
dem Olympus BX61 Fluoreszenzmikroskop (Kamera: UC30) unter Verwendung eines vierfach
Objektivs mit zehnfachem Okular gemacht. Die Analyse des prozentualen Anteils von

Lymphfollikeln an der Milzgesamtflache erfolgte tGber die Software Imagel/Fiji.

4.11.2. Histologie des Herzes

Nach den finalen *H-MRT-Messungen an Tag 28 nach Induktion eines Ml wurden die M3use, ohne
aus der Narkose zu erwachen mittels zervikaler Dislokation getdtet. Anschliefend wurde der
Brustkorb eréffnet und das Herz herausgeschnitten. Daraufhin wurde das Herz gewogen sowie von
Fett befreit und sowohl Aorta als auch obere Hohl- und Pulmonalvene abgeschnitten. Durch die
entstandenen Offnungen in die linke sowie rechte Herzkammer konnte das Herz iiber eine Kaniile
mit dem Einbettmedium Tissue-Tek befullt werden, damit es bei der sich anschlieRenden
Kryokonservierung stabilisiert war. Das praparierte Herz wurde senkrecht in ein aus Alufolie
vorgeformtes und mit Tissue-Tek gefiilltes Hitchen hineingestellt, anschlieRend in -40 °C kaltem
Isopropanol vorgekihlt sowie fiir 5 min bei -80 °C ausgehartet. Im Anschluss wurden die in Alufolie
gebetteten Herzen aus der Isopropanolflasche herausgeholt und konnten bei -80 °C gelagert
werden. Das sich anschliefende Schneiden und Farben der Herzen wurde freundlicherweise von
Claudia Dohle aus der Klinik fir Anasthesiologie durchgefiihrt. Am Kryostat CM3050 S (-25 °C)
wurden 5 pum-Herzschnitte vom Apex bis zur Basis angefertigt. Die Schnitte wurden auf einen
Objekttrager tUberfihrt und bei Raumtemperatur luftdicht getrocknet. Anschliefend wurden die
einzelnen Schnitte mit 200 pl Paraformaldehyd [4 %] fir 10 min fixiert und daraufhin dreimal mit
PBS gewaschen. Im néachsten Schritt wurden die mittventrikularen Schnitte ausgewahlt und mit
einem Primarantikorper gegen Kollagen | (Col1A1) bzw. Kollagen Il (Col3A1) in Normal Goat Serum
(2 %) Uber Nacht bei 4 °C inkubiert. Am nachsten Tag wurden die Schnitte dreimal mit PBS
gewaschen und anschlieRend mit fluoreszenzmarkiertem Wheat Germ Agglutinin (A7®WGA) und
dem Cy3 konjugierten Sekundarantikérper 1gG anti-Rabbit gegen Col1A1/Col3A1 in Normal Goat
Serum (2 %) fur 3 h bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Daraufhin wurden die Schnitte
erneut dreimal mit PBS gewaschen und konnten anschlieBend fiir die Farbung der Zellkerne mit je
einem Tropfen DAPI-Eindeckmittel eingedeckt werden. Die Mikroskopie erfolgte an dem Olympus
BX61 Fluoreszenzmikroskop (Kamera: F-View) unter Verwendung eines zehnfach und
zwanzigfach Objektivs mit zehnfach Okular. Die Analyse der regionalen Wanddicke im

Infarktbereich erfolgte mit der Software cellSens dimension. Dafir wurden in dem durch WGA
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stark angefarbten Infarktbereich fiinf Messlinien vom Epikard bis Endokard gezogen und der

Mittelwert gebildet.

4.12. Statistische Auswertung

Fiir die statistische Auswertung der Versuchsdaten wurde das Programm GraphPad Prism 6 (La
Jolla, USA) verwendet. Alle Ergebnisse werden als Mittelwert und mit der jeweiligen
Standardabweichung angegeben. Fiir den Vergleich von zwei Gruppen wurde die Normalverteilung
Uber einen Shapiro Wilk Test untersucht. Lag eine Normalverteilung vor, wurde ein ungepaarter,
einseitiger t-Test zur Untersuchung der Signifikanz durchgefiihrt. Konnte keine Normalverteilung
der Daten angenommen werden, so wurde ein Mann-Whitney U Test berechnet. Zum Vergleich der
Veranderungen im Laufe der Zeit fiir zwei verschiedene Behandlungen wurde eine 2-Way Anova
tiber den Sidak-Test durchgefiihrt. Als signifikant wurden p-Werte < 0,05 (* = p < 0,05; ** = p< 0,01;
*** = p £0,005) angesehen.
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5. Ergebnisse

Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung eines veranderten angeborenen Immunstatus (Trained
innate immunity; Tll) auf die akute Entziindungsreaktion und Heilung nach einem Myokardinfarkt
(M1). Dafur wurden mannliche C57BL/6-Md&use zunachst mit dem Hefezellwandbestandteil
Zymosan A (ZyA) vorbehandelt. Anschlieend wurde experimentell ein Myokardinfarkt induziert,
indem die LAD (left anterior descending coronary artery) fiir 50 min abgebunden und danach wieder
reperfundiert wurde. Um den Einfluss eines TII-Phdnotyps auf den MI zu untersuchen, wurden
sowohl durchflusszytometrische Analysen, Herzfunktionsmessungen und T1-/T2-Mapping mittels
'H-Magnetresonanztomographie (MRT) als auch Entziindungsbildgebung iber kombinierte

'H/F-MRT durchgefiihrt.

Ergdnzend zu einem Ml als zweiten Stimulus wurde auch eine LPS-induzierte subkutane Entziindung
eingesetzt (Matrigel/LPS-Modell), um den Effekt von ZyA sowohl auf eine sterile als auch unsterile
Entzindung zu untersuchen. Es wurden ebenfalls durchflusszytometrische Analysen sowie
Messungen mittels *H- und kombinierter *H/*®F-MRT durchgefiihrt, um den Entziindungsverlauf

Uber 28 Tage zu untersuchen.

Des Weiteren wurde geprift, welchen direkten oder indirekten Einfluss ZyA auf
Immunzellen - besonders auf neutrophile Granulozyten - in Bezug auf verschiedene funktionelle
Eigenschaften wie z.B. die PFC-Aufnahme, die Endozytose im Allgemeinen oder die Produktion
reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) hat. Dazu wurden die Zellen sowohl vor als auch nach

Matrigel/LPS-Implantation untersucht.
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5.1. Induktion eines Trained innate immunity-Phanotyps durch ZyA-Behandlung

Um zu prifen, ob die Stimulation mit ZyA einen Trained innate immunity (Tll)-Phdnotyp ausgelost
hat, wurde die Anzahl reifer Inmunzellen im Blut, in der Milz und im Knochenmark sowie die Anzahl
an Stamm- und Vorlauferzellen im Knochenmark an Tag 0 vor Induktion eines zweiten Stimulus
mittels Durchflusszytometrie analysiert. Dafiir wurden C57BL/6-Mé&use zunichst zu zwei
Zeitpunkten mit ZyA intraperitoneal (i.p.) (bzw. mit PBS als Kontrolle) behandelt (Tag -7 und Tag -4).
An Tag 0 wurden die Tiere schmerzfrei getotet (Kapitel 4.4.1.), Immunzellen aus dem Blut, der Milz

und dem Knochenmark isoliert und durchflusszytometrisch analysiert.

5.1.1. Erhoéhte Immunzellzahlen im Blut, in der Milz und im Knochenmark

Die durchflusszytometrische Analyse zeigte, dass nach ZyA-Behandlung deutlich mehr Immunzellen
sowohl im Blut, in der Milz als auch im Knochenmark vorlagen. Auffallig war die signifikant erhéhte
Anzahl neutrophiler Granulozyten (NG) im Blut (Abb. 8 a)) und in der Milz (Abb. 8 b)) sowie die
tendenziell hohere Anzahl neutrophiler Granulozyten im Knochenmark (Abb. 8 c), p = 0,057). Des
Weiteren konnte eine verstarkte Anzahl klassischer Monozyten (KM) sowohl im Blut, in der Milz als
auch im Knochenmark (p = 0,055) gemessen werden. Dariiber hinaus waren auch intermediare
Monozyten (IM) im Blut und in der Milz ZyA-behandelter Mause signifikant erhéht. Der gleiche
Effekt zeigte sich bei nicht-klassischen Monozyten (NKM) im Blut, wahrend in der Milz und im
Knochenmark keine Unterschiede in der Makrophagenanzahl (My) festgestellt werden konnten.
Jedoch zeigten sich weder im Blut, in der Milz noch im Knochenmark Unterschiede in der Zellzahl
in T-Zellen (Tz) oder B-Zellen (Bz). Die quantitativ berechnete erhdhte Zellzahl phagozytischer Zellen
in ZyA-behandelten Mausen zeigte sich bereits deutlich in den Dotplots, bei denen eine héhere
Zellzahl mit mehr Punkten und einer intensiveren Farbe bzw. einem Wechsel der Pseudofarben von

dunkelblau tber griin und gelb nach rot korrelierte (Abb. 8 a) - c), links).
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Abb. 8: ZyA-Behandlung beeinflusst Immunzellzahlen im Blut, in der Milz und im Knochenmark. Dargestellt ist die
quantitative Auswertung der durchflusszytometrischen Messungen an Tag 0 von isolierten murinen Immunzellen aus a)
dem Blut, b) der Milz und c) dem Knochenmark nach zweimaliger Behandlung mit Zymosan A bzw. PBS. Quantifiziert
wurde die Gesamtzellzahl pro Milz, Knochenmark eines Beins und pro Milliliter Blut. Des Weiteren ist beispielhaft je ein
Dotplot aufgefiihrt, der mithilfe von Ly6G-PE und CD11b-APC eine Unterteilung in neutrophile Granulozyten (NG),
Lymphozyten (Lz) und myeloide Zellen (My) zeigt. Mittels Durchflusszytometrie konnte zwischen T-Zellen (T), B-Zellen
(Bz), neutrophilen Granulozyten (NG), klassischen (KM), intermedidren (IM) und nicht-klassischen Monozyten (NKM)
sowie Makrophagen (M) unterschieden werden. Abgebildet sind Mittelwerte £ SD; n =13 - 14. * =p <0,05; ** =p < 0,01;

*%% = p < 0,001
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5.1.2. Analyse von Stamm- und Vorlauferzellen im Knochenmark

Ergdanzend zu den reifen Immunzellen aus dem Blut, der Milz und dem Knochenmark wurden auch
die Stamm- und Vorlauferzellen im Knochenmark vor Induktion eines zweiten Stimulus an Tag 0
analysiert. Wahrend einer Entziindung wird die Himatopoese im Knochenmark verstarkt und mehr
Immunzellen werden in den Blutkreislauf entlassen®2%, Um einen genaueren Einblick in die
funktionellen Unterschiede im Knochenmark ZyA-behandelter Mause und entsprechender
Kontrollen zu bekommen, wurden Vorlauferzellen aus dem Knochenmark untersucht. Es wurden
zwei verschiedene Gating-Strategien genutzt, um reife Leukozyten von hamatopoetischen Stamm-
und Vorlauferzellen zu unterscheiden. Diese wurden in Kapitel 4.4.2. ausfiihrlich erldutert und als
Version 1 bzw. 2 benannt. Fiir die bessere Ubersicht der Vorlduferzellen wurden in Abb. 9 nur die
Zellzahlen von Version 1 aufgefiihrt. Die Daten fiir Version 2 kdnnen dem Anhang entnommen

werden.

Es konnte eine signifikant erhdohte Anzahl Lineage-positiver (Lin*)-Zellen (Abb. 9 a), links) in
ZyA-behandelten Mausen gemessen werden, welche die Gesamtheit reifer Immunzellen umfasst.
Des Weiteren zeigte sich eine leicht erhohte Tendenz Lineage-negativer (Lin’)-Zellen in
ZyA-behandelten Mausen, die jedoch nicht durch ein verstirktes Vorkommen von LSK
(Lin/Sca-1*/c-Kit*)- und LK (Lin/Sca-1/c-Kit*)-Zellen zustande kamen, sondern durch
Lin"/c-Kit/Sca-1-Zellen, die unter anderem basophile Granulozyten und deren Vorlaufer umfassen
(Abb. 9 a)). Sowohl in den Populationen der LSK-Zellen (hdmatopoetische Stammzellen und
multipotente Vorlauferzellen) als auch LK-Zellen (Vorlauferzellen), die wiederum in CMP (common
myeloid  progenitor), MEP (megakaryocyte-erythrocyte ~ progenitor) und GMP
(granulocyte-monocyte progenitor) unterteilt werden konnten (Abb. 9 c)), zeigten sich zwischen
beiden Versuchsgruppen keine Unterschiede in Bezug auf die Zellzahl (Abb. 9 b)). Erwdhnenswert
ist, dass mit der zweiten Gating-Strategie dhnliche Ergebnisse fir LSK- und LK-Zellen sowie deren

Subpopulationen erzielt wurden (siehe Anhang).
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Abb. 9: Keine veranderte Anzahl von Stamm- und Vorlduferzellen nach ZyA-Behandlung an Tag 0. Dargestellt ist die
quantitative Auswertung von a) Lineage*-, Lineage™- und Lin"/c-Kit-/Sca-1-Zellen (Version 1 und Version 2) sowie von b)
Stamm (LSK)- und Vorlaufer (LK)-Zellen (Version 1) an Tag 0 nach zweimaliger PBS- bzw. ZyA-Behandlung. Die
LK-Population kann weiter in CMP (common myeloid progenitor), GMP (granulocyte-monocyte progenitor) und MEP
(megakaryocyte-erythrocyte progenitor) differenziert werden. Beispielhaft ist fir eine PBS- und eine ZyA-behandelte
Maus die Unterteilung in CMP, GMP und MEP in einem Dotplot dargestellt (c)). Abgebildet sind Mittelwerte + SD; n = 6.
*=p<0,05

5.2. Behandlung mit Zymosan A erhoht die InfarktgroBe, reduziert jedoch die
PFC-Aufnahme nach Myokardinfarkt
Nachdem gezeigt wurde, dass die Behandlung mit ZyA zu einem TlI-Phanotyp fiihrt, wurden erneut
Mause mit ZyA bzw. PBS i.p. vorbehandelt (Tag -7 und Tag -4). An Tag 0 erfolgte ein experimenteller
Myokardinfarkt (Ml), indem die linke hintere zum Apex verlaufende Kranzarterie (LAD) fiir 50 min
mit einem Faden abgebunden wurde (Kapitel 4.2.1). Nach 50 min wurde der Verschluss wieder
geoffnet  (Reperfusion). Einen Tag nach Ml erfolgten LGE (Late Gadolinium
Enhancement)-Messungen sowie Herzfunktionsmessungen mittels *H-MRT zur Bestimmung der
GroRe des ischdmischen Bereichs sowie der Ejektionsfraktion. Um zu prifen, ob die
ZyA-Behandlung zu einer verstarkten Entziindung im Herz fiihrt, wurden den Mausen im Anschluss
an die Messungen Perfluorcarbon-Nanoemulsionen (PFCs) intravends (i.v.) injiziert. Nach weiteren
24 h wurde mittels kombinierter H/*F-MRT das °F-Signal im Infarktbereich bestimmt. Die

Auswertung der LGE-MRT-Transversalschnitte einen Tag nach Ml zeigte einen signifikant grofReren
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ischamischen Bereich fiir ZyA-behandelte Mause im Vergleich zu Kontrolltieren mit einer signifikant
reduzierten Ejektionsfraktion (Abb. 10 a)). Aufgrund dessen wurde ein erhéhtes °F-Signal im
Infarktbereich ZyA-behandelter Mause erwartet, jedoch ein deutlich niedrigeres °F-Signal im
Vergleich zu Kontrollmdusen detektiert (Abb. 10 b), links). Dies spiegelte sich auch in der
quantitativen Auswertung des !°F-Signal-Rausch-Verhiltnisses (SNR) wider und zeigte einen
signifikanten Unterschied zwischen PBS- und ZyA-behandelten Mausen (Abb. 10 b), rechts). Im
Gegensatz dazu war das F-SNR in der Leber, einem der Hauptorgane, in denen PFCs passiv

akkumulieren, vergleichbar in beiden Versuchsgruppen (Abb. 10 b), rechts).

Zusammengefasst zeigte diese Versuchsreihe, dass die Behandlung mit Zymosan A tendenziell zu
einem groReren Infarkt fiihrte, jedoch das lokale '°F-Signal im infarzierten Herz nicht erhéht,
sondern signifikant verringert war.
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Abb. 10: Erhohte InfarktgroRe, aber reduziertes 19F-Signal im Infarktbereich ZyA-behandelter Mause. a) Gezeigt sind
1H-LGE-MRT-Aufnahmen von Transversal- und Coronalschnitten ZyA- bzw. PBS-behandelter M&use an Tag 1 nach Ml
(links, orangefarbige Pfeile zeigen auf das Gadoliniumsignal/den ischamischen Bereich). AuRerdem ist die quantitative
Auswertung der Infarktgrée und Ejektionsfraktion beider Versuchsgruppen an Tag 1 nach Ml aufgefiihrt (rechts). b)
Abgebildet sind 'H- und *H/°F-MRT-Aufnahmen an Tag 2 nach Ml von M3usen nach ZyA- bzw. PBS-Behandlung (links,
orangefarbige Pfeile zeigen auf Infarktbereich/1°F-Signal). Rechts ist das quantifizierte 1°F-SNR (Signal-Rausch-Verhaltnis)
des Herzes und der Leber gezeigt. Abgebildet sind Mittelwerte + SD; n = 13. * = p < 0,05; *** = p < 0,001

52



Ergebnisse

5.3. Einfluss der ZyA-Behandlung auf die Immunzellzahl nach einem Myokardinfarkt

Es wurde bereits vielfach beschrieben, dass das '°F-Signal im Entziindungsbereich mit der Anzahl
infiltrierter Monozyten und Makrophagen korreliert!?¥122, Deswegen wurden nach den
1H/Y¥F-MRT-Messungen die Miuse wie in Kapitel 4.4.1. beschrieben getdtet und Immunzellen aus
dem Blut, der Milz, dem Knochenmark und dem Herz isoliert. Mittels Durchflusszytometrie wurde
die Gesamtzellzahl pro Herz, Milz, Femur und Tibia eines Beins sowie pro Milliliter Blut bestimmt.
Im Herz wurden keine wesentlichen Unterschiede in der Zellzahl von T-Zellen (T;), klassischen
Monozyten (KM), intermedidren Monozyten (IM) oder Makrophagen (Mg) zwischen
ZyA-behandelten Mausen und Kontrolltieren gemessen. Lediglich die Anzahl neutrophiler
Granulozyten (NG) stieg in M&usen nach ZyA-Behandlung leicht, jedoch nicht signifikant, an (Abb.
11 a), p = 0,173). Neben dem Herz wurden auch die Immunzellen im Blut, in der Milz und im
Knochenmark untersucht, da eine akute Entziindung die Granulopoese im Knochenmark induziert
und zur Freisetzung von Immunzellen aus dem Knochenmark in den Blutkreislauf fiihrt?>?¢, Des
Weiteren handelt es sich bei der Milz um ein Immunzellreservoir, aus dem nach einem Ml
Monozyten freigesetzt werden'®, Zwischen ZyA- und PBS- behandelten M3usen konnten keine
Unterschiede im Blut, in der Milz und im Knochenmark in Bezug auf die Anzahl an T-Zellen und
B-Zellen (Bz) festgestellt werden (Abb. 11 b) — d)). Auch klassische und nicht-klassische Monozyten
(NKM) bzw. Makrophagen zeigten im Blut und im Knochenmark keine Differenz. Im Blut wurde nur
ein Rickgang intermedidarer Monozyten in ZyA-behandelten Mausen gemessen (Abb. 11 b)).
Dagegen waren klassische und intermediare Monozyten in der Milz von Mausen nach
ZyA-Behandlung signifikant erhéht (Abb. 11 c)). Auffallend war, dass die Anzahl neutrophiler
Granulozyten im Gegensatz zu den Kontrollen sowohl im Blut, in der Milz als auch im Knochenmark
signifikant hoher lag. Dementsprechend hiangt das niedrigere °F-Signal auch nicht mit einer

reduzierten Anzahl phagozytischer Zellen zusammen.
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Abb. 11: ZyA-Behandlung beeinflusst Immunzellzahlen im Herz, im Blut, in der Milz und im Knochenmark. Gezeigt ist
die quantitative Auswertung der durchflusszytometrischen Messungen von isolierten Immunzellen aus a) dem Herz, b)
dem Blut, c) der Milz und d) dem Knochenmark ZyA- und PBS-behandelter Mause an Tag 2 nach Induktion eines
Myokardinfarkts. Dargestellt ist jeweils die Gesamtzellzahl pro Herz, Milz und Knochenmark eines Beins sowie pro
Milliliter Blut. Mittels Durchflusszytometrie konnte zwischen T-Zellen (Tz), B-Zellen (Bz), neutrophilen Granulozyten (NG),
klassischen (KM), intermedidren (IM) und nicht-klassischen Monozyten (NKM) sowie Makrophagen (Mg) unterschieden
werden. Abgebildet sind Mittelwerte £ SD; n=7-8. * = p < 0,05; *** = p < 0,001

5.4. Verringertes °F-Signal nach ZyA-Behandlung im Matrigel und im Knochenmark

Neben dem M, der eine sterile Entziindung darstellt, wurde das Matrigel/LPS-Modell eingesetzt,
das eine unsterile Entziindung auslost und dadurch den Einfluss eines TII-Phanotyps in die
Entwicklung von unterschiedlichen Krankheiten untermauert. Des Weiteren handelt es sich bei dem
Matrigel/LPS-Modell um ein gut reproduzierbares Entziindungsmodell, das sich in unserer
Arbeitsgruppe bereits als bewdhrtes Modell fiir die Untersuchung inflammatorischer Prozesse
etabliert hat. Fir die Induktion der subkutanen Entziindung wurde den zuvor mit PBS bzw. ZyA
behandelten Mdusen an Tag 0 eine Kombination aus Matrigel und LPS subkutan in den Nacken
implantiert (siehe Kapitel 4.2.2.). Einen Tag nach der Implantation wurden PFCs fiir die folgenden
'H/°F-MRT-Messungen i.v. injiziert. Auch hier wurde das F-Signhal im Entziindungsherd (Matrigel)
gemessen und ergdnzend erfolgte die Detektion im Knochenmark des Femurs. Das Knochenmark
war von Interesse, da bekannt ist, dass eine Entziindung zu einer verstarkten Himatopoese und

dementsprechend zu einer erhdhten Zellzahl im Knochenmark fiihrt?>2,

In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen des Myokardinfarkts zeigte sich auch in dieser

Versuchsreihe ein etwas geringeres °F-SNR im Matrigel (Abb. 12 a), rechts) ZyA-behandelter Mause
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im Gegensatz zu Kontrolltieren (p = 0,112). Des Weiteren konnte im Knochenmark des Femurs ein

signifikant niedrigeres °F-Signal in ZyA-behandelten M&usen detektiert werden (Abb. 12 b)).

a) Matrigel

Matrigel
40 -

PBS

0,112

304

9F.SNR

Zymosan A

PBS Zymosan A

Knochenmark

PBS

Zymosan A

PBS Zymosan A

Abb. 12: Reduziertes °F-Signal im Matrigel und Knochenmark ZyA-behandelter Ma&use an Tag 2 nach
Matrigel/LPS-Implantation. Dargestellt sind die H/°F-MRT-Aufnahmen (links) sowie die quantitative Analyse des
19F-SNR (rechts) a) des Matrigels und b) des Knochenmarks des Femurs an Tag 2 nach subkutaner Implantation von
Matrigel/LPS in PBS- bzw. ZyA-behandelte M3use. Orangefarbige Pfeile zeigen sowohl in den H- als auch berlagerten
1H/19F-Aufnahmen auf die Position des Matrigels (a), links). b) Die Daten wurden fiir beide Hinterbeine analysiert und der
Mittelwert gebildet. Abgebildet sind Mittelwerte £ SD; n=7 - 8. ** = p < 0,01

5.5. Immunzellzahl im Matrigel/LPS-Modell nach ZyA-Behandlung
Nachdem die *H/**F-MRT-Messungen des Matrigels und des Knochenmarks an Tag 2 erfolgt waren,
wurde auch in dieser Versuchsreihe die Immunzellzahl im Blut pro Milliliter, in der Milz, im

Knochenmark von Femur und Tibia eines Beins sowie im Matrigel mittels Durchflusszytometrie

55



Ergebnisse

bestimmt. Die quantitative Auswertung der durchflusszytometrischen Messungen des Matrigels
zeigte keinen Unterschied zwischen ZyA-behandelten Mausen und Kontrolltieren in der
Gesamtzellzahl von Lymphozyten (Lz), klassischen Monozyten (KM) und Makrophagen (Mg) (Abb.
13 a)). Lediglich die Anzahl neutrophiler Granulozyten (NG) war in ZyA-behandelten Mausen leicht
erhoht (p = 0,267). Des Weiteren zeigten sich auch in diesem Modell keine Unterschiede zwischen
beiden Gruppen in Bezug auf T- (Tz) oder B-Zellen (Bz), weder im Blut noch in der Milz oder im
Knochenmark. Im Blut (Abb. 13 b)) konnte eine signifikant héhere Anzahl nicht-klassischer
Monozyten (NKM) sowie eine leicht erhdhte Anzahl klassischer Monozyten (p = 0,109) nach
ZyA-Behandlung detektiert werden. Dagegen waren in der Milz (Abb. 13 c)) sowohl klassische als
auch intermedidare Monozyten und neutrophile Granulozyten in Mausen nach ZyA-Behandlung
signifikant erhoht. AuRerdem zeigte die Analyse des Knochenmarks (Abb. 13 d)) deutlich mehr
klassische Monozyten (p = 0,069) und neutrophile Granulozyten (p = 0,067) in ZyA-behandelten
Mausen. Somit hdngt auch im Matrigel/LPS-Modell das niedrigere °F-Signal ZyA-behandelter

Mause nicht mit einer reduzierten Anzahl phagozytischer Zellen zusammen.
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Abb. 13: ZyA-Behandlung verindert die Immunzellzahlen nach Matrigel/LPS-Implantation. Dargestellt ist die
quantitative Auswertung der durchflusszytometrischen Messungen von isolierten Immunzellen aus a) dem Matrigel, b)
dem Blut, c¢) der Milz und d) dem Knochenmark ZyA- und PBS-behandelter Mause an Tag 2 nach
Matrigel/LPS-Implantation. Gezeigt ist jeweils die Gesamtzellzahl pro Matrigel, Milz, Knochenmark eines Beins und pro
Milliliter Blut. Mittels Durchflusszytometrie konnte zwischen Lymphozyten (Lz), T-Zellen (T), B-Zellen (Bz), neutrophilen
Granulozyten (NG), klassischen (KM), intermediaren (IM) und nicht-klassischen Monozyten (NKM) sowie Makrophagen
(Mg) unterschieden werden. Abgebildet sind Mittelwerte + SD; n = 9. * = p <0,05; ** =p <0,01; *** = p < 0,001
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5.6. Erhohte Hiamatopoese in ZyA-behandelten Mausen nach einem Myokardinfarkt
bzw. LPS-induzierter subkutaner Entziindung

Die vorherigen Ergebnisse zeigten, dass nach ZyA-Behandlung und folgendem Myokardinfarkt bzw.

Matrigel/LPS-Implantation die Anzahl neutrophiler Granulozyten vor allem in der Milz und im

Knochenmark erhoht waren. Wie bereits in Abschnitt 5.1.2 beschrieben, ist bekannt, dass wahrend

einer Entziindung die Himatopoese im Knochenmark verstarkt ist und mehr Immunzellen in den

Blutkreislauf entlassen werden®%,

Nach der ZyA-Behandlung konnten keine signifikanten
Unterschiede in der Anzahl von Stamm- und Vorlduferzellen detektiert werden. Daher war es von
Interesse, einen genaueren Einblick in die funktionellen Unterschiede im Knochenmark
ZyA-behandelter Mause und entsprechender Kontrollen nach Ml bzw. im Matrigel/LPS-Modell zu
erhalten. Es wurden ebenfalls zwei verschiedene Gating-Strategien genutzt, die in Kapitel 4.4.2.
ausfuhrlich erlautert und als Version 1 bzw. 2 benannt wurden. Die durchflusszytometrische
Analyse zeigte, dass Lin*-Zellen (reife Leukozyten) ZyA-behandelter Maduse sowohl nach Ml als auch
nach LPS-induzierter subkutaner Entziindung signifikant erhéht waren (Abb. 14 a)/b), links). Diese
Ergebnisse passten zu der zuvor detektierten héheren Anzahl reifer Immunzellen im Knochenmark
ZyA-behandelter M&duse nach Ml (Abb. 11 d)) und im Matrigel/LPS-Modell (Abb. 13 d)). Neben
Lin*-Zellen lagen auch Lin-Zellen in ZyA-behandelten Mausen in beiden Entziindungsmodellen
signifikant erhéht vor (Abb. 14 a)/b)). Dementgegen war die Anzahl Lin/c-Kit"/Sca-1"-Zellen nach Ml
(Abb. 14 a)) in beiden Versuchsgruppen gleich, wihrend sie im Matrigel/LPS-Modell (Abb. 14 b)) bei
ZyA-behandelten Mausen signifikant erhoht war. Weitere Unterschiede zwischen den beiden
Entzindungsmodellen zeigten sich bei der Analyse der LSK- (Lin/c-Kit*/Sca-1*) und
LK- (Lin"/c-Kit*/Sca-1") Populationen. Signifikant héher lag die LSK-Population bei ZyA-behandelten
Mausen nach MI, wahrend die LK-Population signifikant niedriger war (Abb. 14 c)). Im
Matrigel/LPS-Modell zeigte sich fiir LSK-Zellen keine Differenz zwischen ZyA-behandelten M&usen
und der Kontrollgruppe, dafiir war die LK-Population in ZyA-behandelten Mausen signifikant erhéht
(Abb. 14 d)). LK-Zellen konnten weiter in CMP (common myeloid progenitor), MEP
(megakaryocyte-erythrocyte progenitor) und GMP (granulocyte-monocyte progenitor) unterteilt
werden. Nach Ml waren CMP (p = 0,066), GMP (p = 0,181) und MEP (p = 0,175) nicht signifikant
verdndert, zeigten jedoch eine tendenzielle Zellreduktion bei Mdusen, die mit ZyA stimuliert
worden waren (Abb. 14 c)). Im Matrigel/LPS-Modell (Abb. 14d)) zeigte sich eine leichte
Verringerung fir ZyA-behandelte Mause in Bezug auf CMP (p =0,111), GMP (p = 0,072) und MEP (p
= 0,155). Auch hier ist erwdhnenswert, dass mit der zweiten Gating-Strategie dhnliche Ergebnisse
fiir LSK- und LK-Zellen sowie deren Subpopulationen erzielt wurden, die ebenfalls im Anhang zu

finden sind.
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Abb. 14: Zymosan A beeinflusst Himatopoese nach MI und Matrigel/LPS-Implantation. Gezeigt ist die quantitative
Analyse Lineage-positiver (Lineage*)- und Lineage-negativer (Lineage’)-Zellen sowie der Lin-/c-Kit//Sca-1--Population von
PBS- bzw. ZyA-behandelten M3usen an Tag 2 nach a) Ml oder b) Matrigel/LPS-Implantation. Lineage-Zellen wurden
sowohl ¢) nach Ml als auch d) im Matrigel/LPS-Modell weiter in Stammzellen (LSK) und Vorlauferzellen (LK) und diese
wiederum in CMP (common myeloid progenitor), GMP (granulocyte-monocyte progenitor) und MEP
(megakaryocyte-erythrocyte progenitor) unterteilt. Abgebildet sind Mittelwerte + SD; n=5-6. * =p <0,05; ** =p <0,01;
*** = p<0,001
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5.7. Behandlung mit Zymosan A reduziert PFC-Aufnahme in vivo

Weiterfihrend wurde die PFC-Aufnahme untersucht, weil die vorherigen Ergebnisse ein niedrigeres
¥F-Signal sowohl im Herz als auch im Matrigel und Knochenmark ZyA-behandelter Mause zeigten,
was jedoch nicht mit einer reduzierten Anzahl phagozytischer Immunzellen korrelierte. Die Zellzahl
vornehmlich neutrophiler Granulozyten war sogar tendenziell erhéht. Um zu prifen, welchen
Einfluss ein TII-Phdnotyp allein oder in Kombination mit einem zweiten Stimulus hat, wurden
unterschiedliche Versuchsreihen durchgefiihrt, bei denen sowohl vor als auch nach
Matrigel/LPS-Implantation die PFC-Aufnahme in vivo sowie ex vivo untersucht wurde. Des Weiteren

wurde der direkte Einfluss von ZyA auf die PFC-Aufnahme ex vivo betrachtet.

5.7.1. Durchflusszytometrische Analysen der PFC-Aufnahme in vivo nach
Matrigel/LPS-Implantation

Fiir diesen Versuchsteil wurden Mause mit Zymosan A oder als Kontrollgruppe mit PBS behandelt
und erhielten als zweiten Stimulus eine LPS-induzierte subkutane Entztindung (Matrigel/LPS). Einen
Tag nach Matrigel/LPS-Implantation wurden den Mausen fluoreszenzmarkierte A*¥8PFCE-PFCs i.v.
injiziert (Kapitel 4.6). Nach 2 h wurden die Mause wie in Kapitel 4.4.1. beschrieben getdtet und
Immunzellen aus dem Blut, der Milz sowie dem Knochenmark isoliert und in Bezug auf das
Fluoreszenzsignal der A*®PFCE-PFCs durchflusszytometrisch untersucht. Die quantitative Analyse
zeigte deutliche Unterschiede in Bezug auf die PFC-Aufnahme PBS- und ZyA-behandelter Mause.
Vor allem neutrophile Granulozyten (NG) und klassische Monozyten (KM) ZyA-behandelter Mause
wiesen ein signifikant reduziertes Fluoreszenzsignal sowohl im Blut als auch in der Milz und im
Knochenmark auf (Abb. 15 a)). Des Weiteren zeigte sich eine tendenziell niedrigere PFC-Aufnahme
in intermedidaren Monozyten (IM, p = 0,135) der Milz und in Makrophagen (Mg, p = 0,095) des
Knochenmarks ZyA-behandelter Mause. Lediglich intermedidare und nicht-klassische (NKM)
Monozyten des Blutes und Makrophagen der Milz zeigten keine Unterschiede zwischen den beiden
Gruppen. Auch die Stamm- und Vorlauferzellen des Knochenmarks wiesen eine reduzierte
PFC-Aufnahme nach ZyA-Behandlung auf (Abb. 15 b)). Das Fluoreszenzsignal war in
Lineage-negativen (Lin’)-Zellen sowie der Lin/c-Kit//Sca-1-, LSK- und LK-Population signifikant
reduziert. Das spiegelte sich auch in den Subpopulationen wider. GMP sowie MEP zeigten ein
signifikant niedrigeres PFC-Signal und auch fir CMP (p = 0,110) wurde ein tendenziell reduziertes

Fluoreszenzsignal detektiert.
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Abb. 15: ZyA-Behandlung fiihrt zu verringerter PFC-Aufnahme in vivo an Tag 1 nach Matrigel/LPS-Implantation.
Dargestellt ist die quantitative Auswertung der durchflusszytometrischen Messung des Fluoreszenzsignals von A488PFCs,
die PBS- und ZyA-behandelten Mausen einen Tag nach Matrigel/LPS-Implantation i.v. injiziert wurden. Das PFC-Signal
wurde a) im Blut, in der Milz und im Knochenmark fiir neutrophile Granulozyten (NG), klassische (KM), intermedidre (IM)
und nicht-klassische Monozyten (NKM) sowie Makrophagen (M¢) bestimmt. Des Weiteren erfolgte im Knochenmark die
Analyse von b) Lineage-negativen (Lin")-Zellen fur Stamm- (LSK) und Vorlduferzellen (LK), die in CMP (common myeloid
progenitor), GMP (granulocyte-monocyte progenitor) und MEP (megakaryocyte-erythrocyte progenitor) differenziert
werden konnten. Abgebildet sind Mittelwerte + SD; n=5-6. * = p <0,05; ** =p <0,01; *** =p < 0,001
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5.7.2. Reduziertes °F-Signal im Knochenmark und in der Milz nach erstem Stimulus

Um zu prifen, ob das detektierte niedrigere °F-Signal und die geringe PFC-Aufnahme
ZyA-behandelter Mause mit der Induktion des zweiten Stimulus in Zusammenhang stehen, wurde
das F-Signal in der Milz und im Knochenmark vor Induktion eines Myokardinfarkts bzw. vor
Matrigel/LPS-Implantation an Tag 0 gemessen. Daflir wurden PBS- und ZyA-behandelten Mé&usen
PFCE-PFCs an Tag -1 i.v. injiziert und das Knochenmark sowie die Milz einen Tag spater mittels
'H/F-MRT gemessen (Abb. 16). Die quantitative Analyse zeigte ein signifikant niedrigeres °F-SNR
im Knochenmark (Abb. 16 a), rechts) und ein schwicheres °F-SNR in der Milz (Abb. 16 b), rechts, p
= 0,121) ZyA-behandelter Mause. Dementsprechend scheint die ZyA-Behandlung ausreichend zu

sein, um zu einer Reduktion des °F-Signals zu fiihren.

a) Knochenmark

Knochenmark
15

PBS

Zymosan A
Zymosan A

PBS Zymosan A

Abb. 16: ZyA-Behandlung fiihrt zu reduziertem 1°F-Signal im Knochenmark und in der Milz. Dargestellt sind *H- und
IH/1°F-MRT-Aufnahmen a) des Knochenmarks (links) und b) der Milz (links; orangene Pfeile markieren die Milz) PBS- und
ZyA-behandelter Mause an Tag 0. Des Weiteren ist die quantitative Analyse des 1°F-SNR a) im Knochenmark des Femurs
(rechts) und b) in der Milz (rechts) gezeigt. a) Die Daten wurden fiir beide Hinterbeine analysiert und der Mittelwert
gebildet. Abgebildet sind Mittelwerte £ SD; n=5-7. ** =p < 0,01

5.7.3. Verringerte PFC-Aufnahme bereits nach ZyA-Behandlung

Wie im vorherigen Abschnitt beschrieben zeigte sich bereits an Tag 0 nach ZyA-Behandlung sowohl
in der Milz als auch im Knochenmark ein deutlich geringeres *F-Signal. Aufgrund dessen wurden
ebenfalls durchflusszytometrische Messungen durchgefiihrt, um die PFC-Aufnahme zellspezifisch
zu analysieren. Daflir wurden die Mause mit ZyA oder mit PBS als Kontrollen behandelt und an Tag
0 folgte die i.v. Injektion von fluoreszenzmarkierten ~*%PFCs (Kapitel 4.6). Daraufhin wurden die
Mause 2 h spater getotet und reife Immunzellen aus dem Blut, der Milz und dem Knochenmark
sowie Stamm- und Vorlauferzellen aus dem Knochenmark isoliert und das Fluoreszenzsignal der
AM8PECs in den jeweiligen Zellpopulationen mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Dabei zeigte
sich bei ZyA-behandelten Mausen sowohl im Blut als auch in der Milz und im Knochenmark ein
signifikant niedrigeres PFC-Signal fur neutrophile Granulozyten (NG) und klassische Monozyten

(KM) (Abb. 17 a)). Des Weiteren wurden in der Milz und im Knochenmark signifikant geringere
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PFC-Signale in intermedidaren Monozyten (IM) und Makrophagen (Mg) detektiert. Auch in
Stamm- und Vorladuferzellen (Abb. 17 b)) wurden deutliche Unterschiede in der PFC-Aufnahme
gemessen. Fir Lineage™-, Lin"/c-Kit/Sca-1"-, LK-Zellen und darunter die GMP-Population wurde ein
signifikant niedrigeres PFC-Signal detektiert. Auch in LSK-Zellen (p = 0,059) sowie CMP (p = 0,075)
und MEP (p = 0,064) wurden deutlich niedrigere Fluoreszenzsignale festgestellt. Diese Ergebnisse
spiegeln auch die zuvor detektieren niedrigeren °F-Signale in der Milz und im Knochenmark

ZyA-behandelter Mause wider.
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Abb. 17: Reduzierte PFC-Aufnahme nach ZyA-Behandlung. Gezeigt ist die quantitative Analyse der
durchflusszytometrischen Messung des Fluoreszenzsignals von A%88PFCs, die PBS- und ZyA-behandelten M&usen an Tag 0
i.v. injiziert wurden. Die Auswertung zeigt das A*88PFC-Signal von a) reifen phagozytischen Immunzellen im Blut, in der
Milz und im Knochenmark sowie von b) Stamm- und Vorlduferzellen des Knochenmarks. Mittels Durchflusszytometrie
konnte zwischen neutrophilen Granulozyten (NG), klassischen (KM), intermedidren (IM) und nicht-klassischen Monozyten
(NKM) sowie Makrophagen (Mg) unterschieden werden (a)). AuBerdem konnte Uber Lineage-negative (Lin’)-Zellen
zwischen Stammzellen (LSK) sowie Vorlauferzellen (LK) und deren Subpopulationen CMP (common myeloid progenitor),
GMP (granulocyte-monocyte progenitor) und MEP (megakaryocyte-erythrocyte progenitor) differenziert werden (b)).
Abgebildet sind Mittelwerte £ SD; n=7. * = p < 0,05; ** =p <0,01; ***=p< 0,001
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5.7.4. Veranderte PFC-Aufnahme nach ex vivo Behandlung mit Zymosan A

Um den direkten Einfluss von Zymosan A auf die PFC-Aufnahme zu untersuchen, wurden
Immunzellen aus dem Blut, der Milz und dem Knochenmark unbehandelter Mause isoliert und ex
vivo mit Zymosan A stimuliert. AnschlieBend wurden die mit ZyA behandelten Zellen und
entsprechende unbehandelte Kontrollen mit A*8PFCs inkubiert und daraufhin in Bezug auf ihr
Fluoreszenzsignal mittels Durchflusszytometrie analysiert. Interessanterweise zeigte sich nach der
ex vivo Stimulation mit ZyA eine tendenziell erhéhte PFC-Aufnahme (Abb. 18) in neutrophilen
Granulozyten (NG) sowohl im Blut (p = 0,165) als auch in der Milz (p = 0,122) und im Knochenmark
(p =0,089). Diese war nach in vivo Behandlung und folgender i.v. PFC-Injektion signifikant verringert
(Abb. 17 a)). Dafir war das Fluoreszenzsignal ZyA-behandelter Zellen in klassischen (KM),
intermediaren (IM) und nicht-klassischen (NKM) Monozyten des Blutes (Abb. 18 a)) signifikant
reduziert. Den gleichen Effekt konnte man auch in der Milz (Abb. 18 b)) feststellen. Dort war die
PFC-Aufnahme in klassischen Monozyten ebenfalls signifikant niedriger und fir intermediare
Monozyten (p = 0,093) sowie Makrophagen (Mg, p = 0,058) tendenziell verringert. Im Knochenmark
(Abb. 18 c)) lieR sich eine leichte Reduktion des Fluoreszenzsignals zwischen unbehandelten und
ZyA-behandelten klassischen Monozyten (p = 0,073) und Makrophagen (p = 0,129) feststellen.
Insgesamt zeigte die Analyse, dass auch die ex vivo Stimulation mit ZyA einen Einfluss auf die PFC-
Aufnahme genommen hat. Die Effekte waren jedoch schwacher ausgepragt als in den

Versuchsreihen der in vivo PFC-Aufnahme.
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Abb. 18: PFC-Aufnahme von Immunzellen nach ex vivo ZyA-Behandlung. Gezeigt ist die quantitative Analyse der
durchflusszytometrischen Messung des Fluoreszenzsignals (PFC-Aufnahme) von unbehandelten (ohne Zymosan A) und
ZyA-behandelten (mit Zymosan A) phagozytischen Immunzellen aus a) dem Blut, b) der Milz und c) dem Knochenmark
unbehandelter Mause. Phagozytische Zellen wurden in neutrophile Granulozyten (NG), klassische (KM), intermedidre (IM)
und nicht-klassische Monozyten (NKM) sowie Makrophagen (Mg) unterteilt. Abgebildet sind Mittelwerte + SD; n=5-7.
* = p <0,05; ¥** = p < 0,001
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5.8. Zellulare Aufnahme von ZyA primar durch neutrophile Granulozyten in der Milz
und durch klassische Monozyten im Knochenmark
Aufgrund der zuvor generierten Ergebnisse, die eine erhdéhte Zellzahl neutrophiler Granulozyten
und klassischer Monozyten zeigten oder auch eine verringerte PFC-Aufnahme dieser Zellen nach
Behandlung mit Zymosan A, stellte sich die Frage, welche Immunzellen primar ZyA aufnehmen.
Dafiir wurden Immunzellen aus der Milz und dem Knochenmark unbehandelter Mduse mit
fluoreszenzmarkiertem ZyA (*F%®ZzyA) ex vivo inkubiert und das Fluoreszenzsignal mittels
Durchflusszytometrie gemessen. Die durchflusszytometrische Analyse zeigte deutlich, dass weder
in der Milz noch im Knochenmark #F8ZzyA von Lymphozyten (L) aufgenommen wurde (Abb. 19
a)/b)). AuRerdem war auch die Aufnahme durch intermedidre Monozyten (IM) und Makrophagen
(Mg) sowohl in der Milz als auch im Knochenmark sehr gering. Auffallig war, dass vor allem
neutrophile Granulozyten (NG) in der Milz (50144,5 + 16388,0) ein sehr starkes Fluoreszenzsignal
aufwiesen, das sich jedoch nicht im Knochenmark (15468,6 + 7093,4) widerspiegelte. Vergleichbar
war die #88zyA-Aufnahme im Durchschnitt in klassischen Monozyten (KM). In der Milz lag das
Fluoreszenzsignal bei 36810,2 + 12113,8 und im Knochenmark bei 29112,3 + 8242,0. Insgesamt

zeigte sich, dass AF®ZyA vor allem von neutrophilen Granulozyten und klassischen Monozyten

aufgenommen wurde.
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Abb. 19: Durchflusszytometrische Analyse der AF488ZyA-Aufnahme durch Immunzellen der Milz und des Knochenmarks.
a)/b) Dargestellt ist die quantitative Auswertung des Fluoreszenzsignals von Lymphozyten (Lz), neutrophilen
Granulozyten (NG), klassischen Monozyten (KM), intermedidren Monozyten (IM) und Makrophagen (Mgy) nach ex vivo
Inkubation mit fluoreszenzmarkiertem AF88ZyA aus der Milz und dem Knochenmark. Abgebildet sind Mittelwerte + SD;
Milz: n=7 - 8; Knochenmark: n=5 - 6.

5.9. Veranderte Rezeptorexpression nach ZyA-Behandlung
Verschiedene Rezeptoren auf Zellen des angeborenen Immunsystems interagieren mit B-Glucan,
aus dem Zymosan A aufgebaut ist. Die vorangegangenen Versuche zeigten unterschiedliche

Reaktionen auf ZyA: einmal je nach Zelltyp, aber auch danach ob die Zellen aus dem Blut, der Milz
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oder dem Knochenmark untersucht wurden. Des Weiteren gibt es einige Rezeptoren, die auch an
Endozytoseprozessen beteiligt sind. Aufgrund dessen war es von Interesse zu untersuchen,
inwiefern Dectin-1, TLR2 (toll-like receptor 2), CD18 und CD36 auf den myeloiden Immunzellen des
Blutes, der Milz und des Knochenmarks vertreten sind und ob sich nach ZyA-Behandlung
Unterschiede in der Oberflaichenexpression zeigen wirden. Daflir wurden Mause wie zuvor
beschrieben zweimal mit ZyA oder als Kontrollen mit PBS behandelt. An Tag 0, vor Induktion eines
zweiten Stimulus, wurden die Mause wie in Kapitel 4.4.1. beschrieben getotet und Immunzellen
aus dem Blut, der Milz und dem Knochenmark isoliert. Anschliefend wurde die Rezeptorexpression
mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Die Analyse zeigte, dass Dectin-1 (Abb. 20 a)) im Blut vor
allem auf klassischen (KM) und intermedidren (IM) Monozyten exprimiert wurde und in
ZyA-behandelten Mausen eine signifikante Reduktion von etwa 50 % vorlag. Das gleiche Muster
zeigte sich in der Milz. Zusatzlich war dort die Expression von Dectin-1 auf Makrophagen sehr hoch
und ebenfalls nach ZyA-Behandlung signifikant reduziert. Die Expression auf klassischen und
intermedidaren Monozyten im Blut und in der Milz sowie Makrophagen in der Milz PBS-behandelter
Mause lag ungefahr doppelt so hoch wie die Expression auf allen anderen Zellpopulationen.
Neutrophile Granulozyten (NG) wiesen sowohl im Blut als auch in der Milz und im Knochenmark
keine Unterschiede zwischen PBS- und ZyA-behandelten Mausen auf. Auch fir nicht-klassische
Monozyten (NKM) im Blut sowie klassische Monozyten und Makrophagen (Mg) im Knochenmark
gab es keine Differenz in der Expression zwischen den beiden Gruppen. In Bezug auf TLR2, CD18
und CD36 konnte weder im Blut noch in der Milz oder im Knochenmark in einer der
Zellpopulationen ein Unterschied zwischen PBS- und ZyA-behandelten Mausen detektiert werden
(Abb. 20 b) - d)). TLR2 (Abb. 20 b)) war tendenziell auf klassischen Monozyten starker vertreten,
ansonsten jedoch eher homogen auf neutrophilen Granulozyten, intermedidaren sowie
nicht-klassischen Monozyten und Makrophagen verteilt. Deutlicher zeigte sich die CD36-Expression
(Abb. 20 d)) vor allem auf nicht-klassischen Monozyten im Blut, aber auch auf Makrophagen in der
Milz und im Knochenmark, wahrend CD36 auf neutrophilen Granulozyten sowie klassischen und
intermedidaren Monozyten kaum exprimiert wurde. Als vierter Rezeptor wurde die Expression von
CD18 (Abb. 20 c)) untersucht, welches mit CD11b den MAC-1-Rezeptor bildet. Die Expression von
CD18 war im Knochenmark generell niedrig und auf neutrophilen Granulozyten, klassischen
Monozyten sowie Makrophagen gleich vertreten. Auch in der Milz zeigten sich keine groRen
Unterschiede in der Expressionsstarke zwischen den Zellpopulationen, jedoch war CD18 auf
Makrophagen am starksten exprimiert. Im Blut zeigte sich die hochste CD18-Expression, sowohl fir
intermediare als auch nicht-klassische Monozyten. Zusammengefasst lasst sich sagen, dass nur
Dectin-1 aufgrund der Behandlung mit ZyA herunterreguliert wurde, wahrend alle anderen

Rezeptoren davon nicht beeinflusst waren.
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Abb. 20: Oberflachenexpression von Dectin-1, TLR2, CD18 und CD36 in PBS- und ZyA-behandelten Mausen an Tag 0.
Dargestellt sind die durchflusszytometrischen Daten der Expression von a) Dectin-1, b) TLR2, ¢) CD18 und d) CD36 auf
neutrophilen Granulozyten (NG), klassischen (KM), intermedidren (IM) und nicht-klassischen Monozyten (NKM) sowie
Makrophagen (Mg) aus dem Blut, der Milz und dem Knochenmark PBS- und ZyA-behandelter Mause. Abgebildet sind
Mittelwerte + SD; n = 6. ** = p < 0,01; *** = p < 0,001
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5.10. Neutrophile Granulozyten — Besonders beeinflusst durch Zymosan A?

In den zuvor durchgefiihrten Versuchsreihen zeigte sich nach ZyA-Behandlung vor allem eine
Veranderung (erhdhte Zellzahl) bei neutrophilen Granulozyten. Auffallig war, dass sowohl vor als
auch nach einem zweiten Stimulus die Anzahl neutrophiler Granulozyten sowohl im Blut als auch in
der Milz und im Knochenmark ZyA-behandelter Mause erhoht war. Des Weiteren war die
PFC-Aufnahme in vivo in beiden Versuchsmodellen in neutrophilen Granulozyten signifikant
reduziert, wobei sie nach ex vivo Stimulation tendenziell erhéht vorlag. Aufgrund dessen lag der

Fokus in den folgenden Versuchen vor allem auf der Analyse neutrophiler Granulozyten.

5.10.1. Ex vivo Untersuchung der Endozytoseeigenschaften

Aufgrund der vorherigen Ergebnisse der PFC-Aufnahme stellte sich die Frage, ob die in vivo
Behandlung mit Zymosan A allein oder gefolgt von einem zweiten Stimulus einen generellen
Einfluss auf die Endozytoseeigenschaften von myeloiden phagozytischen Zellen hat. Dafir erfolgte
die Immunzellisolation aus dem Knochenmark (siehe Kapitel 4.4.1.) entweder an Tag 0 vor oder an
Tag 1 nach Matrigel/LPS-Implantation als zweitem Stimulus. Es wurden einerseits die bekannten
ABBPECs eingesetzt, aber auch fluoreszenzmarkierte Escherichia coli (E. coli)- und Dextran-Partikel
(10 kDa). Uber E. coli-Partikel kdnnen die Phagozytoseeigenschaften der Zellen gepriift werden?*,
wihrend Dextran-Partikel Auskunft tiber die Pinozytose geben?. Des Weiteren wurde das fiir
neutrophile Granulozyten spezifische Peptid ,mNP“ gekoppelt an A%¥’PFCs (™NPAS47PECs) als
Aktivitatsmarker eingesetzt. Das Peptid bindet an CD177, welches bei Aktivierung neutrophiler

Granulozyten eine erhdhte Expression aufweist'?®!?’, auf der Zelloberflache.

Die Analyse der Endozytoseeigenschaften zeigte an Tag 0 sowohl fiir #¥PFCs als auch fiir E. coli und
Dextran eine signifikant niedrigere Aufnahme durch Makrophagen (Mg) nach ZyA-Behandlung
(Abb. 21 a) - ¢)). Fiir neutrophile Granulozyten (NG) und klassische Monozyten (KM) konnte an Tag
0 kein Unterschied in der Endozytose von **¥PFCs sowie Dextran zwischen den beiden
Versuchsgruppen detektiert werden (Abb. 21 a)/c)). Interessanterweise war die Phagozytose von
E. coli an Tag 0 nach ZyA-Behandlung in neutrophilen Granulozyten leicht erhéht (p = 0,247) und
bei klassischen Monozyten signifikant starker (Abb. 21 b)). An Tag 1 nach Matrigel/LPS-Implantation
wurde keine unterschiedliche Endozytose von **8PFCs, E. coli und Dextran durch neutrophile
Granulozyten, klassische Monozyten sowie Makrophagen in PBS- oder ZyA-behandelten Mausen
gemessen. Auffallig war, dass im Gegensatz zu Tag 0 an Tag 1 E. coli um das Zehnfache verstarkt
von neutrophilen Granulozyten phagozytiert wurden. Die Auswertung der Aufnahme von

mNP-AB47PECs durch neutrophile Granulozyten war an Tag 0 nach ZyA-Behandlung signifikant erhéht,
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wahrend sie an Tag 1 in beiden Versuchsgruppen gleich hoch war (Abb. 21 d)). Jedoch ist
festzuhalten, dass das Fluoreszenzsignal beider Gruppen an Tag 1 gegeniiber Tag 0 im Schnitt
verdoppelt vorlag. Demnach zeigte die Behandlung mit ZyA bereits eine Aktivierung neutrophiler
Granulozyten, die durch Induktion eines zweiten Stimulus weiter verstarkt wurde, aber letztlich

sowohl flir PBS- als auch ZyA-behandelte Mause gleich hoch war.
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Abb. 21: Untersuchung von Endozytose-Eigenschaften nach ZyA-Behandlung. Mittels Durchflusszytometrie wurde die
Aufnahme von fluoreszenzmarkierten a) PFCs (**88PFCE), b) Escherichia coli (E. coli)- und c) Dextran-Partikeln (10 kDa)
durch neutrophile Granulozyten (NG), klassische Monozyten (KM) und Makrophagen (Mg) aus dem Knochenmark nach
PBS- bzw. ZyA-Behandlung an Tag O vor bzw. Tag 1 nach Matrigel/LPS-Implantation untersucht. AuBerdem wurde Uber
das aktive Targeting mit dem neutrophilen Granulozyten spezifischen Peptid (mNP) gekoppelt an fluoreszenzmarkierte
PFCs (mnP-A647PECE) die Aktivitat neutrophiler Granulozyten bestimmt (d)). Abgebildet sind Mittelwerte + SD; n =6
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5.10.2. Funktionelle Analyse von neutrophilen Granulozyten aus dem Knochenmark

Um zu prifen, welchen Einfluss die ZyA-Behandlung allein oder in Kombination mit einem zweiten
Stimulus auf die Aktivitdt neutrophiler Granulozyten hat, wurden neben den
Endozytoseeigenschaften auch verschiedene Aktivierungsmarker (CD11b, CD62L, CD63), die
Produktion reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) sowie die Migrationseigenschaften in Richtung eines
chemotaktischen Faktors (fMLP) untersucht. Dazu wurden neutrophile Granulozyten zellspezifisch
aus dem Knochenmark an Tag 0 vor oder an Tag 1 nach Matrigel/LPS-Implantation isoliert und

analysiert.

Mittels  Ultra-Performance-Flissigkeitschromatographie konnte indirekt die Menge an
extrazelluldren reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) bestimmt werden. Dabei wird 2-Hydroxyethidium
gemessen, das bei der Oxidation von DHE durch ROS (Superoxid) entsteht. Dariiber lasst sich auf
die Menge an ROS schlieRen. Die Analyse zeigte, dass die ZyA-Behandlung keinen Effekt auf die
Bildung von ROS hatte, denn sowohl an Tag 0 als auch an Tag 1 konnte kein Unterschied zwischen
PBS- bzw. ZyA-behandelten Mausen detektiert werden (Abb. 22 a)). Jedoch lag die ROS-Produktion
in beiden Versuchsgruppen an Tag 1 im Durchschnitt ca. 14.000 nM hoher als an Tag 0. Nach
ZyA-Behandlung wurde an Tag 0 eine signifikant verstarkte Migration von neutrophilen
Granulozyten in fMLP-Richtung gemessen (Abb. 22 b)). Auch an Tag 1 zeigte sich eine leicht erhohte
Migration ZyA-behandelter Mause (p = 0,247). Mittels Durchflusszytometrie wurde ebenfalls die
Oberflachenexpression der Aktivierungsmarker gemessen. Flir CD11b (Abb. 22 c)) zeigte sich an Tag
0 eine leicht erhdhte Expression in ZyA-behandelten Mausen (p = 0,260), wahrend sie fiir CD63
(Abb. 22 d)) tendenziell niedriger war (p = 0,159). An Tag 1 konnte zwischen PBS- und
ZyA-behandelten Mausen kein Unterschied in der Oberflachenexpression von CD11b und CD63
festgestellt werden. Die CD62L-Expression (Abb. 22 e)) war an Tag 0 tendenziell niedriger nach
ZyA-Behandlung (p = 0,138) und sowohl in PBS- als auch ZyA-behandelten Mausen an Tag 1 um die

Halfte reduziert, wobei kein Unterschied zwischen den beiden Versuchsgruppen gemessen wurde.
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Abb. 22: Funktionelle Eigenschaften von neutrophilen Granulozyten aus dem Knochenmark vor und nach Induktion
eines zweiten Stimulus. Aufgefiihrt ist die Expression der Aktivierungsmarker ¢) CD11b, d) CD63 und e) CD62L sowie a)
die Produktion reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) und b) die Gesamtzellzahl migrierter neutrophiler Granulozyten in
Richtung eines Entziindungsfaktors (fMLP). Die verwendeten neutrophilen Granulozyten aus dem Knochenmark
PBS- oder ZyA-behandelter Mause wurden entweder an Tag 0 vor oder an Tag 1 nach Matrigel/LPS-Implantation isoliert.
Abgebildet sind Mittelwerte + SD; Tag0: n=6-10; Tag1l: n=6. * =p < 0,05

5.10.3. Funktionelle Eigenschaften neutrophiler Granulozyten im Matrigel

Erganzend zu den Analysen neutrophiler Granulozyten aus dem Knochenmark wurden an Tag 1
nach Matrigel/LPS-Implantation auch Immunzellen aus dem Matrigel isoliert und ebenfalls mit
ABBPECs ex vivo inkubiert sowie in Bezug auf ihre ROS-Produktion und Aktivierungsmarker (CD11b,
CD62L, CD63) untersucht. An Tag 1 liegen priméar neutrophile Granulozyten im Matrigel vor, die
nicht spezifisch isoliert wurden, sodass man jedoch davon sprechen kann, dass auch in diesem
Versuch  die  Eigenschaften neutrophiler  Granulozyten analysiert wurden. Die

durchflusszytometrischen Analysen der CD11b-Expression (Abb. 23 c)) zeigten keinen Unterschied
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zwischen ZyA- und PBS-behandelten Mausen, wahrend die CD63-Expression (Abb. 23 d)) in
ZyA-behandelten Mausen signifikant erhdéht war. Jedoch lag das CD11b-Signal insgesamt sehr hoch,
sodass davon auszugehen ist, dass sowohl neutrophile Granulozyten PBS- als auch ZyA-behandelter
Mause stark aktiviert waren. Dieses Ergebnis wiirde auch das nicht messbare CD62L-Signal (Abb. 23
e)) erklaren, das auf eine starke Aktivierung neutrophiler Granulozyten hinweist und mit einem
deutlichen Riickgang der CD62L-Expression auf der Zelloberfliche einhergeht!?®. Des Weiteren war
die A*#PFC-Aufnahme (Abb. 23 b)) und auch die ROS-Produktion (Abb. 23 a)) sowohl in PBS- als auch
ZyA-behandelten Mausen gleich hoch und zeigte in dieser Hinsicht keine funktionellen

Unterschiede infiltrierter neutrophiler Granulozyten aus dem Matrigel.
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Abb. 23: Funktionelle Eigenschaften von neutrophilen Granulozyten aus dem Matrigel an Tag 1 nach
Matrigel/LPS-Implantation. Gezeigt ist a) die Produktion reaktiver Sauerstoffspezies (ROS), b) die Aufnahme von
fluoreszenzmarkierten PFCs (A*88PFCE) sowie die Expression der Aktivierungsmarker ¢) CD11b, d) CD63 und e) CD62L von
neutrophilen Granulozyten aus dem Matrigel. Das Matrigel wurde sowohl PBS- als auch ZyA-behandelten Mausen einen
Tag nach Matrigel/LPS-Implantation entnommen und neutrophile Granulozyten wurden isoliert. Abgebildet sind
Mittelwerte £ SD; n=6-8. * = p < 0,05

71



Ergebnisse

5.11. ZyA-Behandlung erhoht die Menge an Ly6G'®"-neutrophilen Granulozyten in Milz
und Knochenmark

Neutrophile Granulozyten waren bisher insbesondere fir ihre proinflammatorische Wirkung

bekannt. Kiirzlich wurde jedoch eine bisher unbekannte Subpopulationen von neutrophilen

Granulozyten in Tiermodellen fir z.B. Krebs, Herzinfarkt, Infektionen und Erkrankungen des

120125-131 * Dijese als ,N2“ bzw. Ly6G"°" benannten

zentralen Nervensystems beschrieben
Populationen zeigten im Vergleich mit herkémmlichen neutrophilen Granulozyten eher
entziindungshemmende als -fordernde Aktivitaten. Besonders interessant war der Zusammenhang
von ZyA-Injektionen, die zu einer Entwicklung von sogenannten Ly6G"“CD14"-Zellen fiihrten und
unter anderem neuroprotektive und regenerative Eigenschaften aufwiesen?>132, Aufgrund dieser
Erkenntnisse wurden die vorliegenden Daten auch in Bezug auf die Ly6G"°*-Population untersucht.
Dazu wurden die durchflusszytometrischen Messungen der Immunzellen aus dem Blut, der Milz,
dem Knochenmark, dem Herz und dem Matrigel von PBS- und ZyA-behandelten M&usen an Tag 0
vor Induktion eines zweiten Stimulus (Abb. 24 a)) und an Tag 2 nach Myokardinfarkt (Ml) (Abb. 24
b)) bzw. Matrigel/LPS-Implantation (Abb. 24 c)) neu ausgewertet. Im Folgenden wurde der
prozentuale Anteil von Ly6G'*"-Zellen an der Gesamtheit Ly6G-positiver (Ly6G*)-Zellen, die zuvor im
Allgemeinen als neutrophile Granulozyten beschrieben wurden, ermittelt. Zunachst wurde
festgestellt, dass die alleinige ZyA-Behandlung zu einem signifikanten Ly6G'°"-Anstieg in der Milz
(14,2 + 2,6 %) und im Knochenmark (16,4 + 2,7 %) fuhrte. Im Blut zeigten sich an Tag 0 keine
Unterschiede im prozentualen Anteil von Ly6G'*"-Zellen, der mit 2,5 + 0,9 % fiir PBS-behandelte
und 2,4 £ 0,8 % fiir ZyA-behandelte Mause sehr gering war. Auffallig war, dass der prozentuale
Anteil von Ly6G""-Zellen nach Induktion eines zweiten Stimulus sowohl in PBS- als auch in
ZyA-behandelten Mausen im Blut, in der Milz und im Knochenmark deutlich anstieg. Des Weiteren
zeigte sich nur in der Milz ZyA-behandelter Mause nach MI eine signifikant erhohte
Ly6G"“-Population (24,6 + 9,7 %). Im Blut, im Knochenmark und im Herz waren die Werte zwischen
beiden Gruppen etwa gleich, wobei der prozentuale Anteil von Ly6G°¥-Zellen im Herz ungefdhr um
50 % hoher lag als im Blut und im Knochenmark. Interessanterweise zeigte sich nach
Matrigel/LPS-Implantation ein ganz anderes Ergebnis. Dort war sowohl im Matrigel als auch im
Knochenmark die Ly6G"°¥-Population in ZyA- behandelten Mausen signifikant geringer als bei
Kontrolltieren. Im Blut und in der Milz zeigten sich dagegen ebenfalls keine Unterschiede zwischen

beiden Gruppen.
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Abb. 24: Verdnderte Ly6G-Expression nach ZyA-Behandlung. Gezeigt ist die quantitative Auswertung der
durchflusszytometrischen Messung des prozentualen Anteils von Ly6G'*%-Zellen an der Gesamtheit Ly6G-positiver
(Ly6G*)-Zellen im Blut, in der Milz, im Knochenmark, im Herz sowie im Matrigel PBS- und ZyA-behandelter Mause. Die
Messungen erfolgten an a) Tag 0 vor Induktion eines zweiten Stimulus sowie an Tag 2 b) nach Induktion eines
Myokardinfarkts (Ml) bzw. c) nach LPS-induzierter subkutaner Entziindung (Matrigel/LPS). Abgebildet sind Mittelwerte +
SD; Tag 0: n =6 - 8; Ml: n = 8; Matrigel/LPS: n=9. * = p < 0,05; ** =p<0,01
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5.12. Erhoéhtes Milzgewicht nach Behandlung mit Zymosan A

Die Immunzellzahl-Analysen betreffend fiel auf, dass die Milz der mit ZyA behandelten Mause
optisch deutlich gréRer war als die Milz der PBS-behandelten Mause. Aufgrund dessen wurden die
Milzen sowohl an Tag 0 vor als auch an Tag 1 nach Matrigel/LPS-Implantation und Tag 2 nach
Induktion eines Myokardinfarkts gewogen. Sowohl ohne (Abb. 25 a)) als auch mit zweitem Stimulus
(Abb. 25 b)/c)) zeigte sich, dass die Milz ZyA-behandelter Mause signifikant schwerer war als die
der PBS-behandelten Maduse. AuBerdem nahm das Milzgewicht nach zweitem Stimulus im
Durchschnitt zu. Die Ergebnisse des Milzgewichts passen zu den vorherigen Immunzellzahlen, die
ebenfalls nach Behandlung mit ZyA anstiegen. Des Weiteren wurden histologische Untersuchungen
von Milzen PBS- und ZyA-behandelter Mause vor Induktion eines zweiten Stimulus durchgefiihrt,
um einen besseren Einblick in den strukturellen Aufbau und eventuelle Unterschiede nach
ZyA-Behandlung zu erlangen. Fir die histologischen Untersuchungen wurden die Milzen der in
Kapitel 5.7.2 beschriebenen Mause genutzt. Die Auswertung der Himatoxylin-Eosin-Farbung, (iber
die z.B. DNA sowie Zellkerne blau und Proteine des Zytoplasmas rot angefarbt werden, zeigte
keinen Unterschied zwischen den beiden Gruppen (Abb. 25 d), oben). Auch die quantitative
Auswertung des prozentualen Flachenanteils von Lymphfollikeln an der gesamten Milzflache von je
drei Schnitten PBS- bzw. ZyA-behandelter M&duse war fir beide Versuchsgruppen ungefédhr gleich
(Abb. 25 e)). Auffallig war, dass sowohl PBS- als auch ZyA-behandelte Mause eine verstarkte
Ansammlung von Erythrozyten aufwiesen, die sich durch ihren fehlenden Zellkern und die starke

Rotfarbung von der restlichen Milz abhoben (Abb. 25 d), unten).
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Abb. 25: Verandertes Milzgewicht durch ZyA-Behandlung. Abgebildet ist das Milzgewicht PBS- und ZyA-behandelter
Mause an a) Tag 0 vor Induktion eines zweiten Stimulus, b) Tag 1 nach Matrigel/LPS-Implantation und c) Tag 2 nach
Myokardinfarkt. d) AuRerdem ist beispielhaft je eine mikroskopische Ubersichtsaufnahme (aufgenommen mit 40-facher
VergroRerung) und ein Ausschnitt mit 100-facher VergroBerung von 4 um-Milzschnitten, die mit Himatoxylin und Eosin
gefarbt wurden, nach PBS- bzw. ZyA-Behandlung und PFC-Injektion an Tag O gezeigt. Die roten Pfeile zeigen auf
Lymphfollikel und die weilen Pfeile zeigen auf Erythrozyten, die sich in der Milz angesammelt haben. e) Quantitative
Auswertung des prozentualen Anteils an Lymphfollikeln an der gesamten Milzflache von je drei Milzschnitten PBS- bzw.
ZyA-behandelter Mause an Tag 0. Abgebildet sind Mittelwerte + SD; Tag 0: n = 14; Tag 1: n=7; Tag 2: n = 7 - 8; Histologie:

n=3.***=p<0,001
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5.13. Einfluss von Zymosan A auf den Verlauf und die Heilungsphase nach einem
Myokardinfarkt bzw. einer LPS-induzierten subkutanen Entziindung
In den vorherigen Versuchen wurde primdr der direkte Effekt eines zweiten Stimulus —
Myokardinfarkt oder Matrigel/LPS — nach einer vorangegangen ZyA-Behandlung untersucht und im
weiteren Verlauf hinzukommend auch, welchen Einfluss ZyA allein auf die PFC-Aufnahme und
weitere funktionelle Eigenschaften phagozytischer Zellen hat. Daher galt es zu untersuchen,
welchen Effekt der verdnderte Immunstatus auf den Verlauf des Heilungsprozesses nach einem
Myokardinfarkt oder nach einer LPS-induzierten subkutanen Entziindung hat. Dafir wurden die
Mause nicht wie zuvor zwei Tage nach Induktion des zweiten Stimulus fur durchflusszytometrische

Analysen getotet, sondern Uiber 28 Tage mittels *H-MRT untersucht.

5.13.1.ZyA-Behandlung verschlechtert die Herzfunktion nach Myokardinfarkt

Wie zuvor erldutert wurden die Mause an Tag -7 und Tag -4 mit ZyA oder mit PBS als Kontrollen
behandelt. Daraufhin erfolgte an Tag O die Induktion eines Myokardinfarkts (Ml). An Tag -7, vor
erster Injektion, wurden die basalen Herzfunktionsmessungen sowie die Ermittlung der T1- und
T2-Zeiten mittels *H-MRT durchgefiihrt. Die gleichen Messungen erfolgten ebenfalls an Tag -4 vor
sowie Tag 1, Tag 7, Tag 14, Tag 21 und Tag 28 nach M.

Im Zuge der Herzfunktionsmessungen konnten die Ejektionsfraktion (EF), das enddiastolische (EDV)
sowie endsystolische (ESV) Volumen, das Herzzeitvolumen (HZV) und die mittventrikuldre
Wanddicke wahrend der Diastole (dmi) des linken Ventrikels ermittelt werden. Die
Ejektionsfraktion bezeichnet das prozentuale Blutvolumen, welches wahrend der Systole aus dem
linken Ventrikel gepumpt wird, und wird sowohl aus dem linksventrikuldaren enddiastolischen als
auch aus dem endsystolischen Volumen berechnet. Demnach ist sie ein direktes Mal} fiir die
linksventrikuldre Funktion. Die Auswertungen der basalen (Tag -7) H-MRT-Messungen der
Transversalschnitte des linken Ventrikels zeigten eine Ejektionsfraktion von etwa 54,5 % (Abb. 26
a)). Einen Tag nach Induktion eines Ml fiel die Ejektionsfraktion auf 35,1 + 6,8 % bei Kontrolltieren
und 32,8 + 3,7 % bei ZyA-behandelten Mausen ab. Wahrend die Ejektionsfraktion der
PBS-behandelten Mause lber die Zeit fast gleichblieb und an Tag 28 nach Ml 34,2 + 8,9 % betrug,
sank sie in ZyA-behandelten Tieren auf 27,6 + 6,5 % ab. Die Unterschiede in den Gruppen wiesen
jedoch keine Signifikanz auf. Dementsprechend zeigten auch das enddiastolische (Abb. 26 b)) und
endsystolische (Abb. 26 c)) Volumen an Tag 28 nach einem Myokardinfarkt Differenzen zwischen
PBS- und ZyA-behandelten Mausen. Der Basalwert des enddiastolischen Volumens lag bei etwa

65,2 ul und fir das endsystolische Volumen bei ungefahr 29,8 ul. Sowohl das endsystolische als
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auch das enddiastolische Volumen stiegen in PBS- und ZyA-behandelten Mausen nach Induktion
eines Ml an. In der Kontrollgruppe stieg das enddiastolische Volumen von 72,2 + 7,8 ul an Tag 1 auf
92,8 £ 17,8 ul an Tag 28 nach Ml leichter an, wahrend es bei ZyA-behandelten Mausen von 72,5 +
7,8 ul an Tag 1 auf 111,3 £ 22,6 ul an Tag 28 anstieg. Daher zeigte sich an Tag 28 ein signifikanter

Unterschied zwischen dem enddiastolischen Volumen der beiden Gruppen.

Der gleiche Effekt zeigte sich bei der Analyse des endsystolischen Volumens, das in der
Kontrollgruppe von 46,9 + 6,9 ul an Tag 1 auf 62,3 + 18,7 ul an Tag 28 und in ZyA-behandelten
Mausen von 48,8 + 6,4 pl an Tag 1 auf 81,6 + 24,8 pl an Tag 28 anstieg. Auch hier ergab der
statistische Test an Tag 28 einen signifikanten Unterschied zwischen PBS- und ZyA-behandelten
Mausen. Der Unterschied zwischen den beiden Gruppen an Tag 28 nach Ml ist jeweils auch in den
'H-Aufnahmen eines beispielhaft gezeigten Transversal- und Coronalschnitts einer mit PBS- bzw.
ZyA-behandelten Maus zu sehen (Abb. 26 d)). Auf der Abbildung erkennt man, dass der linke
Ventrikel der ZyA-behandelten Maus im Gegensatz zu dem Kontrolltier tendenziell dilatierter ist,
was zu dem erhohten enddiastolischen und endsystolischen Volumen und der daraus
hervorgehenden niedrigeren Ejektionsfraktion passt. Des Weiteren wurde das Herzzeitvolumen
bestimmt, welches das aus dem Herz in den Kreislauf gepumpte Blutvolumen pro Minute angibt.
Dadurch ist es ein MaR fir die Herzleistung und berechnet sich aus dem Produkt der Herzfrequenz
sowie des Schlagvolumens. Bestimmend flir das Herzzeitvolumen sind Kontraktilitdt, Vor- und
Nachlast sowie VentrikelgroBe, Herzwanddicke und Klappenfunktion. Basal lag das
Herzzeitvolumen (Abb. 26 e)) bei ca. 16,5 ml/min und verringerte sich einen Tag nach Ml auf 11,2
+ 2,6 ml/min in Kontrollmdusen und 11,3 + 1,3 ml/min in ZyA-behandelten Mausen. Auch im
weiteren Verlauf zeigte sich in Bezug auf das Herzzeitvolumen kein signifikanter Unterschied
zwischen den beiden Gruppen. An Tag 28 nach Ml betrug es fiir PBS-behandelte Mause 12,7 £+ 1,2
ml/min und fiir ZyA-behandelte Mause 14,1 £ 1,5 ml/min.

AbschlieBend wurde die myokardiale Wanddicke der mittventrikuldren Schicht des linken
Ventrikels wahrend der Diastole bestimmt, die umso dilinner ist, je dilatierter das Herz ist. Die
Wanddicke (Abb. 26 f)) lag basal im Durchschnitt bei etwa 0,84 mm. Einen Tag nach Induktion eines
MI erhohte sich die Wanddicke sowohl fiir PBS- als auch fiir ZyA-behandelte Mause auf 0,98 £ 0,1
mm. Uber die Zeit von vier Wochen verringerte sich die Wanddicke und lag letztlich an Tag 28 fiir
Kontrolltiere bei 0,80 £ 0,06 mm und fiir ZyA-behandelte Mause bei 0,65 + 0,2 mm. Zusétzlich zu
der gesamten Wanddicke des linken Ventrikels wurde auch die regionale Wanddicke des
Infarktbereichs wahrend der Diastole an Tag 28 bestimmt. Die Analyse zeigte, dass das infarzierte,
linksventrikuldare Myokard ZyA-behandelter Mause gegeniber den Kontrolltieren signifikant

diinner war (Abb. 26 h)).
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Nach den MRT-Messungen wurden die Mause gewogen, um den Schweregrad und die
Auswirkungen des Myokardinfarkts zu beobachten. Im Durchschnitt lag das Gewicht der Mause zu
Beginn der Versuchsreihe bei 27 g (Abb. 26 g)). Auffallig war, dass die alleinige ZyA-Behandlung
bereits zu einer Gewichtsabnahme der Mduse vor Induktion eines zweiten Stimulus fiihrte. Daher
wogen die Kontrolltiere an Tag -4 27,6 + 1,7 g und ZyA-behandelte Mause 26,0 + 1,9 g. Der Effekt
des ZyA auf das Mausgewicht spiegelte sich auch an Tag 1 und 2 nach Ml wider. An Tag 2 wurde das
niedrigste Gewicht gemessen. Es lag fiir PBS-behandelte Mause bei 25,7 + 2,1 g und fir
ZyA-behandelte Mause bei 24,2 + 1,9 g. Jedoch nahmen die ZyA-behandelten Méause deutlich
besser zu und letztlich lag das Gewicht an Tag 28 signifikant erhoht gegeniiber Tag 2 bei 28,3 £ 1,8
g. Fur die Kontrollgruppe wurden an Tag 28 28,6 + 2,6 g gemessen. Insgesamt ldsst sich aus den
Ergebnissen schlieBen, dass Zymosan A zu einem groReren Infarkt flihrt und im weiteren Verlauf zu
einem dilatierten linken Ventrikel, der eine geringere Ejektionsfraktion mit sich bringt. Jedoch
waren die Tiere korperlich davon nicht beeintrachtigt und nahmen im Vergleich zu der

Kontrollgruppe sogar besser zu.
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Abb. 26: Zeitlicher Verlauf des Einflusses von Zymosan A auf die Herzfunktion und Heilung nach Myokardinfarkt (Ml).
Es wurden 'H-MRT-Messungen des Herzes an Tag -7 (basal) und Tag -4 vor Ml sowie an Tag 1, Tag 7, Tag 14, Tag 21 und
Tag 28 nach MI durchgefiihrt. In dem Zusammenhang wurde die a) Ejektionsfraktion, das b) enddiastolische und c)
endsystolische Volumen sowie das e) Herzzeitvolumen, die f) mittventrikuldre Wanddicke und die h) regionale Wanddicke
des Infarktbereichs des linken Ventrikels wahrend der Diastole an Tag 28 bestimmt. d) Gezeigt ist beispielhaft je ein
Transversal- und Coronalschnitt des Herzes von PBS- und ZyA-behandelten Mausen an Tag 28 nach MI. g) Dargestellt ist
das Gewicht PBS- und ZyA-behandelter Mause Giber den gesamten Verlauf der Versuchsreihe. Abgebildet sind Mittelwerte
+SD; Tag-7-1:n=13-15;Tag 7 bis 28: n=6. * =p < 0,05
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5.13.2. Analyse der Fibrosierung und Odembildung im Herzgewebe nach einem
Myokardinfarkt

Neben der Herzfunktion wurden wie oben beschrieben auch die T1- und T2-Zeiten mittels
sogenanntem T1- bzw. T2-Mapping ermittelt. Dabei geben verlangerte T1-Zeiten Aufschluss tGber
irreversible Schidden des Myokards wie z.B. eine Myokardfibrose!*3'3*, Verlingerte T2-Zeiten
deuten wiederum auf akute inflammatorische Prozesse hin und geben Hinweise auf ein
Myokardédem?®3>13¢ Das gesamte Myokard des linken Ventrikels wurde an Tag -7 (basal) und an
Tag -4 ausgewertet. Nach Induktion des MI wurde der Infarktbereich getrennt von dem intakten
Myokard analysiert. Die T1-Zeit lag basal bei ungefahr 494,4 ms und stieg an Tag 7 nach Ml im
Infarktbereich auf 660,5 * 107,6 ms in der Kontrollgruppe und auf 689,1 + 83,4 ms in
ZyA-behandelten Mausen an (Abb. 27 a)). Einen dhnlichen Effekt der T1-Zeiten sah man auch im
nicht-infarzierten Bereich. Der niedrige Wert an Tag 1 nach Ml kam durch das verabreichte
Gadolinium fiir die LGE-'H-MRT zustande, da Gadolinium die T1-Zeit verkirzt. Sowohl im intakten
Myokard als auch im Infarktbereich veranderten sich die T1-Zeiten kaum Uber die Zeit. Somit wurde
im Infarktbereich PBS-behandelter Mause an Tag 28 nach Ml eine T1-Zeit von 688,5 + 80,1 ms
gemessen und in ZyA-behandelten Mausen betrug die T1-Zeit 679,3 + 79,4 ms. Das gleiche Ergebnis
zeigte sich flr die T2-Zeiten, die einen Basalwert von ungefahr 22,5 ms aufwiesen (Abb. 27 b)). An
Tag 1 nach Ml erhohte sich die T2-Zeit im Infarktbereich und stieg bis Tag 7 nach Ml auf 29,8 + 2,6
ms in PBS-behandelten Mausen sowie auf 31,1 + 4,0 ms in ZyA-behandelten Mausen an. Im
weiteren Verlauf sank die T2-Zeit im Infarktbereich wieder leicht ab und lag an Tag 28 nach Ml fir
die Kontrollgruppe bei 29,1 + 1,2 ms und fiir ZyA-behandelte Mause bei 27,6 + 3,6 ms. Fir den
nicht-infarzierten Bereich konnten ebenfalls keine groRen Unterschiede nachgewiesen werden und
die T2-Zeit lag an Tag 28 fiir beide Gruppen bei etwa 26,7 ms. In Abb. 27 a) und b) sind beispielhaft
je ,basal” sowie an , Tag 7“ und ,Tag 28“ nach Ml sowohl T1- als auch T2-Maps der beiden Gruppen
dargestellt. Auch visuell erkennt man keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden

Versuchsgruppen, ebenso wenig in der quantitativen Analyse.
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Abb. 27: T1- und T2-Mapping nach ZyA-Behandlung und Verlauf nach Induktion eines Myokardinfarkts (Ml). a)/b)
Dargestellt sind beispielhaft sowohl T1- als auch T2-Maps des Herzes von PBS- und ZyA-behandelten Mausen an Tag -7
(basal) und an Tag 7 sowie Tag 28 nach MI. Rechts von den Bildern ist die Analyse der a) T1- bzw. b) T2-Zeiten gezeigt.
Diese wurden sowohl fiir das nicht-infarzierte Myokard als auch den Infarktbereich Gber finf Wochen bestimmt.
Abgebildet sind Mittelwerte + SD; T1-Mapping: n = 6; T2-Mapping: n=4 - 6.

81



Ergebnisse

5.13.2.1. Histologische Untersuchung des Herzes an Tag 28 nach Myokardinfarkt

Die angefertigten Herzschnitte von PBS- bzw. ZyA-behandelten Mausen an Tag 28 nach Ml wurden
mit WGA (grin), Kollagen | (rot) und DAPI (blau) gefarbt. WGA farbt Zuckerreste und fibrotisches
Gewebe an, wodurch der Kontrast zwischen der Infarktnarbe und dem gesunden Gewebe deutlich
dargestellt werden kann. Daher gab die histologische Untersuchung des Herzes Aufschluss tber die
GrolRe der Infarktnarbe sowie die regionale Wanddicke im Infarktbereich an Tag 28. Als Beispiel
wurde die linksventrikulare regionale Wanddicke einer PBS- und einer ZyA-behandelten Maus
bestimmt. Die Analyse zeigte flr ZyA-behandelte Mause eine deutlich schmalere Infarktnarbe, die
mit einem dinneren linken Ventrikel einherging (Abb. 28 c)) und bereits mittels *H-MRT dargestellt
werden konnte. Wie erwartet zeigte sich an Tag 28 eine starke Kollagen | (Col1Al)-Farbung,
wdahrend kein Kollagen 11l (Col3A1) detektiert werden konnte. Daher wurde in der Abbildung nur
die Ko-Farbung von DAPI/WGA/COL1A1 dargestellt (Abb. 28 a)/b)). Anhand der Col1A1-Farbung
konnte visuell kein direkter Unterschied zwischen dem Kollagennetzwerk PBS- bzw.
ZyA-behandelter Mause festgestellt werden. Entsprechend der Breite der Infarktnarbe wirkte das
Kollagennetzwerk PBS-behandelter Mdause fester und verzweigter. Mithilfe der DAPI-Farbung
konnten sowohl in PBS- als auch ZyA-behandelten Mausen intakte Kardiomyozyten neben der

Infarktnarbe detektiert werden.

Aullerdem wurden wie zuvor die Milzen auch die Herzen gewogen, bevor sie an Tag 2 nach
Myokardinfarkt (Ml) fur durchflusszytometrische Messungen verwendet bzw. an Tag 28 nach Ml
fir die histologischen Untersuchungen eingebettet wurden. An Tag 2 nach MI konnten keine
Gewichtsunterschiede zwischen den beiden Versuchsgruppen festgestellt werden (Abb. 28 d)). Im
Gegensatz dazu waren die Herzen ZyA-behandelter Mause an Tag 28 signifikant schwerer als die

Herzen der Kontrollgruppe (Abb. 28 €)).
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Abb. 28: Histologische Untersuchung und Gewicht des Herzes von PBS- bzw. ZyA-behandelten Mausen. Ko-Farbung von
DAPI (blau), WGA (griin) und Kollagen | (Col1A1; rot) an Herzschnitten von a) PBS- bzw. b) ZyA-behandelten Mausen an
Tag 28 nach MI. Oben: MIA (multiple image alignment)-Aufnahme mit 100-facher VergréRerung der WGA-Farbung eines
Herzes, das Narbengewebe und normales Gewebe zeigt. Der weille Kasten umrandet den Bereich der Infarktnarbe, der
fir die folgende 200-fache VergroRerung ausgewdhlt wurde. Unten: 200-fache VergréRerung eines mit
DAPI/WGA/Col1A1-gefarbten Herzes. Die Zellkerne sind mit DAPI (blau), das Narbengewebe sowie gesundes Gewebe mit
WGA (griin) und Kollagen | mit Col1A1 (rot) angefirbt. Jede Firbung wird einzeln und als eine Uberlagerung (Merge)
gezeigt. ¢) Quantitative Auswertung der regionalen Wanddicke im Infarktbereich eines Herzes nach PBS- bzw.
ZyA-Behandlung an Tag 28 nach MlI. d) und e) zeigen das Herzgewicht PBS- bzw. ZyA-behandelter Mause an Tag 2 sowie
Tag 28 nach MI. Abgebildet sind Mittelwerte + SD; Herz-Histologie: Tag 28: n = 1, Herzgewicht: Tag 2: n=7 - 8; Tag 28: n
=4.*=p<0,05
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5.13.3.Verlauf einer LPS-induzierten subkutanen Entziindung nach ZyA-Behandlung

Nachdem der Einfluss von Zymosan A auf die Heilungsphase nach einem Myokardinfarkt untersucht
wurde, folgte die Analyse des Verlaufs einer LPS-induzierten subkutanen Entziindung nach
ZyA-Behandlung. Um den alleinigen Effekt von ZyA zu untersuchen, wurden die T1- und T2-Zeiten
des Knochenmarks an Tag -7 (basal) und Tag -4 vor zweitem Stimulus sowie anschlieRend an Tag 2
nach Matrigel/LPS-Implantation gemessen. Daraufhin folgten die Messungen der T1- und T2-Zeiten
im Entzliindungsherd — in diesem Fall dem Matrigel — tGber vier Wochen. Nach der letzten Messung
an Tag 28 wurden die Mause getdtet und die Immunzellzahl im Matrigel mittels

Durchflusszytometrie bestimmt.

Das T1- und T2-Mapping erfolgte wie die F-MRT im Knochenmark des Femurs. Des Weiteren
wurden die T1- und T2-Zeiten im Oberschenkelmuskel bestimmt. Insgesamt gesehen zeigten sich
keine auffilligen Unterschiede zwischen PBS- und ZyA-behandelten Mausen (Abb. 29). Die basale
T1-Zeit lag im Knochenmark im Durchschnitt bei 375,2 ms und im Muskel bei 463,2 ms (Abb. 29 a),
rechts). Sowohl im Knochenmark als auch im Muskel stieg die T1-Zeit nach ZyA-Behandlung im
Gegensatz zu der Kontrollgruppe leicht an. An Tag 2 nach Induktion eines zweiten Stimulus
erreichte die T1-Zeit der beiden Gruppen wieder einen dhnlichen Wert. Fiir ZyA-behandelte Mause
betrug die T1-Zeit an Tag 2 im Knochenmark 502,7 + 196,4 ms und fiir PBS-behandelte Mause 471,8
+ 88,8 ms. Der gleiche Effekt zeigte sich auch im Oberschenkelmuskel. Fir die T2-Zeiten wurde im
Knochenmark ein Basalwert von ungefahr 22,7 ms und im Muskel von etwa 28,6 ms gemessen (Abb.
29 b), rechts). Die ZyA-Behandlung zeigte keine Wirkung auf die T2-Zeit im Knochenmark oder im
Muskel und so waren die Werte an Tag -4 dhnlich zu dem Basalwert. Anders sah es an Tag 2 nach
Matrigel/LPS-Implantation aus. Im Muskel sanken die T2-Zeiten sowohl in PBS- als auch
ZyA-behandelten Mausen leicht ab. Dagegen stieg die T2-Zeit im Knochenmark ZyA-behandelter
Mause auf 23,9 + 2,2 ms an und reduzierte sich in Kontrolltieren auf 21,4 + 1,8 ms. Insgesamt
zeigten sich jedoch keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Versuchsgruppen. Auch
die T1- bzw. T2-Maps lieRen visuell auf keine Differenzen zwischen PBS- und ZyA-behandelten

Mausen schlieRen (Abb. 29 a)/b), links).

84



Ergebnisse
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Abb. 29: Einfluss von Zymosan A und einer LPS-induzierten subkutanen Entziindung auf die T1- und T2-Zeiten des
Knochenmarks. An Tag -7 (basal) und Tag -4 vor sowie an Tag 2 nach Matrigel/LPS-Implantation erfolgte das a) T1- bzw.
b) T2-Mapping im Knochenmark des Femurs sowie im Oberschenkelmuskel PBS- und ZyA-behandelter Mause. Dargestellt
ist die quantitative Auswertung der a) T1- bzw. b) T2-Zeiten (rechts) sowie eine 'H-Aufnahme mit passender T1- bzw.
T2-Map (links) an Tag -7 (basal) und einer entsprechenden T1- bzw. T2-Map an Tag 2 nach zweitem Stimulus. Weile Pfeile
zeigen auf das Knochenmark des Femurs. WeilRe Rechtecke markieren den ausgewerteten Bereich des Muskels. Die Daten
wurden fir beide Hinterbeine analysiert und der Mittelwert gebildet. Abgebildet sind Mittelwerte + SD; n = 8.
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5.13.4.Untersuchung der Fibrosierung und Odembildung im Matrigel

Die Analysen der T1- und T2-Zeiten des Knochenmarks gaben Auskunft tiber den direkten Einfluss
von Zymosan A sowie den Einfluss von ZyA in Kombination mit einem folgenden zweiten Stimulus.
Weiterflihrend wurden die T1- und T2-Zeiten im Matrigel selbst Uber vier Wochen hinweg
gemessen, um den moglichen Einfluss von Zymosan A auf den Entziindungsverlauf zu untersuchen.
Insgesamt konnte kein signifikanter Unterschied im Entziindungsherd zwischen den beiden
Versuchsgruppen sowohl in den T1- als auch in den T2-Zeiten detektiert werden (Abb. 30 a)). Die
T2-Zeit nahm im Laufe der Wochen in beiden Gruppen leicht ab, wobei angemerkt werden muss,
dass die Probandenzahl an Tag 28 fiir ZyA-behandelte Mause nur bei zwei und in der Kontrollgruppe
bei drei lag. An Tag 2 betrug die T2-Zeit in PBS-behandelten Mausen 87,3 + 6,7 ms, wahrend sie in
ZyA-behandelten Mausen bei 83,0 + 9,0 ms lag. Nach vier Wochen waren die T2-Zeiten in beiden
Gruppen um 10 ms reduziert. Im Gegensatz dazu war die T1-Zeit an Tag 28 sowohl in PBS- als auch
ZyA-behandelten Mausen leicht erhoht. Sie stieg von 1172,2 + 354,8 ms auf 2444,0 + 630,0 ms flr
PBS-behandelte M&use und von 1538,9 + 531,1 ms auf 2114,8 + 520,2 ms fir ZyA-behandelte
Mause an. Ergdnzend zu den T1- und T2-Zeiten wurde auch die Anzahl infiltrierter Immunzellen im
Matrigel an Tag 28 bestimmt (Abb. 30 c)). Dabei zeigte sich ein dhnlicher Trend wie bei den
analysierten Matrigelen an Tag 2 nach zweitem Stimulus (Abb. 13 a)). Auch an Tag 28 war die Anzahl
neutrophiler Granulozyten (NG, p = 0,199) in ZyA-behandelten Mausen leicht erhdht. Des Weiteren
konnte auch eine tendenziell héhere Anzahl klassischer Monozyten (KM, p = 0,103) detektiert
werden, wadhrend die Makrophagenanzahl (Mg) in beiden Gruppen gleich war. Es wurden auch in
diesem Fall die Mause nach allen MRT-Messungen gewogen, wobei sich zeigte, dass die Behandlung
mit Zymosan A zu einer Gewichtsreduktion fiihrte und an Tag 2 nach Induktion eines zweiten
Stimulus das niedrigste Gewicht erreichte (Abb. 30 b)). Jedoch erholten sich die ZyA-behandelten
Mause tendenziell besser als die Kontrolltiere und das Gewicht stieg von Tag 2 (24,3 + 1,8 g) bis Tag

28 (27,5+0,7 g) an.
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Abb. 30: Analyse des Verlaufs einer LPS-induzierten subkutanen Entziindung nach ZyA-Behandlung mittels T1- und
T2-Mapping. a) Aufgefiihrt ist die quantitative Auswertung (rechts) der T1- bzw. T2-Zeiten PBS- und ZyA-behandelter
Mause an Tag 2, Tag 7, Tag 14, Tag 21 und Tag 28 nach Matrigel/LPS-Implantation. Beispielhaft ist eine H-Aufnahme des
Transversalschnitts eines Matrigels (weiler Pfeil) an Tag 28 mit der entsprechenden T1- bzw. T2-Map fir eine PBS- und
eine ZyA-behandelte Maus dargestellt. b) Gezeigt ist das Mausgewicht tUber den gesamten Verlauf der Behandlung. c)
Durchflusszytometrische Analyse der Immunzellzahlen im Matrigel an Tag 28. Detektiert wurden neutrophile
Granulozyten (NG), klassische Monozyten (KM) und Makrophagen (Mg). Abgebildet sind Mittelwerte + SD; a) n =2 - 6; b)
n=2-14;c)n=4.
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6. Diskussion

Kardiovaskuldre Erkrankungen sind die hiufigste Todesursache in Deutschland®. An erster Stelle
stehen dabei chronische ischamische Herzkrankheiten, dicht gefolgt von dem akuten
Myokardinfarkt (MI)®. Durch die verbesserte Akutversorgung, z.B. durch die perkutane
Koronarintervention (PCl), wurde die frilhe Mortalitit des Ml bereits stark reduziert**’. Jedoch
entwickelt eine nicht unerhebliche Anzahl Menschen nach Ml eine progressive Herzinsuffizienz,
deren Hintergriinde bisher noch nicht vollstindig geklart werden konnten!®, Es gibt allerdings
Hinweise, dass ein immunologisches Ungleichgewicht im angeborenen Immunsystem mit einer
verstarkten proinflammatorischen Reaktion daran beteiligt ist. Denn sowohl die GroRe des
Infarktbereichs als auch die Heilung nach einem MI werden maligeblich durch das Zusammenspiel
von Immunzellen der angeborenen Immunantwort geprigt®. In den letzten Jahren wurde deutlich,
dass neben T- und B-Zellen auch z.B. Monozyten, Makrophagen, neutrophile Granulozyten oder
natirliche Killerzellen ein immunologisches Gedachtnis ausbilden koénnen, welches auf
epigenetischen sowie metabolischen Verinderungen basiert®®. Bei Restimulation zeigen diese
Immunzellen eine langfristig verstarkte Reaktion, was als Trained innate immunity (TIl) bezeichnet
wird. Der in den Zellen ausgel6ste TlI-Phanotyp kann die Immunantwort gegen pathogene Erreger
unterstltzen, aber auf der anderen Seite die Entstehung und Progression von kardiovaskuldren
Erkrankungen férdern’®. Obwohl es aussagekriftige Hinweise und Belege dafir gibt, dass Tl die

7179 ist bisher nicht untersucht worden, welchen Einfluss Tl auf

Atherosklerose verstdrken kann
einen MI nimmt. Aufgrund dessen war es von Interesse zu untersuchen, welchen Einfluss ein
veranderter angeborener Immunstatus (Trained innate immunity) auf die Immunzellinfiltration und

die sich anschlieBende Entziindungs- und Heilungsphase nach einem Ml hat.

Zusammenfassend zeigt diese Arbeit, dass durch die intraperitoneale Injektion von Zymosan A (ZyA)
ein TII-Phdnotyp induziert werden konnte, der primar durch eine erhohte Anzahl neutrophiler
Granulozyten und klassischer Monozyten im Blut, in der Milz und im Knochenmark gepragt war.
Dieser fiihrte im Vergleich zu der PBS-behandelten Kontrollgruppe zu einem grofReren
Myokardinfarkt mit niedriger Ejektionsfraktion und zeigte im Verlauf Giber vier Wochen eine
verschlechterte Heilung. Letztere spiegelte sich in einem erhohten enddiastolischen sowie
endsystolischen Volumen und einem dilatierten linken Ventrikel mit diinner Infarktnarbe wider. Es
zeigte sich an Tag 2 nach Ml im Herz keine erhéhte Anzahl proinflammatorischer Immunzellen, die
den groBeren MI erklaren konnte. Interessanterweise konnten eine verschlechterte
Endozytosekapazitdit bzw. PFC-Aufnahme von neutrophilen Granulozyten und klassischen

Monozyten im Blut, in der Milz und im Knochenmark detektiert werden, die sich auch in einem

88



Diskussion

geringeren F-Signal im infarzierten Myokard widerspiegelten. Dies kénnte wiederum auf eine
verminderte Efferozytose durch Makrophagen hindeuten, die grundsatzlich zu einer

verschlechterten Heilung nach Ml beitragen kann.

Ein TII-Phdnotyp kann sowohl durch exogene (z.B. Bakterien, Viren, Pilze) als auch endogene (z.B.
oxLDL, Hormone, Harnsiure) Faktoren®®, aber auch durch kérperliche Bewegung®,
Erndhrungsweisen’13%14% oder Vorerkrankungen*142 gusgelést werden. Dabei werden neben
Monozyten oder Makrophagen auch neutrophile Granulozyten, natiirliche Killerzellen und
dendritische Zellen, aber auch Stroma- und Epithelzellen epigenetisch sowie metabolisch
verdndert, wodurch ein proinflammatorisch gepragter Tll-Phdnotyp entsteht®® 79143, Durch die
Vielfalt an Zellen, die ein inflammatorisches Gedachtnis ausbilden kdénnen, wird auch die
Bandbreite an klinischen Szenarien grofSer, die haufig mit Tll in Verbindung gebracht werden. Diese

beschranken sich nicht nur auf Infektionskrankheiten oder Krebs, sondern auch kardiovaskulére

)71 144,145

Erkrankungen (z.B. Atherosklerose)’!, neurodegenerative Erkrankungen oder die AbstoRung
von Organtransplantaten?*® werden im Tll-Zusammenhang untersucht. Der Einfluss eines
Tll-Phanotyps wurde bereits in verschiedenen Modellen kardiovaskuladrer Erkrankungen wie z.B.

I” oder abdominalen Aortenaneurysmen’? analysiert.

der Atherosklerose”, dem Schlaganfal
Schadliche Auswirkungen zeigten sich dabei sowohl auf die Entstehung als auch auf den Verlauf
dieser Krankheiten’. Jedoch wurde in diesem Zusammenhang haufig nur der Einfluss von bereits
bekannten Faktoren, die kardiovaskulire Erkrankungen auslésen wie z.B. oxLDL”®,

141 oder Hyperglykdamie!?, als erster Stimulus fir die Induktion eines

Hypercholesterinamie
TI-Phénotyps eingesetzt’. Eine Ausnahme stellte die Analyse der Wirkung einer BCG-Impfung auf
die Entstehung atherosklerotischer Plaques dar, um eine Verbindung zwischen
Infektionskrankheiten, die einen TlI-Phdnotyp ausldsen, und der Entwicklung von kardiovaskularen
Erkrankungen zu schaffen'¥’. Es ist bekannt, dass sich verschiedene Infektionen wie z.B. Virus- oder
Protozoeninfektionen sowie bakterielle und mykotische Infektionen auf das kardiovaskulare
System auswirken und an der Schadigungen des Herzes wie z.B. bei einer infektiosen Endokarditis
beteiligt sind®!°  Dabei ist nicht auszuschlieRen, dass der negative Effekt von
Infektionskrankheiten auf die Entstehung und Entwicklung von kardiovaskuldren Erkrankungen
durch einen TII-Phanotyp ausgeldst oder verschlechtert wird. Unter diesen Umstanden ware es von
Interesse zu erfahren, welche Immunzellen primar durch z.B. Pilzliganden stimuliert und welche
physiologischen Eigenschaften dadurch verdndert werden. Daher lag der Fokus dieser Arbeit auf

der Induktion eines TII-Phdnotyps mit Zymosan A (ZyA), einem Hefezellwandbestandteil®*°, und

dessen Bedeutung fiir die Entwicklung und Heilung nach einem Ml.
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6.1. Induktion eines TlI-Phdnotyps mit Zymosan A aus Saccharomyces cerevisiae

Die Induktion eines TII-Phanotyps wurde sowohl in vitro als auch in vivo bereits in diversen
Krankheitsmodellen mit verschiedenen Stimuli durchgefiihrt®®7411152 Hiyfig wurde B-Glucan, ein
B-D-Glucose-Polysaccharid, eingesetzt, das Uber seine B-1,3/1,6-glykosidischen-Bindungen an
verschiedene  Rezeptoren  (z.B. Dectin-1, TLR2) auf der Zelloberfliche von
Monozyten/Makrophagen, dendritischen Zellen oder neutrophilen Granulozyten binden kann und
dariiber die Zellen aktiviert®*®. Es gibt strukturell unterschiedlich aufgebaute B-Glucan-Varianten
(z.B. aus Candida albicans, Hordeum vulgare, Saccharomyces cerevisiae), die bereits genutzt
wurden, um den Effekt der TII vor allem auf Infektionskrankheiten oder Tumore zu
analysieren®838587,91,104-108,150,151 *|nteressanterweise wurden im Zusammenhang mit der

Untersuchung eines TlI-Phanotyps und dessen Einfluss auf kardiovaskulare Erkrankungen vor allem

endogene  Stimuli  (z.B.  oxLDL)”®,  Vorerkrankungen (z.B.  Hypercholesterindmie,

)141,142 )73,139,140

Hyperglykamie oder Erndhrungsweisen (z.B. high-fat diet, high salt als erster Stimulus
verwendet. Es ist bereits bekannt, dass das angeborene Immunsystem sowohl an der akuten
Entziindung als auch der Heilungsreaktion nach Ml beteiligt ist®’. Daher ist davon auszugehen, dass
die Modulation des angeborenen Immunsystems durch die Induktion eines TII-Phdnotyps sowohl
die Entziindungs- als auch Heilungsphase beeinflusst. Hinweise darauf, dass die Veranderung der
angeborenen Immunantwort eine Bedeutung fiir die Progression kardiovaskuldrer Erkrankungen
hat, kommt wie oben beschrieben durch den Einfluss von Infektionskrankheiten wie z.B. bei der
infektidsen Endokarditis'*®°. Daher wurde in dieser Arbeit der Hefezellwandbestandteil ZyA fiir
die Induktion eines TII-Phdanotyps eingesetzt und im Folgenden dessen Wirkung auf einen MI

untersucht.

Um einen TlI-Phanotyp zu induzieren, wurde den Mausen, wie bereits in mehreren anderen Studien
beschrieben, zu zwei Zeitpunkten (Tag -7 und -4) je 1 mg ZyA geldst in 100 pl PBS i.p. injiziert8:105-109,
Dabei ist zu beachten, dass ZyA wasserunloslich und dessen Molekulargewicht nur schwer zu
bestimmen ist. Daher sind gewisse Abweichungen der injizierten ZyA-Menge, die Einfluss auf die
Auspriagung der Entziindungsreaktion nehmen kdénnen, nicht auszuschlieBen!. Die
ZyA-Behandlung |6ste in der Maus eine systemische Entziindungsreaktion aus, die mittels
durchflusszytometrischer Messungen von Immunzellen aus dem Blut, der Milz und dem
Knochenmark an Tag 0 detektiert wurde (Abb. 8). Die Wirkung des Stimulus beschrénkte sich dabei
nur auf das angeborene Immunsystem und war durch eine vermehrte Immunzellzahl von
neutrophilen Granulozyten sowie klassischen Monozyten gekennzeichnet, die sich auch in einem
erhéhten Milzgewicht widerspiegelten (Abb. 25 a)). Zusatzlich zeigte die in vitro Inkubation von

Immunzellen aus dem Knochenmark und der Milz mit fluoreszenzmarkiertem ZyA (AF®ZzyA) eine
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deutliche Bindung/Aufnahme durch klassische Monozyten sowie neutrophile Granulozyten,
wahrend fir T- und B-Zellen weder Verdanderungen der Zellzahl noch eine deutliche ZyA-Aufnahme
detektiert wurden (Abb. 19). Insgesamt konnten erhdhte Zellzahlen nur bei reifen Immunzellen des
angeborenen Immunsystems gemessen werden und es kam zu keiner tiberschieRenden Reaktion
von Stamm- und Vorlauferzellen. Dies spricht dafiir, dass das angeborene Immunsystem stimuliert
wurde, es jedoch zu keiner gravierenden systemischen Reaktion kam, die den Gesamtzustand der
Maus verschlechterte (Abb. 9). Diese Ergebnisse passen zu vorherigen Studien, die ebenfalls nach
der Stimulation mit ZyA aus Saccharomyces cerevisiae bzw. Candida albicans und vor Induktion des
zweiten Stimulus erhdhte Zellzahlen von neutrophilen Granulozyten und klassischen Monozyten
sowie intermedidren und nicht-klassischen Monozyten in der Milz, im Knochenmark bzw. im Blut

detektiert haben06:108,

Fiir diese Arbeit wurde als erster Stimulus ZyA aus Saccharomyces cerevisiae eingesetzt, das zu 73
% aus sich wiederholenden unléslichen B-Glucan-Verbindungen aufgebaut ist®*%'>*, Wichtig war zu
beachten, dass ZyA in der richtigen Dosis eingesetzt wurde, um einen TlI-Phanotyp im Mausmodell
zu induzieren und nicht eine Peritonitis auszuldsen. Eine hohe intraperitoneale ZyA-Dosis (0,5 - 1,0
mg/g Korpergewicht) wird als Modell fir Multiorganversagen eingesetzt, das in Folge toxischer
oder ischamischer Parenchymschadigungen auftritt. Erste Anzeichen der Zymosan-induzierten
systemischen Entziindung (ZIGl) sind gestraubtes Fell, Durchfall, lethargisches Verhalten und eine
Reduktion des Kérpergewichts'*®. AuRerdem wurden eine schnelle und anhaltende Verringerung
der ventrikuldren kontraktilen Funktion sowie eine Verlangsamung der ventrikuldren
Erregungsleitung festgestellt'’. Insgesamt liegt die Mortalititsrate des ZIGI-Modells in den ersten
zwei Tagen bei 10 - 35 %™ All diese Faktoren wurden im Zusammenhang mit der
Versuchsdurchfiihrung in dieser Arbeit nicht festgestellt. Daher handelt es sich in der vorliegenden
Arbeit um einen induzierten TII-Phdanotyp und nicht um das ZIGI-Modell, da es neben erhdhten
Zellzahlen lediglich zu einer leichten Abnahme des Kérpergewichts kam, was jedoch zu keiner
verstarkten Mortalitatsrate fiihrte. AuBRerdem wurde eine gleichbleibende Herzfunktion gemessen,
die mittels *H-MRT an Tag -7 (basal) und Tag -4 ermittelt wurde (Abb. 26). Ein weiteres wichtiges
Kriterium fir den Nachweis, dass es sich um einen TlI-Phdnotyp handelt, sind epigenetische und
metabolische Veranderungen. Durch eine Tll-induzierte Histonacetylierung oder -methylierung
kommt es an Histon H3K4 zu einer offenen Chromatinkonformation an Promotoren und Enhancern
von proinflammatorischen Zytokinen wie TNFa, IL-6 oder IFN-y. AuRerdem sind eine erhdhte
Glykolyse und Laktatproduktion von z.B. Monozyten/Makrophagen oder neutrophilen

Granulozyten ebenfalls charakteristisch fiir den TlI-Phinotyp®.
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Zusammengefasst lasst sich aus diesen Ergebnissen folgern, dass die ZyA-Behandlung zu einem
TII-Phanotyp gefiihrt hat und aufgrund dessen weitere Versuche durchgefiihrt werden konnten.
Jedoch sollten in Zukunft fir eine vertiefte Verifizierung des TlI-Phdnotyps epigenetische und

metabolische Analysen durchgefiihrt werden.

6.2. Der TII-Phdnotyp fiihrt zu einem groReren Myokardinfarkt und einer
verschlechterten Heilung
Nachdem der TlI-Phanotyp wie oben beschrieben durch die ZyA-Behandlung induziert wurde, folgte
an Tag 0 die Induktion eines Myokardinfarkts (MI) durch eine 50-minitige Ischdmie mit
anschlieRender Reperfusion. Es wurden die InfarktgroRe sowie die Ejektionsfraktion an Tag 1 nach
MI mittels H-MRT bestimmt. Dabei zeigte sich bei ZyA-behandelten M&usen ein signifikant
groRerer Infarktbereich mit einer verschlechterten Ejektionsfraktion (Abb. 10 a)). Dieses Ergebnis
spricht dafiir, dass ZyA-behandelte Mause ein proinflammatorisch gepragtes angeborenes
Immunsystem besitzen und es dadurch direkt nach der Induktion des MI zu einer verstarkten
Entzindungsreaktion gekommen ist®”. Des Weiteren wurden (iber die Zeit von 28 Tagen
Herzfunktionsmessungen durchgefiihrt, die eine stetige Zunahme des enddiastolischen und
endsystolischen Volumens und damit einhergehend eine verschlechterte Ejektionsfraktion
ZyA-behandelter Tiere zeigten. Letztendlich konnte an Tag 28 nach Ml ein diinneres Myokard im
Infarktbereich und ein dilatierter linker Ventrikel ZyA-behandelter Mause gegeniiber
Kontrollmdusen gemessen werden (Abb. 26). Diese Ergebnisse wurden durch histologische
Untersuchungen bestatigt, die ebenfalls eine deutlich diinnere Infarktnarbe einer ZyA-behandelten

Maus zeigten (Abb. 28).

Es wurde bereits in diversen Studien beschrieben, dass eine ((berschieBende bzw.
nicht-abklingende Entziindung zu einem groReren Infarkt und dadurch zu einem nachteiligen
Umbau des linken Ventrikels fiihren kann, woraus haufig eine Herzinsuffizienz resultiert®”-158159,
Dabei tragen Monozyten, Makrophagen oder neutrophile Granulozyten zur Entstehung einer
Herzinsuffizienz bei, indem sie z.B. Fibroblasten aktivieren und aufgrund dessen die interstitielle
Myokardfibrose fordern, die ventrikuldre Dilatation durch Proteolyse der Kollagenmatrix
erleichtern (ungiinstiger linksventrikuldrer Umbau) oder intakte Kardiomyozyten durch die
Sekretion proapoptotischer Faktoren schiadigen®®®°, Auch eine defekte Efferozytose kann durch
die Erzeugung einer postapoptotischen Nekrose eine chronische sowie nicht-abklingende
Entziindung auslosen. Dies wurde bereits in Modellen der Atherosklerose oder auch dem Ml gezeigt

und fiihrte Giber die Zeit zu einer Herzinsuffizienz%%7%%, In diesem Zusammenhang lasst die diinnere
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Infarktnarbe darauf schlieen, dass der Matrixumbau durch die ZyA-Behandlung negativ beeinflusst
wurde. Jedoch konnte Uber das durchgefiihrte T1-Mapping kein genereller Unterschied in der
Fibrosierung des Myokards zwischen den beiden Versuchsgruppen detektiert werden (Abb. 27). Ein
veranderter Matrixumbau spricht ebenso fiir eine verstarkte Entziindungsreaktion, die z.B. durch
eine verminderte/eingeschrankte Efferozytose oder eine vermehrte bzw. anhaltende Ausschiittung
von Matrix-Metalloproteinasen ausgeldst werden kann. Physiologisch betrachtet beschreibt die
Efferozytose das Aufrdumen von apoptotischen Zellen durch phagozytische Zellen und ist daher
essentiell fir die Beseitigung von nekrotischen Kardiomyozyten und im weiteren Verlauf
apoptotischen neutrophilen Granulozyten durch Makrophagen im infarzierten Myokard®®°%%, Die
Apoptose von neutrophilen Granulozyten selbst fordert die Polarisation von inflammatorischen
Makrophagen in Richtung eines reparativen Phanotyps, der unter anderem durch eine gesteigerte
Efferozytose gepragt ist’®l. Das bedeutet, dass, wenn die Efferozytoseeigenschaften der
Makrophagen durch die ZyA-Behandlung gehemmt sind und/oder es zusadtzlich zu keinem
rechtzeitigen Wechsel pro- zu antiinflammatorisch gepragter neutrophiler Granulozyten kommt,
die Entzlindungsreaktion weiterhin ablauft und nicht vollstandig reguliert wird. Aufgrund dessen
wurden Immunzellen aus dem Knochenmark ZyA-behandelter Mause isoliert und in vitro mit
fluoreszenzmarkierten E. coli- und Dextran-Partikeln (10 kDa) in Bezug auf ihre Phagozytose- bzw.
Pinozytosekapazitat untersucht. Interessanterweise zeigten Makrophagen ZyA-behandelter Mause
eine signifikant reduzierte E. coli- sowie Dextran-Aufnahme (Abb. 21). Diese Ergebnisse konnten
auch auf eine verringerte Efferozytose von ZyA-behandelten Makrophagen im Myokard hindeuten.
Dementgegen waren die Endozytoseeigenschaften von Immunzellen aus dem Knochenmark nach
ZyA-Behandlung und zuséatzlichem zweiten Stimulus (Matrigel/LPS) mit PBS-behandelten Mausen
gleich und es misste weiterflihrend untersucht werden, inwiefern sich die
Endozytoseeigenschaften von isolierten Makrophagen aus dem infarzierten Herz nach
ZyA-Behandlung von den Kontrolltieren unterscheiden. AuRerdem kdnnte die Efferozytose gezielt
analysiert werden, indem isolierte Makrophagen aus dem Herz mit apoptotischen neutrophilen
Granulozyten inkubiert werden und deren Phagozytose gemessen wird. Aufgrund einer
veranderten Efferozytose, keinem Wechsel von pro- zu antiinflammatorisch gepragten
Immunzellen und einer anhaltenden Entziindungsreaktion kann es auch zu einer weiterhin
erhohten Ausschiittung von den Gelatinasen MMP-2 und -9 kommen, die unter anderem von
Makrophagen und neutrophilen Granulozyten sezerniert werden. Sowohl MMP-2 als auch -9 sind
fiir die Spaltung von Kollagen, Fibronektin, Elastin und weiteren Komponenten der extrazelluldren
Matrix verantwortlich, wodurch weitere inflammatorische Immunzellen (z.B.
Monozyten/Makrophagen, neutrophile Granulozyten) in das infarzierte Myokard rekrutiert

werden®2183, Die daraus resultierende Entziindung und Zerstérung der Basalmembranstruktur
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kann zu einem pathologischen linksventrikularen Umbau fiihren, wenn die MMPs nicht rechtzeitig
durch TIMPs (tissue inhibitors of metalloproteinases) gehemmt werden. Ein zuséatzlicher
interessanter Punkt ist, dass MMP-9 auch weitere intrazelluldre Proteine wie z.B. Annexin 1 abbaut
und dadurch die Apoptose von neutrophilen Granulozyten vermindert, wodurch die
Entziindungsreaktion verldngert wird*>163164 Festzuhalten ist, dass bereits in einem in vitro-Modell
mit  oxLDL-trainierten  und  TLR2/TLR4-Ligand-restimulierten = Makrophagen  erhohte
MMP-2/-9-Konzentrationen gemessen wurden’, die hypothetisch mit dem durch die
ZyA-Behandlung verschlechterten Matrixumbau nach einem Ml in Verbindung gebracht werden
konnen. Daher sollten in Zukunft auch die MMP-2/-9-Konzentrationen im infarzierten Myokard
analysiert werden, die ebenfalls Aufschluss liber die Entstehung einer diinneren Infarktnarbe nach

ZyA-Behandlung und Induktion eines Ml geben kdénnen.

AbschlieBend lasst sich zu diesem Versuchsteil konstatieren, dass ein durch ZyA-induzierter
Tl-Phanotyp zu einem groferen Infarktbereich und weiterflihrend zu einer verschlechterten
Heilung nach einem Ml gefiihrt hat. Aufgrund dessen war es von Interesse, das Ausmal} der
Entzindungsreaktion mittels H/F-MRT sowie die Immunzellzusammensetzung Uber

Durchflusszytometrie zu untersuchen.

6.3. Die Entziindungsbildgebung mittels 'H/*°F-MRT korreliert nicht mit der
Immunzellzahl und dem Aktivierungsstatus

Neben der H-MRT, die verwendet wurde, um die InfarktgroRe, die Herzfunktion sowie die

T1-/T2-Zeiten (Fibrosierung/Odembildung) zu bestimmen, kam die F-MRT fir die

Entzindungsbildgebung zum Einsatz. Mithilfe von Perfluorcarbon-Nanoemulsionen (PFCs) konnen

phagozytische Immunzellen wie Monozyten, Makrophagen und neutrophile Granulozyten, die in

121,165-168 Dazu

den Inflammationsherd eingewandert oder dort sessil sind, detektiert werden
wurden den Mausen einen Tag nach MI PFCs intravenos injiziert und 24 h spater konnte das
F-Signal im Herz sowie in der Leber bestimmt werden. Hier lieR sich die Hypothese aufstellen, dass
das °F-Signal ZyA-behandelter Miuse gegeniiber der Kontrollgruppe im Infarktbereich héher sein
misste, da ein groRerer Infarkt mit einer verstarkten Entziindungsreaktion (erhéhte Immunzellzahl
und/oder -aktivitdt) einherginge und dementsprechend mehr PFCs im Inflammationsherd
vorhanden waren. In vorherigen Studien konnte bereits lber das passive Targeting von
Monozyten/Makrophagen der Inflammationsherd nach Induktion eines MI sowie nach der

Auslésung einer fokalen zerebralen Ischdmie mittels °F-MRT detektiert werden'?!. Des Weiteren

korrelierte ein starkeres F-Sighal gewéhnlich mit einer erhéhten Entziindungsreaktion, die z.B. im
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Mausmodell die TransplantatabstoRung einer abdominalen Herztransplantationen visualisierte®®,

Die Analyse der H/*F-MRT-Messungen in dieser Arbeit zeigte jedoch, dass das °F-Signal
ZyA-behandelter Mause im Herz signifikant verringert war, obwohl sie einen grofleren Infarkt
aufwiesen, wahrend das Signal in der Leber fir beide Gruppen gleich stark war (Abb. 10). Die Leber

121122 'ynd durch das vergleichbare *°F-Signal

ist das Hauptorgan, in dem PFCs passiv akkumulieren
konnte ausgeschlossen werden, dass unterschiedliche PFC-Mengen injiziert wurden. Daher war
davon auszugehen, dass das niedrigere Signal im Infarktbereich nach ZyA-Behandlung mit einem
anderen Faktor zusammenhing. Ein weiterer ausschlaggebender Punkt bei der °F-MRT ist die
Immunzellzahl, die in vorherigen Studien mit der Signalstdrke korrelierte. Dabei konnte z.B. eine
verstarkte Makrophagenanzahl im Herz nach Induktion eines Ml im Schwein und in der Aorta in
einer Maus fiir abdominale Aortenaneurysmen/-dissektionen mit einem erhdhten °F-Signal in
Verbindung gebracht werden®%, Aufgrund dessen wurde die Immunzellzahl des Herzes an Tag
2 nach MI mittels Durchflusszytometrie bestimmt und zeigte vergleichbare Zellzahlen fir
Monozyten/Makrophagen in beiden Versuchsgruppen und eine leicht erh6hte Anzahl neutrophiler
Granulozyten in ZyA-behandelten Mausen (Abb. 11 a)). Folgend konnte das verringerte **F-Signal
auch nicht durch niedrigere Immunzellzahlen erklart werden. Zusatzlich wurden die
Immunzellzahlen im Blut, in der Milz und im Knochenmark untersucht, die eine erhéhte Anzahl
neutrophiler Granulozyten in ZyA-behandelten Mausen aufwiesen (Abb. 11). Vergleichbare Daten
zeigten auch Théroude et al., die zwei Tage nach Induktion einer Listeriose erhohte
Immunzellzahlen von Monozyten und neutrophilen Granulozyten im Blut sowie der Milz
ZyA-behandelter Maiuse detektierten!®. Diese Ergebnisse sprechen fiir eine verstirkte
Entzindungsreaktion und Notfallmyelopoese bzw. -granulopoese, die sich in dieser Arbeit auch in
einer gesteigerten Anzahl von Stammzellen und multipotenten Vorlauferzellen (LSK-Zellen)
widerspiegelte, wahrend die Vorlduferanzahl (LK-Zellen) niedriger war, was auf einen vorzeitigen
verstarkten Auswurf von noch unreifen Immunzellen in den Blutkreislauf hindeutet (Abb. 14 a)/c)).
Die Notfallmyelopoese bezeichnet einen Prozess, bei dem unter Stressbedingungen durch eine
verstarkte myeloische Differenzierung neue Immunzellen entstehen, die aufgrund infektidser oder
inflammatorischer Ereignisse in der Peripherie benétigt werden’®!’!, Deshalb werden auch
Populationen von Immunzellen (z.B. Monozyten, neutrophile Granulozyten) aus dem Knochenmark
und der Milz nach einer ischamischen Verletzung ins Herz rekrutiert, wo sie die Beseitigung und
Reparatur des geschadigten Myokards férdern!’?. Bezieht sich die gesteigerte Immunzellzahl auf
grundsatzlich sehr kurzlebige neutrophile Granulozyten, wird in diesem Zusammenhang von der
Notfallgranulopoese gesprochen, die wichtig ist, um die Verfligbarkeit von neutrophilen
Granulozyten fir die Einddmmung eindringender Pathogene oder Entziindungsprozesse zu

173

gewadhrleisten'’. Wahrend der Notfallgranulopoese kommt es auch nicht nur zu der Auswanderung
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reifer neutrophiler Granulozyten aus dem Knochenmark, sondern auch unreife Zellen werden in die

Zirkulation freigesetzt’.

Um zu prifen, ob sich dieser Effekt nur nach der Induktion eines TlI-Phanotyps und einem sich
anschlieRenden MI zeigt, wurde die Entziindungsbildgebung auch im Matrigel/LPS-Modell
untersucht. Es zeigte sich auch nach LPS-induzierter subkutaner Entziindung ein niedrigeres
¥F-Signal im Inflammationsherd (Matrigel) und zusatzlich im Knochenmark ZyA-behandelter Miuse
(Abb. 12), das ebenfalls nicht durch eine niedrigere Zellzahl erklart werden konnte. Im Gegenteil:
Mittels Durchflusszytometrie wurde an Tag 2 nach Induktion des zweiten Stimulus sogar eine
tendenziell erhohte Zellzahl neutrophiler Granulozyten sowohl im Matrigel als auch im

Knochenmark detektiert (Abb. 13).

Aus diesen Ergebnissen lasst sich folgern, dass das verringerte °F-Signal ZyA-behandelter M3use in
beiden Entzindungsmodellen nicht mit der Immunzellzahl korreliert und dass die Behandlung mit

ZyA offensichtlich einen Einfluss auf die PFC-Aufnahme hat.

6.3.1. Die ZyA-Behandlung reduziert die PFC-Aufnahme in vivo und resultiert in einem
verringerten °F-Signal

Aufgrund der vorherigen Ergebnisse wurden weiterflihrende Untersuchungen der PFC-Aufnahme
durchgefiihrt, da das geringe °F-Signal weder mit einer verringerten Immunzellzahl noch mit einer
niedrigeren Menge an PFCs in beiden Entziindungsmodellen nach ZyA-Behandlung in Verbindung
gebracht werden konnte. Dafiir wurde die PFC-Aufnahme in vivo sowohl ohne als auch mit zweitem
Stimulus (Matrigel/LPS) mittels H/°F-MRT und Durchflusszytometrie (berpriift. Bereits die
alleinige ZyA-Behandlung fiihrte in vivo zu einem verringerten F-Signal in der Milz und im
Knochenmark (Abb. 16). Dies wurde durch eine reduzierte PFC-Aufnahme von reifen
phagozytischen Immunzellen im Blut, in der Milz und im Knochenmark sowie von Stamm- und
Vorlauferzellen im Knochenmark bestatigt (Abb. 17). Das gleiche Ergebnis zeigte sich nach
zusatzlicher Induktion eines zweiten Stimulus in etwas abgeschwachter Form (Abb. 15). Diese
Ergebnisse sprechen fiir eine Veranderung der Endozytoseeigenschaften der Zellen durch ZyA.
Jedoch passen sie nicht zu der bisherigen Annahme, dass aktivierte bzw. proinflammatorische
Zellen eine erhdohte Phagozytosekapazitat, die essentiell fir die Entfernung von Zelldebris und

175-178  AuRerdem wurde

fortschreitend fir die Beendigung der Entziindungsreaktion ist, aufweisen
bisher beschrieben, dass die Behandlung mit B-Glucan bzw. ZyA die antibakterielle Aktivitat von
Monozyten/Makrophagen oder neutrophilen Granulozyten direkt verstarkt. Dadurch wird die
Phagozytose geférdert und mehr Zytokine, Chemokine sowie andere Entziindungsmediatoren
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werden produziert, damit der Organismus schnell von dem Pathogen befreit werden kann7:18°,
Des Weiteren wurde dargestellt, dass Antigen-prasentierende Zellen, die durch partikuldres
B-Glucan aktiviert wurden, die Phagozytose von Tumorzellen effektiver durchflihren. In klinischen
Studien wurden bereits mehrere B-Glucan-Varianten auf ihre therapeutische Wirkung bei einer

104181182 pije dabei beobachtete Antitumoreffizienz dirfte

Vielzahl von Krebsarten untersuch
zumindest teilweise auf die erhdhte Phagozytoseaktivitdt der Immunzellen zurlickzufiihren sein
und insbesondere neutrophile Granulozyten gelten als die primaren Effektorzellen der

B-Glucan-vermittelten Tumortherapiel®14,

Der genaue Mechanismus fir die Endozytose von PFCs konnte bislang nicht abschlieSend geklart
werden. Auf der einen Seite wird die Phagozytose, ein Aktin-abhangiger Mechanismus, von PFCs
durch Makrophagen beschrieben'®. Jedoch wird die Phagozytose grundsétzlich als eine Aufnahme
von grofRen Partikeln (> 0,5 um) dargestellt und die hier genutzten PFCs hatten lediglich einen

hydrodynamischen Durchmesser von etwa 150 nm?,

Auf der anderen Seite wird davon
ausgegangen, dass es sich bei der PFC-Aufnahme vor allem um einen Clathrin-abhéangigen Weg
(rezeptorvermittelte Endozytose) handelt'®. Daher ist es schwierig davon abzuleiten, ob die
niedrigere PFC-Aufnahme eventuell mit einer reduzierten Oberflaichenexpression von bestimmten
Rezeptoren im Zusammenhang steht oder eine verdnderte Aktinpolymerisation/Bewegung des
Zytoskeletts die Phagozytose beeinflusst, die durch die ZyA-Behandlung zustande gekommen ist.
Dectin-1 ist der Hauptrezeptor von B-Glucan und ist Gber den Syk-unabhangigen Weg fiir die
Phagozytose von ZyA zustandig. Primar wird Dectin-1 von Monozyten, Makrophagen und
dendritischen Zellen exprimiert'®18 aber auch auf hamatopoetischen Stamm- und Vorliuferzellen
ist es vertreten?®. Auch in dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass klassische sowie intermediare
Monozyten und Makrophagen im Blut bzw. in der Milz eine starke Oberflachenexpression von
Dectin-1 aufwiesen. Nach der ZyA-Behandlung in vivo war Dectin-1 auf diesen Zellen signifikant
geringer exprimiert (Abb. 20 a)). Das bestatigt die Relevanz von Dectin-1 als ZyA-Rezeptor und
konnte eventuell einen Zusammenhang mit der reduzierten PFC-Aufnahme darstellen. Es wurde
beschrieben, dass es sich bei der Internalisierung von l6slichem B-Glucan durch Dectin-1 auf

t®! und auch fir I8sliches

Makrophagen ebenfalls um einen Clathrin-abhangigen Weg handel
B-1,6-Glucan konnte ein Clathrin-abhingiger Mechanismus gezeigt werden'®?. Dazu ist wichtig
anzumerken, dass es sich bei ZyA um partikuldres B-Glucan handelt, das zunachst von
Peritonealmakrophagen phagozytiert und in kleinere 16sliche Partikel fragmentiert wird, die in den
Extrazellularraum freigelassen werden. Diese Fragmente diffundieren in das umgebende Gewebe
und gelangen liber die Blutkapillaren, Arteriolen oder Venolen der submesothelialen Schicht des

104,193

Peritoneums in die Zirkulation . Jedoch wiirde es in dieser Arbeit nicht die niedrige

PFC-Aufnahme durch neutrophile Granulozyten erklaren, da diese sowohl im Blut, in der Milz als
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auch im Knochenmark eine geringe Dectin-1-Expression aufwiesen, die auch nicht durch ZyA
beeinflusst wurde (Abb. 20 a)). Daher ware es moglich, dass sich nicht nur die Rezeptorexpression
auf den verschiedenen Zelltypen, sondern auch deren Mechanismus fir die PFC-Aufnahme

unterscheiden.

Insgesamt zeigen diese Ergebnisse, dass die ZyA-Behandlung die PFC-Aufnahme beeinflusst und
dadurch das °F-Signal im Entziindungsherd verringert ist. Jedoch lasst sich aus den bisherigen
Erkenntnissen nicht ableiten, durch welchen Mechanismus die PFC-Aufnahme verandert wird und

auf welchem Weg dies mit einer verschlechterten Heilung nach Ml in Verbindung steht.

6.3.2. ZyA-behandelte Makrophagen zeigen eine verringerte Endozytosekapazitit

Weiterfihrend wurde die PFC-Aufnahme auch in vitro untersucht und mit den Ergebnissen der
Endozytose von E. coli- bzw. Dextran-Partikeln verglichen, um zu prifen, ob es sich um einen
PFC-spezifischen Effekt handelt. Daflr wurden ebenfalls Immunzellen aus dem Knochenmark
isoliert und sowohl nach dem ersten als auch zweiten Stimulus (Matrigel/LPS) mit A%®PFCs
inkubiert. Die Ergebnisse der in vitro PFC-Aufnahme unterschieden sich deutlich von den
Ergebnissen der in vivo Versuche. Wie bereits bei der Phagozytose von E. coli-Partikeln und der
Pinozytose von FITC-Dextran zeigten nur Makrophagen nach ZyA-Behandlung eine verringerte
Aufnahme von A*8PFCs (Abb. 21 a)). Nach der Induktion des zweiten Stimulus war die
Partikel-Aufnahme in Makrophagen von ZyA-behandelten Mausen sogar genauso stark wie von
PBS-behandelten Tieren. Daher scheint es einen Unterschied zu machen, ob die Zellen in vitro mit
PFCs inkubiert werden oder ob die PFCs in vivo Uber den Blutkreislauf und im Gewebe
aufgenommen werden. Jedoch verstarkt dieses Ergebnis nochmals die Vermutung, dass die
Efferozytoseeigenschaften von Makrophagen durch die ZyA-Behandlung gehemmt werden und es
dadurch eventuell auch zu einer geringeren Phagozytose von Zelldebris und apoptotischen Zellen

durch Makrophagen im Infarktbereich kommt®3,

Zusatzlich zu der passiven Aufnahme wurde ein aktives Targeting von neutrophilen Granulozyten
genutzt, um deren Aktivitdt zu messen. Dafiir wurde das neutrophile Granulozyten spezifische
Peptid (mNP), das an CD177 auf der Zelloberflache bindet, welches eine erhohte Expression bei
Zellaktivierung aufweist, an PFCs gekoppelt und ebenfalls mit den Immunzellen aus dem
Knochenmark in vitro inkubiert'?6127.194 Dje Ergebnisse zeigten, dass neutrophile Granulozyten
nach alleiniger ZyA-Behandlung eine erhéhte CD177-Expression bzw. Aufnahme von ™NPA®47pECs
aufwiesen, was auf eine Aktivierung der Zellen hindeutet (Abb. 21 d)). Das spricht wiederum dafir,

dass die Endozytosekapazitdat nach der ZyA-Behandlung nicht vollstandig gehemmt ist, sondern
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rezeptorabhdngig verlauft. Die Matrigel/LPS-Implantation fiihrte sowohl in PBS- als auch in
ZyA-behandelten Mausen zu einer verstarkten Aktivierung neutrophiler Granulozyten, jedoch war
nach dem zweiten Stimulus kein Unterschied zwischen den beiden Gruppen sichtbar. Die generelle
Aktivierung neutrophiler Granulozyten nach Induktion des zweiten Stimulus zeigte sich auch bei der
Phagozytose von E. coli-Partikeln, die in beiden Gruppen deutlich erhéht war, aber ebenfalls keinen
Unterschied untereinander aufwies. Moglicherweise handelt es sich bei diesem Effekt um
sogenannte ,ermidete” Immunzellen. Dies ist ein Phdnomen, das vor allem von T-Zellen bekannt
ist, aber auch bei neutrophilen Granulozyten nachgewiesen werden konnte!®>'%%, Durch eine
anhaltende Exposition gegentliber Infektionen wahrend z.B. einer Sepsis wird die Ermidung der
T-Zellen hervorgerufen, die sich durch einen fortschreitenden Verlust der T-Effektorzellen-Funktion
auszeichnet!®. Dabei reicht die Bandbreite von vélligem Fehlen der Effektor-Funktion bis hin zu
einer veranderten Funktionalitdit zur Vorbeugung von Immunpathologien, wobei mogliche
Unterschiede zwischen Krebs und chronischen Infektionen bestehen?®®. Ein dhnlicher Effekt zeigt
sich bei neutrophilen Granulozyten im Zusammenhang mit einer Sepsis, wo diese bereits ihre
gespeicherten Granula und NETs ausgeworfen haben und dadurch auf einen erneuten Reiz weniger

stark reagieren®’-1%°,

AbschlieBend lasst sich aktuell noch nicht vollstandig erklaren, warum die Immunzellen weniger
PFCs aufnehmen und dadurch zu einem niedrigeren °F-Signal im Herz, im Matrigel oder im
Knochenmark ZyA-behandelter Mause nach zweitem Stimulus fihren. Daher ware es sinnvoll, in
Zukunft die Endozytoseeigenschaften nach Ml in vivo zu untersuchen und das Augenmerk auf

infiltrierte Immunzellen im infarzierten Myokard zu richten.

6.4. Weiterfilhrende funktionelle Analysen geben einen Einblick in das
Aktivitaitsmuster ZyA-behandelter neutrophiler Granulozyten
Neutrophile Granulozyten reagieren als erste Abwehr sowohl auf PAMPs (z.B. LPS)?*® als auch auf
DAMPs (z.B. oxLDL)*®* und erfiillen daher eine wichtige Funktion bei der inflammatorischen
Immunreaktion. Essentielle Aufgaben der neutrophilen Granulozyten bei der Bekampfung von
Pathogenen und ihrer Wirkung bei inflammatorischen Prozessen sind die Degranulation,
Phagozytose, Apoptose, Freisetzung von ROS und die Bildung von NETs?°2, Ein weiterer wichtiger
Punkt ist die Leukodiapedese, die es den neutrophilen Granulozyten ermdéglicht, in das
inflammatorische Gewebe zu infiltrieren?®. Daraus resultiert, dass bereits in verschiedenen
Krankheitsmodellen eine erhohte Anzahl neutrophiler Granulozyten detektiert wurde, die eine

verstarkte Aktivierung aufweisen und sich durch eine gesteigerte Zytokin- und
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Chemokinausschiittung sowie ROS-Produktion charakterisieren lassen?%*. Auch im Zusammenhang
mit der TIl erhielten neutrophile Granulozyten bereits viel Aufmerksamkeit und wurden vor allem
positiv in Bezug auf die Bekampfung von Infektionskrankheiten und Tumoren angesehen, wahrend

sie den Gewebeschaden bei kardiometabolischen oder entziindlichen Erkrankungen verstirkten?®.

Um herauszufinden, welche funktionellen Verdanderungen durch ZyA hervorgerufen werden,
wurden neutrophile Granulozyten tiefergehend analysiert. Dazu wurden neutrophile Granulozyten
nach der ZyA-Behandlung an Tag O oder an Tag 1 nach einem zusatzlichen zweiten Stimulus
(Matrigel/LPS) aus dem Knochenmark sowie Matrigel isoliert und in Bezug auf die
Oberflachenexpression von Aktivierungsmarkern (CD11b, CD63, CD62L), ihre ROS-Produktion und
Migrationseigenschaften untersucht. Die alleinige ZyA-Behandlung fiihrte dabei zu keiner
Aktivierung von neutrophilen Granulozyten im Knochenmark (Abb. 22), die durch eine hohere
ROS-Produktion oder verstarkte Expression der Aktivierungsmarker gekennzeichnet gewesen
wire84128:200.206 | adiglich die Anzahl migrierter neutrophiler Granulozyten war signifikant erhéht
(Abb. 22 b)) und passte zu den vorherigen Daten dieser Arbeit, die eine tendenziell vermehrte
Zellzahl im Inflammationsherd ZyA-behandelter Mause gezeigt haben und fir eine verstarkte
Entziindungsreaktion sprechen?®2%7, Des Weiteren konnte nach der Induktion eines TII-Phanotyps
keine erhohte ROS-Produktion detektiert werden, die ansonsten haufig mit TIl in Verbindung

84,205 Gefolgt von dem zweiten Stimulus kam es sowohl in PBS- als auch

gebracht wurde
ZyA-behandelten Mausen zu einer verstarkten ROS-Produktion durch neutrophile Granulozyten aus
dem Knochenmark. Diese war in beiden Gruppen gleich stark, aber spricht fiir eine Aktivierung der
Zellen durch LPS*®, Die Aktivierung konnte auch anhand der erhéhten CD11b-Expression und der
verringerten CD62L-Expression festgestellt werden. Neutrophile Granulozyten aus dem Matrigel
zeigten ebenfalls eine starke Aktivierung, die durch ein nicht-detektierbares CD62L-Signal und eine
sehr starke CD11b-Expression gekennzeichnet war, sich aber nicht zwischen den beiden
Versuchsgruppen unterschieden hat (Abb. 23). Nur die CD63-Expression war flir ZyA-behandelte
Mause im Matrigel hoher und deutet zum einen auf eine etwas verstarkte Aktivierung neutrophiler
Granulozyten hin'¥ und kénnte zum anderen ein Marker fiir apoptotische Zellen sein, wie bereits

in einer Studie mit humanen neutrophilen Granulozyten gezeigt wurde?®,

Zusammengefasst konnte anhand dieser Ergebnisse nicht direkt auf eine Aktivierung von
neutrophilen Granulozyten durch ZyA geschlossen werden, obwohl die verstirkte Migration
ZyA-behandelter Zellen, die erhéhte CD177-Expression und der verschlechterte Myokardumbau
darauf hindeuten. In Zukunft missen die Untersuchungen mit einem Ml als zweiten Stimulus
wiederholt werden. Dabei sollte der Fokus vor allem auf den eingewanderten Immunzellen im

Infarktbereich liegen, um deren mechanistischen Einfluss auf den Myokardumbau zu analysieren.
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6.5. Ausblick

Die wichtigste Erkenntnis dieser Arbeit ist, dass ein durch Zymosan A (Saccharomyces cerevisiae)
induzierter TlI-Phanotyp zu einem groReren Myokardinfarkt und folgend zu einer verschlechterten
Heilung des linken Ventrikels fihrt. Dies wiirde im Menschen mit einem gesteigerten Risiko fir eine
daraus resultierende Herzinsuffizienz einhergehen. Wie bereits erwahnt, wurden bisher vor allem
Vorerkrankungen, Ernahrungsweisen oder DAMPs als TII-Stimulus verwendet, um deren Einfluss
auf die Entwicklung von kardiovaskularen Erkrankungen zu untersuchen’79139-142 Dje eingesetzten
Stimuli sind dabei schon als Risikofaktoren fiir die Entstehung kardiovaskuldrer Erkrankungen
bekannt. Daher ist es besonders interessant und wichtig zu sehen, dass ein Zellwandbestandteil
eines Hefepilzes — reprasentativ fir eine Infektion — ebenfalls durch die Induktion eines

TIl-Phanotyps einen negativen Einfluss auf die Entwicklung und den Heilungsverlauf eines Ml hat.

Weiterfihrend muss geklart werden, welche Immunzellen fir den verschlechterten
Heilungsprozess verantwortlich sind, wobei hier der Fokus vor allem auf Makrophagen und
neutrophile Granulozyten gerichtet werden sollte. Folgend miussen die
Immunzellzusammensetzung im Herz sowie deren funktionelle Eigenschaften, wie z.B. die
Efferozytose-/Endozytosekapazitdt oder Zytokin- und Chemokinproduktion, sowohl vor als auch
nach dem zweiten Stimulus tiefergehend analysiert werden. Des Weiteren ware es von Interesse
zu untersuchen, inwiefern z.B. Subpopulationen von neutrophilen Granulozyten an den
nachteiligen Prozessen beteiligt sind, da verschiedene Studien bereits zuvor zeigten, dass
Untergruppen von neutrophilen Granulozyten diverse phanotypische (z.B. ringférmige oder
segmentierte Zellkerne, unterschiedliche Ly6G- oder CD14-Expression) und funktionelle (z.B.
gewebeverletzende/-reparierende oder pro-/antikarzinogene) Eigenschaften in Bezug auf den
Ausbruch und das Fortschreiten von Krankheiten aufweisen?'®. Single-Cell RNA-Sequenzierungen
konnen dabei Aufschluss lber epigenetische Verdnderungen geben, die einen Einfluss auf die
funktionellen Eigenschaften der Immunzellen haben. Besonders interessant sind die im
Zusammenhang mit einer intraokularen Zymosan-Injektion und Schadigung des Sehnervs
detektierten Ly6G'" neutrophilen Granulozyten. Diese Subpopulation wies im Gegensatz zu reifen
neutrophilen Granulozyten proregenerative und neuroprotektive Eigenschaften auf, die sich jedoch

erst nach der Durchquerung der Blut-Augen-Schranke entwickelten!?,

Es ist unklar, ob die
Differenzierung der funktionellen Eigenschaften durch gewebeeigene Faktoren beeinflusst wird
und sich die Diversitat der Subpopulationen dadurch noch vergréBert?'. Jedoch ist festzuhalten,
dass die genauere Analyse der neutrophilen Granulozyten im Infarktbereich dazu beitragen kénnte,
dass eine Moglichkeit der Hemmung des proinflammatorischen Phanotyps erreicht wird oder die

Zellen am Ort der Entziindung funktionell stimuliert werden, um einen antiinflammatorischen
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Subtyp zu bilden. Es werden bereits Mechanismen untersucht, um TIl auf der einen Seite in Bezug
auf die Bekampfung von Infektionskrankheiten oder Krebs zu férdern und auf der anderen Seite bei
kardiovaskulidren Erkrankungen zu hemmen?'!. Hierbei muss darauf geachtet werden, dass das
Gleichgewicht zwischen Inflammation und Gewebereparatur, welches unter anderem durch
neutrophile Granulozyten aufrechterhalten wird, nicht komplett zerstért wird, da neutrophile
Granulozyten sowohl niitzliche als auch schidliche Wirkungen ausiiben?®*. Deswegen ist es wichtig
zu wissen, an welcher Stelle der TII-Phdnotyp im Zusammenhang mit einem Myokardinfarkt
inhibiert werden kann, um erstens die Auswirkungen der TIl auf die Entstehung eines Ml zu
minimieren und zweitens die Heilung nach einem Ml sogar zu férdern. Von Interesse kdnnte ein
theranostisches Verfahren sein, bei dem z.B. sogenannte Resolvine mithilfe von PFCs zielgerichtet
an z.B. neutrophile Granulozyten gesteuert werden, die dabei mittels *H/*°F-MRT detektiert werden
kénnen. Resolvine sind potente Lipidmediatoren, die einerseits die proinflammatorische Aktivitat
von z.B. neutrophilen Granulozyten und Makrophagen (Zytokinfreisetzung, ROS-Produktion,
Migration) verringern und andererseits die Apoptose, Efferozytose und Differenzierung von
Monozyten in M2-Makrophagen, die damit einhergehend den Ubergang zur Auflésungs- und

Heilungsphase férdern, begiinstigen®!2.
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9.

MRT-Messparameter

9.1.

e

Auflistung der fiir Herz, Knochenmark und Matrigel eingesetzten 'H- und 1°F-MRT- sow

T1- und T2-Mapping-Messparameter

Erganzende Tabelle 1

main fo pjayf = NO4

sabp.iaap Jo 1aquinu = "8y JO N

oY23-1NA = IN

a/bupn diff =0 awyy uonysinbap = v suonadai fo saquinu = *day Jo N JUBWEIUDYUS UOIIDXD[S] Y3im U0i3ISInbap pidby = IYvY
SSAUNIIYF SIS = HL a3 uonzadal = Y| auy oyre = 31 J0ys 3(6un Moy 3504 = HSY 14
'SiuyYa1azIaAsunzimyqy
.08T [43 T 9 X9 9'GZ X 9’57 [ 39507 VW TT 00s¢ 96¢ T 89€Y EELA ] 19811e 4,
.08T ZE T 9 X9 0¥ X 9'sZ 235 Qg U TZ 0os¢ 9s¢ T 89€Y Juvy Jlewuayaouy 4,
.08T 43 T 79 X 9 0E X0t 235 oz Ul TT 0o0s¢ 95¢ T 89€Y7 Jvd ZIBH dg;
.08T / T 8CT XBZT | 96T X9'ST 235 9T UlW ¢ 00S ¥ T 9SE'E ElL 198ten Z1L
.EET / T BCT XBLT 0t X 9'sZ Jasgulw g 00s 4 T 95€‘E ELY Jewuaydouy Z1
oLLT / i’ BCT XBLT 0€ X0 23S 9T Ul ¢ 00s i T 95€'E Jn ZI3H Z1
oFT T 486G "o / T 9GZ X967 | 96T X9’ 23S9T U T g's 1 001 2971 HSY1d4 1981e N TL
oFT WTT 48 .S ‘sT / T 9687 X 95T Ot X 96T 235 pg UM Z 91T 1 001 97T HSY14 }dewuaydouy 1L
ST TT .8 .5 52 / i 95T X 95¢ 0€ X OE WS YT UM T 8's T 00T 797’7 HSV14 ZIBH TL
08T 9T L 957 X 95¢ 9'sz x9'se VS QP Ul 7 00Ss¢ 4 T SEP'Y Jdvd 128uen H;
08T 9t T 98¢ X 95¢ ot x 9'sz 29s g ulw z ooot < T 89€'Y EL A jewusyoouy H,
oCT / T 98¢ X 95¢C 0EX0¢E SIS gquUIT 8's T 0sT [4:TaN HSVY1d ZI19H H,
D 101e4 3¥vY | [ww] HL [ xmew | [uw] AOH | [sw] ¥l |3y jo N | "day jo N | [sw] 3L | zuenbag ueas

115



Anhang

9.2. Gating-Strategien fiir Immunzellen aus Milz, Knochenmark, Herz und Matrigel
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Erginzende Abb. 1: Gating-Strategien fiir Inmunzellen aus der Milz. Uber den Side (SSC-A) und Forward Scatter (FSC-A)
werden zundchst die gewtinschten Zellen allgemein ausgewahlt. Daraus werden die lebenden Zellen (DAPI-) mithilfe einer
DAPI-Farbung bestimmt. Mithilfe von CD45-PerCP/Cy5.5 werden Leukozyten und daraus (iber CD11b-APC myeloide
Zellen (CD11b*) und Lymphozyten (CD11b") differenziert. Aus den myeloiden Zellen werden Uber Ly6G-PE neutrophile
Granulozyten (Ly6G*) und Ly6G-negative (Ly6G-)-Zellen unterschieden. Ly6G™-Zellen kénnen weiter Gber Ly6C-APC/Cy7 in
klassische (KM) sowie intermedidre Monozyten (IM) und Makrophagen (Mgy) unterteilt werden. Lymphozyten werden
Uber CD3-PE/Cy7 und B220-APC/Cy7 in T- und B-Zellen differenziert.

116



Anhang

Knochenmark
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Ergidnzende Abb. 2: Gating-Strategien fiir Inmunzellen aus dem Knochenmark. Uber den Side (SSC-A) und Forward
Scatter (FSC-A) werden zunachst die gewlinschten Zellen allgemein ausgewahlt. Daraus werden die lebenden Zellen
(DAPI") mithilfe einer DAPI-Farbung bestimmt. Mithilfe von CD45-PerCP/Cy5.5 werden Leukozyten und daraus tber
CD11b-APC myeloide Zellen (CD11b*) und Lymphozyten (CD11b") differenziert. Aus den myeloiden Zellen werden lber
Ly6G-PE neutrophile Granulozyten (Ly6G*) und Ly6G-negative (Ly6G')-Zellen unterschieden. Ly6G-Zellen kdnnen weiter
Uber Ly6C-APC/Cy7 in klassische Monozyten (KM) sowie Makrophagen (M) unterteilt werden. Lymphozyten werden
Uber CD3-PE/Cy7 und B220-APC/Cy7 in T- und B-Zellen differenziert.
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Erginzende Abb. 3: Gating-Strategien fiir Inmunzellen aus dem Herz. Uber den Side (SSC-A) und Forward Scatter (FSC-A)
werden zundchst die gewlinschten Zellen allgemein ausgewahlt. Daraus werden die lebenden Zellen (DAPI-) mithilfe einer
DAPI-Firbung bestimmt. Mithilfe von CD45-PerCP/Cy5.5 werden Leukozyten und daraus lber CD11b-APC myeloide
Zellen (CD11b*) und Lymphozyten (CD11b") differenziert. Aus den myeloiden Zellen werden tber Ly6G-PE neutrophile
Granulozyten (Ly6G*) und Ly6G-negative (Ly6G-)-Zellen unterschieden. Ly6G--Zellen kénnen weiter Gber Ly6C-APC/Cy7 in
klassische (KM) sowie intermedidre Monozyten (IM) und Makrophagen (Mgy) unterteilt werden. Aus den Lymphozyten
werden Uber CD3-PE/Cy7 und B220-APC/Cy7 T-Zellen bestimmt.
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Matrigel
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Ergidnzende Abb. 4: Gating-Strategie fiir Inmunzellen aus dem Matrigel. Uber den Side (SSC-A) und Forward Scatter
(FSC-A) werden zunachst die gewiinschten Zellen allgemein ausgewdhlt. Daraus werden die lebenden Zellen (DAPI)
mithilfe einer DAPI-Farbung bestimmt. Mithilfe von CD45-PerCP/Cy5.5 werden Leukozyten und daraus tiber CD11b-APC
myeloide Zellen (CD11b*) und Lymphozyten (CD11b") differenziert. Aus den myeloiden Zellen werden lber Ly6G-PE
neutrophile Granulozyten (Ly6G*) und Ly6G-negative (Ly6G-)-Zellen unterschieden. Ly6G-Zellen kdnnen weiter Gber
Ly6C-APC/Cy7 in klassische (KM) und Makrophagen (Mg) unterteilt werden.

119



Anhang

9.3.

Gesamtzellzahl

b)

Gesamtzellzahl

Gesamtzellzahl

5.0x10°

5.0x105

1.5x10°¢;

1.0x10°8;

5.0x10°

Ergebnisse der zweiten Gating-Strategie fiir Stamm- und Vorldauferzellen nach
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Erganzende Abb. 5: Einfluss von ZyA auf die Himatopoese im Knochenmark. Gezeigt ist die quantitative Analyse der
LSK-Population (Stammzellen) und LK-Population (Vorlduferzellen), die weiter in CMP (common myeloid progenitor), GMP
(granulocyte-monocyte progenitor) sowie MEP (megakaryocyte-erythrocyte progenitor) und in die undefinierte
Population der CD34/CD16/32*-Zellen mithilfe des zweiten Gating-Schemas (Version 2) unterteilt wurde. Die
Differenzierung der Stamm- und Vorlduferzellen erfolgte an a) Tag 0 nach alleiniger ZyA- bzw. PBS-Behandlung sowie an
Tag 2 nach zweitem Stimulus: b) Myokardinfarkt oder c) Matrigel/LPS-Implantation. Abgebildet sind Mittelwerte * SD;
a)/b)n=6,c)n=5.*=p<0,05 **=p<0,01; *** =p< 0,001
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9.4.

a) Herz

Gating-Strategie fiir Ly6G'°¥-Zellen aus dem Herz und dem Matrigel
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b) Matrigel
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Erginzende Abb. 6: Gating-Strategie fiir Ly6G'*¥-Zellen aus a) dem Herz und b) dem Matrigel. Uber den Side (SSC-A) und
Forward Scatter (FSC-A) werden zundchst die gewiinschten Zellen allgemein ausgewahlt. Daraus werden die lebenden
Zellen (DAPI-) mithilfe einer DAPI-Farbung bestimmt. Mithilfe von CD45-PerCP/Cy5.5 werden Leukozyten und daraus liber
CD11b-APC und Ly6G-PE myeloide Zellen (CD11b*) und neutrophile Granulozyten (Ly6G*) differenziert. Die Ly6G*-Zellen
kénnen anschlieBend in zwei Subpopulationen unterteilt werden: Ly6G'ow und Ly6Ghigh,
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