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1 Zusammenfassung

Einleitung: Typ 17 Helfer T (Th1l7) Zellen produzieren das proinflammatorische
Zytokin  Interleukin  (IL)-17. Regulatorische  T-Zellen  (Treg), welche
antiinflammatorische Zytokine wie ,transforming growth factor beta (TGFp) und
Interleukin (IL)-10 sezernieren, sind in der Lage Thl7-Zellen zu inhibieren. Ein
Ungleichgewicht des Verhéltnisses zwischen Th17- und Treg-Zellen (Thl7/Treg-
Ratio) in Richtung der Th17-Zellpopulation ist in die Pathogenese der Destabilisierung
einer atherosklerotischen Plaque und damit des akuten Koronarsyndroms (ACS)
involviert. Daten bezlglich einer Auswirkung der Verschiebung des Thl7/Treg
Gleichgewichts in infarktbedingten kardiogenen Schock (CS) existieren nicht. Das Ziel
dieser Studie ist es, die Rolle der Th17/Treg-Ratio bei Patienten im infarktbedingten

kardiogenen Schock zu evaluieren.

Methoden: In dieser monozentrischen Beobachtungsstudie wurden Blutproben von
altersentsprechenden gesunden Kontrollen (healthy controls,HC, n = 20), von
Patienten mit unkompliziertem akutem Myokardinfarkt (AMI, n = 20), von Patienten mit
infarktbedingtem kardiogenen Schock, die zumindest 28 Tage Uberlebten (cardiogenic
shocksurvivors, CS-S, n = 20), und von nichtiberlebende Patienten im kardiogenem
Schock (cardiogenic shock, non-survivors, CS-NS, n = 20) analysiert. Zirkulierende
Th17-Zellen und Treg-Zellen, sowie ihre intrazellularen Zytokinexpressionen, wurden
mittels Durchflusszytometrie gemessen. Die Konzentrationen der zirkulierenden Th17-
assoziierten proinflammatorischenzZytokine, IL-6 und IL-17, und der Treg assoziierten
antiinflammatorischen Zytokine, TGFp und IL-10, wurden anhand ,enzyme linked

immunosorbent assay” (ELISA) bestimmt.

Ergebnisse: In Abhangigkeit des Kklinischen Schweregrades eines akuten
Myokardinfarktes hatten Patienten im infarktbedingten kardiogenen Schock, welche
nicht Gberlebten (CS-NS), die héchste Anzahl an Th17-Zellen (p < 0.001) und die
niedrigste Anzahl an Treg-Zellen (p < 0.001), was eine Verschiebung der Th17/Treg-
Ratio in Richtung einer proinflammatorischen Th17-Antwort zur Folge hatte (p <
0.001). Die Veranderung dieser T-Zellpopulationen ermdglicht die Etablierung eines
proinflammatorischen Zytokinmilieus mit erhéhter Sekretion von IL-6 (p < 0.001) und
IL-17 (p < 0.001) und eine Reduktion antiinflammatorischer Zyokine wie TGFB (p <
0.001) und IL-10 (p = 0.057).
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Schlussfolgerung: Bei Patienten im infarktbedingten kardiogenen Schock kénnte
eine Th17/Treg-Ratio zugunsten einer Thl7-Antwort einen weiteren Parameter fur
eine ungunstige Prognose darstellen und ihre Modulationen ein neuer Therapieansatz
in der Behandlung des kardiogenne Schocks sein. Hierzu bedarf es weiterer klinischer

Studien mit groReren Fallzahlen.
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Summary

Introduction: Type 17 helper T (Th17) cells producing the pro-inflammatory signature
cytokine interleukin (IL)-17 are conterregulated by regulatory T cells (Treg) producing
anti-inflammatory cytokines like transforming growth factor (TGF)- and interleukin-
(IL)-10. An imbalance of the Th17/Treg ratio towards Th17 cell subset was shown to
be involved in plaque destabilization and acute coronary syndrome (ACS), while no
data exist in cardiogenic shock (CS). The objective of this study was to evaluate the
role of Th17/Treg and their related cytokines in complicated ACS. Uncomplicated acute
myocardial infarction (AMI) and infarction-related cardiogenic shock (CS) were

compared with healthy controls.

Methods: In an observational mono-centric study blood sample from age-matched
healthy controls (HC, n=20), patients with uncomplicated AMI (n=20), patients with CS
who survived for at least 28 days (CS survivors, n=20) and CS non-survivors (n=20)
were analysed. Circulating Th17 and Treg cell subsets and their intracellular cytokine
expression were measured by flow cytometry and associated with circulating pro-
inflammatory Th17 derived cytokines IL-6, IL-17 and their anti-inflammatory Treg

derived cytokines TGFp and IL-10 measured by enzyme immunoassay.

Results: According to the severity of ACS, CS non-survivors showed the highest levels
of Th17 (p<0.001) and the lowest levels of Treg cells (p<0.001) favouring a Th17/Treg
imbalance toward the pro-inflammatory Th17 response (p<0.001). Changes of T cell
subsets were also associated with a pro-inflammatory cytokine expression measured
by increased IL-6 (p<0.001) and IL-17 levels (p<0.001) and decreased TGFf (p<0.001)
and IL-10 levels (p=0.057).

Conclusion: A Th17/Treg imbalance toward a Th17 shift might represent a promising
candidate as therapeutic target and risk indicator in cardiogenic shock. Further studies

are required to investigate this.
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2 Einleitung

2.1 Inflammation in der Pathogenese von akuten Koronarsyndromen

Akute Koronarsyndrome — wie die instabile Angina pectoris, der akute Myokardinfarkt
(AMI), der infarktbedingte kardiogene Schock (CS) — sind in der Regel auf eine
Instabilitdt und Ruptur einer atherosklerotischen Plaque mit konsekutiver
Thrombenbildung zuriickzufiihren 1. Wenngleich die Ursachen fiir eine Plaqueruptur
bis heute nicht geklart sind, konnte in den letzten Jahren immer wieder gezeigt werden,
dass inflammatorische Signalwege des angeboren und des erworbenen
Immunsystems eine wichtige Rolle bei einer Plaqueruptur und Thombusbildung
spielen 2. Als Ausltser einer Immunreaktion werden zum einen exogene Faktoren, sog.
.pathogen associated patterns“ (PAMPs), diskutiert wie z. B. gramnegative Bakterien
(z.B. Chlamydia pneumoniae) 3#, Viren (Cytomegalovirus, Herpes simplex) 58,
oxidiertes LDL 7, mikrobielle und humane Heat Shock Proteine (HSP) 8. Zum anderen
kénnen aber auch endogene Faktoren, sog. ,damage associated molecular patterns®
(DAMPs), welche im Rahmen von Ischamie und Reperfusion durch
Gewebeschadigung freigesetzt werden, wie z. B. High Mobility Group Box 1 (HMGB1)
9 oder Advanced Glycation Endproducts (AGEs) 19! das angeborenen und das
erworbene Immunsystem aktivieren und zur einer Destabilisierung und Ruptur der

Plaque beitragen *2.

Der Bereich einer Plaque mit dem gréf3ten Rupturrisiko ist die fibrose Kappe, welche
eine hohe Dichte aktivierter T-Zellen, insbesondere CD4* T-Lymphozyten, aufweist
1314 Aktivierte Thl-Zellen segregieren Interferon-(IFN)-y, das die Produktion neuen
interstitiellen Kollagens, welches fur die Wiederherstellung und Erhaltung der fibrésen
Schutzschicht eines Atheroms notwendig ist, verhindert 517, T-Zellen kénnen auch
durch die Expression des CD40 Liganden (CD154), der den korrespondierenden
Rezeptor auf Phagozyten aktiviert, eine L&sion in der Intima der Gefaliwand
induzieren. Dieser inflammatorische Signalweg verursacht eine Uberproduktion an
interstitiellen Kollagenasen (Matrix-Metalloproteinasen [MMPs] 1, 8 und 13), dem

initialen Schritt der Kollagenzerstérung * (Abbildung 1).
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Abblldung 1: Eine inflammatorische Reaktion prédisponiert die Koronararterien zur
Ruptur und Thrombose. MMP: Matrix-Metalloproteinasen. Abbildung aus Libby et al.™.

Die CD40-Ligation fiihrt auch zu einer Uberexpression von Prokoagulanzien durch
Makrophagen (z.B. tissue-factor procoagulant). Dementsprechend fuhrt der
entzindliche Signalweg zu einer doppelten Gefahrdung fur das Kollagen in der
fiborosen Kappe der Plaque, eine verringerte Neusynthese und eine erhéhte
Schadigung machen die Schutzschicht anfallig fir Rupturen. Die inflammatorische
Aktivierung verstarkt auch die Produktion von Thromboplastin (Faktor |lI,
Gewebefaktor, CD142), das die Thrombusbildung in einer rupturierten Plaque ausldst.
Mittels dieser Mechanismen konnen Entziindungsreaktionen in einer Plaque zu
thrombotischen Komplikationen in Atherosklerose fuhren, welche klinisch in Form
akuter Koronarsyndrome imponieren 1. Durch Apoptose aber auch durch Ischamie und
Reperfusion bedingte Gewebsschadigungen werden korpereigene Liganden

freigesetzt, sog. DAMPs, welche die Inflammation auslésen und unterhalten kénnen
19,20
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2.2 Infarktbedingter kardiogener Schock

Der infarktbedingte kardiogene Schock, der sich meistens als Folge eines
linksventrikularen Versagens manifestiert, ist mit einer Mortalitat von 30 bis 80 % die
haufigste Todesursache beim akuten Herzinfarkt 1. Eine entscheidende Ursache fur
die hohe Sterblichkeit beim kardiogenen Schock ist die Entwicklung eines
Multiorgandysfunktions-Syndroms (MODS) infolge einer Organminderperfusion 22,

In Abhéngigkeit der Schwere eines akuten Myokardinfaktes kommt es zu einer
massiven Reduktion der myokardialen Kontraktilitat und damit des Herzzeitvolumens.
Es folgt die typische Schockreaktion mit Zentralisation, Hypotonie,
Organminderperfusion und schlieBlich ein Organversagen 23, Klinisch manifestiert sich
ein kardiogener Schock in Form von kalten Extremitaten, Marmorierung der Haut,
Beeintrachtigung der kognitiven Fahigkeiten bis hin zur Vigilanzminderung, Hypotonie,
Tachykardie, Tachypnoe, Lungendédem und Oligurie. Parametrisch erfolgt die
Definition mittels eines invasiven hamodynamischen Monitorings 24. Systolischer
Blutdruck < 90 mmHg in Abwesenheit von Hypovolamie, Katecholaminbedarf oder
eine Verringerung des systolischen Blutrucks um 30 mmHg fir mindestens 30 min, ein
reduziertes Herzzeitvolumen (Herzindex=Cardiac Index (CI) < 1.8 L/min/m?) und /
oder eine Erhdhung des pulmonalkapillaren VerschluRdrucks ( ,pulmonary capillary
wedge pressure“ (PCWP) > 18 mmHg). Neben diesen Parametern konnte in den
letzten Jahren gezeigt werden, dass dem Cardiac Power Index (CPIl) eine
prognostische Bedeutung im kardiogenen Schock zukommt. Bei dem Cardiac Power
Index handelt es sich um eine mathematische Grol3e, einem Produkt aus Cardiac
Index (CI) und mittlerem systemarteriellen Blutdruck (MAP): CPI = CI x MAP x 0.0022.
Patienten im kardiogenen Schock haben einen Cardiac Power Index
(CPI) <0.4 W /[ m?2526,

Fur die Prognose eines kardiogenen Schocks ist eine frihzeitige Wieder6ffnung der
verschlossenen Koronararterie, in der Regel mittels perkutaner Koronarintervention
(PCI), entscheidend. Die Schockbehandlung beinhaltet die medikamentése Therapie
mittels Inotropika und Vasopressoren und wird anhand eines hamodynamischen

Monitorings gesteuert 2%,
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2.3 T-Zellantwort bei akuten Koronarsyndromen

In den letzten Jahren wurde die Bedeutung der adaptiven Immunitat in der
Pathogenese des akuten Koronarsyndroms intensiv untersucht 27. Myokardischamie
verursacht eine inflammatorische Reaktion, die an der kardialen Regeneration beteiligt
ist. Dieser Prozess ist von regulatorischen Mechanismen, welche eine exzessive
Gewebsentzindung hemmen, abhangig. In der Pathophysiologie der
atherosklerotischen Koronarkrankheit und des akuten Myokardinfarktes weist
experimentelle Evidenz auf eine wichtige Rolle von T-Zellen hin 222°, Die klinische und
ggf. auch therapeutische Relevanz dieses lymphozytdren Kompartimentes bei
Patienten im infarktbedingten kardiogenen Schock ist bisher noch nicht geklart.

Patienten mit akutem Koronarsyndrom zeigen eine erhéhte Anzahl an zirkulierenden
CD4*" T-Lymphozyten, was mit einer gesteigerten Interferon-(IFN)-y- und Tumor
necrosis  factor-(TNF)-a-Produktion einhergeht 13, Spezifische CD4* T-
Zellpopulationen, inklusive Th1-Zellen 12, CD4*CD28"" T-Zellen 3, regulatorische T-
Zellen (Treg) 3! und eine vor kurzem beschriebene Abstammungslinie von CD4* T-
Zellen, die Typ 17 T-Helfer-(Thl17)-Zellen, sind bei der Entstehung einer
atherosklerotischen Plaque-Instabilitat und damit bei der Entstehung von akuten
Koronarsyndromen beteiligt 3233, Ein proinflammatorisches Milieu beginstigt eine
Plaqueinstabilitdt und -ruptur sowie eine Thromboseneigung. Somit besitzt die T-
Zellaktivierung eine Schlisselfunktion in der Umwandlung einer chronisch-stabilen in

eine instabile Plaque mit konsekutivem Auftreten eines akuten Koronarsyndroms 7.

Eine inverse Korrelation zwischen Treg- und Thl-Effektorzellen kdnnte die Instabilitat
einer atherosklerotischen Plague begtinstigen 34. Eine friihe Rekrutierung von Treg-
Zellen durch Induktion regulatorischer Chemokine (z.B. CCR5) limitiert die
Inflammation und ein ungunstiges myokardiales Remodeling beim akuten Herzinfarkt
35, Die Gabe von Statinen vor der Koronarangiographie konnte eine Erh6hung von
Treg-Zellen bei Patienten mit Myokardinfarkt bedingen 3¢, Genaue Kenntnisse Uber die
Rolle von Treg-Zellen bei Patienten mit akuten Koronarsyndromen und im kardiogenen

Schock sind bisher nicht bekannt.
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2.4 Regulatorische T-Zellen (Treg-Zellen)

,Naturally occurring“ regulatorische T-Zellen (natirliche Treg), generiert im Thymus,
werden durch die extrazellulare Expression des Oberflachenmolekiils CD25, der -
Kette des IL-2-Rezeptors, und die intrazellulare Expression des ,forkhead / winged
helix* Transkriptionsfaktors (Foxp3), dem Hauptregulator der Treg-Funktion,
charakterisiert 3’. Das Molekil Foxp3 ist jedoch mehr als ein Marker zur Identifikation
von Treg-Zellen. Als Transkriptionsfaktor fuihrt Foxp3 zur Induktion des regulatorischen

Phanotyps in diesen Zellen %,

In den neunziger Jahren wurde erstmals die Funktion der Treg-Zellen beschrieben
39,40 CD4*CD25*Foxp3* Treg-Zellen besitzen antiinflammatorische Eigenschaften und
sind fur die Homoostase des adaptiven Immunsystems und die Toleranzinduktion
zustandig #. Diese Zellen haben nur ein geringes Proliferationspotenzial, sowohl wenn

sie spezifisch, als auch unspezifisch stimuliert werden 2.

Etwa 2% bis 5% der zirkulierenden CD4* T-Zellen sind natlrliche Treg-Zellen, die
durch die konstitutive Expression von Foxp3 und CD25 gekennzeichnet sind. Im
Gegensatz dazu werden ,inducible“ Treg-Zellen (induzierte Treg, iTreg) in der
Peripherie aus CD4*CD25" T-Zellen nach Stimulation des T-Zellrezeptors generiert 3.
Transforming growth factor-(TGF)-B und Retinsdure sind fur die Induktion der iTreg-
Zellen sehr wichtig. Die Zugabe von TGFf induziert eine Foxp3-Expression in murinen
und humanen naiven T-Zellen in vitro 4. Die Suppression der T-Effektorzellen (Teff)
bei Treg-Zellen wird indirekt durch Modifizierung der Funktion dendritischer Zellen
(DC) oder direkt durch Zellkontakt vermittelt (Abbildung 2). Die bisher bekannten
inhibitorischen Mechanismen der Treg-Zellen sind zellkontaktabhangige Suppression,
Freisetzung antiinflammatorischer Zytokine (IL-10, IL-35 und TGFp), zytolytische
Effekte (durch Sekretion von Granzymen und Perforin), proapoptotische Aktivitaten
Uber Teff (Induktion des tumor necrosis factor related apoptosis inducing ligand-death
receptor 5-(TRAIL-DR5)-Weges), metabolische Unterbrechung (IL-2-Deprivation
durch CD25, Produktion deszyklischen Adenosinmonophosphat (CAMP), Expression
von Indolamin 2,3-Dioxygenase (IDO)) und Unterdrickung der Teff durch Inhibition
von DC (mittels ,cytotoxic T lymphocyte-associated antigen 4“ (CTLA4) ,lymphocyte-

activation gene 3" (LAG-3) oder Adenosin) 4547,
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Abbildung 2: Mechanismen der Treg-vermittelten Suppression der Immunantwort. DC:
dendritische Zelle (antigenprasentierende Zelle); IL: Interleukin; TGFp: transforming growth factor
beta, cAMP: zyklisches Adenosinmonophosphat; CTLA4: cytotoxic T lymphocyte-associated
antigen 4 modifiziert nach Sakaguchi et al. *1.

2.5 Andere T-Zellpopulationen mit suppressiven Eigenschaften

Neben nTreg-Zellen und iTreg-Zellen, haben auch andere Zellpopulationen, welche
bei der peripheren Induktion der Toleranz eine bedeutende Rolle spielen,
regulatorische Funktionen. Adaptive Typ 1 regulatorischen T-Zellen (CD4* Foxp3* Trl-
Zellen) werden peripher aus naiven T-Zellen in Anwesenheit von IL-10 und einem
Antigenstimulus induziert. Sie produzieren groRe Mengen an IL-10 und TGFB “8 und
charakterisieren sich durch die Expression der Oberflachenmarker CD49b und LAG-3
49 Die Trl-Zellen sind an der Toleranzinduktion in Schleimhauten und der

Verhinderung inflammatorischer Darmerkrankungen beteiligt 50-52,

Antigenspezifische CD4*Foxp3* Th3-Zellen produzieren hauptsachlich TGFB und IL-
10, welche Thl- und Th2-Zellen inhibieren konnen %354 Th3-Zellen kénnen durch

Applikation eines Antigen via oral in vivo induziert werden und kdnnen aus
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konventionellen T-Zellen nach der Stimulierung mit TGFB, IL-4 und IL-10 in

Abwesenheit von IL-12 in Zellkultur generiert werden 3.

Ein weiterer Subtyp der regulatorischen Zellen sind CD8* CD28" Foxp3* T-Zellen. Sie
besitzen nur schwache zytotoxische und proliferative Eigenschaften und sezernieren
IL-10. CD8* Treg werden durch CD40-Ligand-stimulierte plasmazytoide Zellen
(,dendritic cell type 2“, DC2) aktiviert >> und ihre Induktion ist von TGFB und IL-10
abhangig 8.

2.6 Funktionen der Regulatorischen T-Zellen

Obwohl Treg-Zellen nur eine kleine Fraktion der gesamten Lymphozytenpopulation
ausmachen, werden sie als die potenteste und stabilste T-Zellgruppe, die suppressive
Eigenschaften aufweist und Autoimmunitat durch dominante Toleranzinduktion
kontrolliert, erachtet. nTreg-Zellen sind die wichtigsten Mediatoren der peripheren

Toleranz 457,

Numerische oder funktionelle Einschrankungen der Treg-Populationen kénnen die
Entstehung chronisch inflammatorischer Reaktionen, Atopie und
Autoimmunerkrankungen wie z. B. rheumatoide Arthritis, multiple Sklerose, Diabetes
mellitus Typ | und chronisch entziindliche Darmerkrankungen beglnstigen 42.
AuBBerdem existieren primare Immundefekte mit Mangel an funktionellen Treg-
Subsets, z.B. Omenn-Syndrom, Wiskott-Aldrich-Syndrom, Hyper-IgE-Syndrom und
IPEX (immunodysregulation polyendocrinopathy enteropathy X-linked)-Syndrom 58,

Treg-Zellen sind fuir die Begrenzung der chronischen Inflammation, die Limitierung der
graft versus host disease (GVHD) und die Pravention der Autoimmunitat entscheidend
59.60 Allerdings konnen diese T-Zellen auch die Generierung einer sterilen Immunitét
gegen Pathogenen blockieren 1, die Etablierung einer effektiven Immunantwort gegen
Tumorzellen verhindern und die impfungsinduzierte Reaktionen abschwéachen €2,
Deshalb ist die Modulation der Treg-Zellen ein attraktiver Angriffspunkt, um zahlreiche

Krankheitsprozesse therapeutisch zu beeinflussen 63,

Bei Patienten im Schock ist die Relevanz der Treg-Zellen bisher nicht ausreichend
untersucht. Im septischen Schock wurde eine Erhéhung zirkulierender Treg-Zellen

beobachtet 4. Diese Erhéhung war mit der Entstehung einer lymphozytarer Anergie %°
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assoziiert. Weitere Untersuchungen, insbesondere auch eine Modulation der Treg-
Zellen, wurden bisher weder tierexperimentell noch klinisch durchgefiihrt. Bei
Patienten im kardiogenen Schock liegen bisher keine Daten in Bezug auf Anzahl,

Funktion und Modulation der Treg-Zellen vor.

2.7 T-Helferzellen Typ-17 (Th17-Zellen)

Nach einer Antigenstimulierung werden naive CD4* T-Zellen aktiviert und proliferieren
bzw. differenzieren in verschiedene effektorische Phanotypen (Abbildung 3). Thl-
Zellen, induziert durch den Transkriptionsfaktor T-bet, produzieren IFNy, Interleukin 2
(IL-2) und Lymphotoxin und sind notwendig fur den Abbau intrazellularer Pathogene.
Extrazellulare Pathogene werden im Gegensatz dazu durch Th2-Zellen abgebaut.
Diese werden durch den Transkriptionsfaktor GATA-3 und STAT-6 induziert und
produzieren IL-4, IL-5, IL-13. Th17 Zellen stellen einen zuséatzlichen Subtyp der
Effektor-T-Helferzellen dar. Sie produzieren IL-6, IL-17A, IL-17F, IL-21, IL-22, TNFa,

~-granulocyte-macrophage colony-stimulating factor® (GM-CSF) und andere Faktoren
66
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Th1-Zelle

IFNy Abwehr gegen
T-bet —_> . "
intrazellulare Pathogenen
IL-12 Th2-Zelle
IL-4 : Abwehr gegen Helminthen,
naive Allergene, Toxinen
T-Zelle IL4
Th17-Zelle
M L7 Abwehr gegen
IL-23 extrazellulére?‘-‘astlho enen
TGFB 9
TGFpB

Treg-Zelle

IL-10 Toleranzinduktion
Immunsuppression

Abbildung 3: T-Zellpopulationen und ihre Zytokinexpression. Die verschiedenen T-
Zellgruppen entwicklen sich abhangig vom Zytokinmillieu aus einer undifferenzierten T-
Helferzelle Th1/2/17: T-Helferzellen Typ1/2/17; IL: Interleukin, IFNy: ,interferon gamma®“; TGFj:
.transforming growth factor beta“; GATA: ,trans-acting T-cell-specific transcription factor“; STAT:
»Signal Transducer and Activator of Transcription®; Foxp3: ,forkhead box protein P3“, RORyz:
,RAR-related orphan receptor gamma* modifiziert nach Barbi et al. 7.

Thl7-Zellen haben eine Schlusselfunktion in der Abwehr gegen Pathogene (z.B.
extrazellulare und intrazellulare Bakterien und Pilze) und wurden als notwendiger
Faktor in der Entstehung allergischer Reaktionen identifiziert 7. Th17 Zellen treten in
Bereichen autoimmuner Gewebserkrankungen auf und werden mit der Auslésung
verschiedener Autoimmunerkrankungen wie beispielsweise Psoriasis, chronischen
Darmentziindungen, rheumatoider Arthritis, Diabetes Typ 1, multipler Sklerose und
GVHD in Verbindung gebracht €.

Thl7-Zellen werden durch eine Kombination der Zytokine TGFf, IL-6 und IL-21
differenziert, welche die Expression von RORyt (,RAR-related orphan receptor
gamma®) induzieren, einem Transkriptionsfaktor der fur die Erzeugung dieser Zellen
notwendig ist. IL-23 ist fur eine Stabilisierung der Th17 Zellen sehr wichtig 671, Ein

Polymorphismus des Rezeptors fir IL-23 (IL-23R) wurde genetisch mit verschiedenen
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Autoimmunerkrankungen in  Verbindung  gebracht, inklusive  Psoriasis,
inflammatorischen Darmerkrankungen und ankylosierender Spondilitis. Der Kontakt
mit IL-23 verringert die Konzentration des antiinflammatorischen Zytokins IL-10 in
Th17-Zellen im Entwicklungsstadium, was diese Zellen pathogen macht. Th17-Zellen

induzieren ohne einen vorherigen Kontakt zu IL-23 keine Autoimmunerkrankungen 6.

Viele inflammatorische Effekte der Th17-Zellen werden durch IL-17 vermittelt. Der IL-
17-Rezeptor (IL-17R) wird auf Immunzellen (T und B-Zellen, Neutrophilen), aber auch
in anderen  Gewebsarten  (Epithelzellen,  Endothelzellen,  Fibroblasten,
mesenchymalen Stromazellen und Keratinozyten) exprimiert. Andere Quellen von IL-
17 sind yd T-Zellen und angeborene Lymphozyten. IL-17A férdert die Granulopoese
im Knochenmark, erhalt die Integritat und Homdoostase der Darmschleimhaut aufrecht

und stimuliert die Chemotaxis von Granulozyten 7273,

Auch wenn Th1l7-Zellen héaufig als pathogen beschrieben werden, konnte mehrfach
auch die Existenz von nichtpathogenen IL-17 produzierenden Th17 Zellen
nachgewiesen werden 74 Es ist jedoch weiterhin nicht geklart, unter welchen
Umstanden diese Zellen induziert werden und was sie pathogen oder nichtpathogen
werden lasst 72, Verschiedene Studien haben gezeigt, dass GM-CSF fiur die
Pathogenitat dieser Zellen notwendig ist 1. Die Wichtigkeit der Th17-Antwort wurde
bei Patienten mit einer autosomal dominante Form des Hyper-IgE-Syndroms (Job’s-
Syndrom) dargestellt, welche eine inaktivierende STAT-3-Mutation haben und keine
Th1l7-Zellen generieren kénnen. Diese Patienten haben rekurrente Infekte, Ekzeme
und mukokutane Mykosen. Ahnliche Komplikationen werden auch wahrend einer HIV-
Infektion dokumentiert, welche mit einem friiheren Verlust der Th17-vermittelten

Darmimmunitat assoziiert sind ©6.

Die Th17-Differenzierung aus naiven T-Zellen kann in vitro durch TGFB und IL-6
ausgelost und gesteuert werden. TGF alleine induziert jedoch Foxp3* in Treg-Zellen.
Die Anwesenheit von IL-6 hemmt die Entwicklung der Treg-Zellen und induziert eine
Th17-Differenzierung. Thl7-Zellen und Treg-Zellen haben gegenteilige Funktionen im
adaptiven Immunsystem und das Equilibrium zwischen Th17-Zellen und Treg-Zellen
scheint in der Entwicklung bzw. Pravention der inflammatorischen und

Autoimmunpathologien sehr wichtig zu sein, vergleichbar mit der Th1/Th2 Dichotomie
75,76
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2.8 Thl7-und Treg-Zellen bei akuten Koronarsyndromen

Ein numerisches und funktionelles Ungleichgewicht des Th17/Treg Verhaltnisses, der
sog. Thl7/Treg-Ratio, bei Patienten mit akutem Koronarsyndrom (ACS) hat eine
kausale Bedeutung in der Destabilisierung einer atherosklerotischen Plaque 3. Ferner
wurde eine Assoziation zwischen der Zunahme von Thl17- und Thl-Zellen bei
gleichzeitiger Reduktion von Treg-Zellen mit dem Auftreten akuter kardiovaskularer

Ereignisse bei Patienten mit ACS in Verbindung gebracht 3477,

Th17- und Treg- Zellen weisen im Immunsystem gegenlaufige Funktionen auf. Eine
Erhbhung der Thl7 Zellantwort wirkt gewebsentzindend und kann zu
Autoimmunerkrankungen ftihren 7°. Auch wenn bekannt ist, dass IL-17 produzierende
Thl7-Zellen an der Pathogenese der Atherosklerose beteiligt sind, sind die
zugrundeliegenden Mechanismen bisher gréf3tenteils unklar. Eine pathogene Rolle
von IL-17 Zytokinen im Myokardinfarkt wurde kirzlich beschrieben, welche
maoglicherweise ein wichtiger Faktor in der Entziindungsantwort nach dem Infarkt, der

neutrophile Rekrutierung und der Apoptose sein kénnte 78-0,

Demgegenlber konnte in verschiedenen Studien eine antiinflammatorische Wirkung
durch eine erhodhte Treg-Antwort bzw. proinflammatorische Effekte im Falle einer
erniedrigten Treg Antwort gezeigt werden. Im murinen Modell war eine verringerte
Treg Anzahl mit einer erhdhten Bildung von atherosklerotischen Plaques assoziiert
8182 sardella et al. beobachteten eine Erniedrigung von Treg-Zellen bei Patienten mit
ST-Hebungsinfarkt (STEMI) 2. Eine Fehlregulation der Immunantwort tritt bei
Patienten mit akutem Myokardinfarkt bei Vorliegen einer verringerten Treg Aktivitat
auf. Diese unkontrollierte proinflammatorische Antwort ist bei diesen Patienten haufig
mit kardiovaskularen Ereignissen/Komplikationen assoziiert 8. Die pathologische
autoreaktive Immunantwort bei Patienten mit akutem Koronarsyndrom wird
moglicherweise durch einen Toleranzdefekt durch eine ineffiziente Regulation von T-

Effektorzellen verursacht 34.

Umwelteinfliisse und Anderungen im lokalen Zytokinmilieu kénnen das Gleichgewicht
zwischen Immuntoleranz und Entziindung durch eine veranderte T-Zelldifferenzierung
entweder in Richtung der Treg- oder der Th17- Zelllinie verschieben (Abbildung 4) 7.
Deswegen kann das Equilibrium zwischen Thl17-Zellen und Treg-Zellen fir die

Entstehung bzw. die Vermeidung von akuten Koronarsyndromen (ACS) relevant sein.
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Bisher sind keine Daten in Bezug auf diese Immunmechanismen bei Patienten im

kardiogenen Schock (CS) bekannt.

Bei Patienten mit akutem Koronarsyndrom wurde ein numerisches und funktionelles
Ungleichgewicht des Thl7/Treg Verhéltnisses beschreiben, welches eine
Plaquedestabilisierung zur Folge hat 3233, Dies ist konsistent mit der Beobachtung,
dass IL-17 und IFNy produzierende T-Zellen, die in atherosklerotischen Plaques
lokalisiert sind, die Inflammation fordern 1585, Allerdings kdnnte die Induktion von Th17-
Zellen in Prasenz antiinflammatorischer Zytokine schitzende und regulatorische
Effekte haben. Th17-Zellen, die sich in Anwesenheit von IL-6 und TGF differenzieren,

produzieren proinflammatorisches IL-17 und antiinflammatorisches IL-10 2.

ThoO-Zelle

Antigenprdsentation

TGFp TGFp + IL-6

Treg Th17-Zelle

D D

| {

IL-10 IL-6
TGFp IL-17
Immuntoleranz Entziindung

Abbildung 4: Crosstalk zwischen regulatorischen T-Zellen und Th17-Zellen. Typ 17 T-
Helferzellen (Th17) die das proinflammatorische Signatur-Zytokin Interleukin-17 produzieren,
werden durch regulatorische T Zellen (Treg), die antiinflammatorische Zytokine wie ,transforming
growth factor (TGF) 8 und Interleukin-(IL)-10 produzieren, gegenreguliert. Foxp3: ,forkhead box
protein P3“, RORyT: ,RAR-related orphan receptor gamma*“; modifiziert nach Yosef et al. ©°.
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2.9 Eigene Fragestellung und Zielsetzung

Im Rahmen dieser Dissertation soll evaluiert werden, ob Stérungen der T-
Zellpopulationen mit dem Kklinischen Schweregrad von akuten Koronarsyndromen
(ACS) —unkomplizierter akuter Myokardinfarkt (AMI) versus komplizierter
Myokardinfarkt mit konsekutivem kardiogenen Schock (CS) — korrelieren. Dabei soll
insbesondere die Rolle der regulatorischen T-Zellen (Treg, sog. CD4*Foxp3*) und ihre
Interaktionen mit T-Effektorzellen (z.B. Th17-Zellen) charakterisiert werden. Hierzu
werden verschiedene T-Zellpopulationen und die zugehérigen Zytokine bei Patienten
mit AMI und CS und bei altersentsprechenden gesunden Kontrollpersonen gemessen

und miteinander verglichen.
Folgende Fragen sollen beantwortet werden:

1. Ist die systemische Inflammationsreaktion (SIRS) im kardiogenen Schock mit einer
nummerischen oder funktionellen Beeintrachtigung supprimierender Treg--Zellen

assoziiert?
2. Welche T-Zellantwort (Thl, Th2, Th17) ist im kardiogenen Schock dominant?
3. Welches Zytokinmilieu ist im kardiogenen Schock dominant?

4. Haben Treg-Zellen einen inhibitorischen Effekt auf die Expansion und die
Zytokinproduktion der Th17-Zellen im kardiogenen Schock?

5. Korreliert ein Th17/Treg Ungleichgewicht mit dem klinischen Schweregrad eines
akuten Myokardinfarktes: unkomplizierter Verlauf versus komplizierter Verlauf mit

kardiogenem Schock (differenziert nach Uberlebenden und Nichtiiberlebenden)?
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3 Methoden und Materialien

3.1 Studiendesign und Studienpopulation
3.1.1 Studiendesign

Mit schriftichem Einverstandnis der Patienten bzw. ihrer gesetzlichen Betreuer, mit
Zustimmung der Ethikkommission der Arztekammer des Saarlandes (Ethikvotum
177/12) und gemanr den WHO-Leitlinien fur klinische Studien und der Deklaration von
Helsinki 87, wurden im Zeitraum zwischen September 2008 und Oktober 2010 auf der
internistischen Intensivstation des Universitatsklinikums des Saarlandes alle Patienten
mit infarktbedingtem kardiogenen Schock in ein ,kardiogenes Schock-Register”

aufgenommen.

Aus diesem Register wurde eine retrospektive Fall-Kontroll-Studie generiert (Tabelle
1). Hierin wurden 40 Patienten im kardiogenen Schock (CS) nach akutem
Myokardinfarkt eingeschlossen, davon jeweils 20 Uberlebende und 20 Nicht-
Uberlebende. Als Vergleichskontrollen dienten zum einen 20 Patienten mit
unkompliziertem akutem Myokardinfarkt (AMI) und 20 gesunde Probanden (,healthy

controls®, HC), die bzgl. ihres Lebensalters gleichverteilt zur CS-Gruppe waren.

Tabelle 1: Schematische Darstellung des Studiendesigns

Fall-Kontroll-Studie

Kontrollkollektive Falle

Patienten mit

Gesunde unkompliziertem Patienten mit
Probanden infarktbedingtem kardiogenen Schock
(HC) akutem Infarkt (CS)
(AMI)
Uberlebende Nicht-Uberlebende

n=20 n=20 n=20 n=20
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3.1.2 Probanden und Kontrollkollektive

In der Literatur gibt es fur die zu untersuchenden immunologischen Laborwerte keine
Referenzwerte und insbesondere keine altersentsprechenden Normwerte. Daher
erfolgten die immunologischen Laboruntersuchungen bei 20 gesunden Probanden
(HC = healthy controls) bzw. Patienten mit unkompliziertem akuten Herzinfarkt (AMI),
dem Lebensalter der Patienten im kardiogenen Schock entsprechend (Altersgruppe
40-80 Jahre; Tabelle 1).

3.1.3 Patienten mit infarktbedingtem kardiogenen Schock

Aus dem ,kardiogenen Schock-Register wurden alle Patienten mit infarktbedingtem

kardiogenen Schock selektiert, welche folgende Kriterien erfullten:

¢ Kilinische Zeichen der Kreislaufzentralisation

e Hamodynamische Zeichen des kardiogenen Schocks

e Akutkoronarangiographie mit Koronarintervention (PCIl) und Erreichen eines
TIMI-llI-Flusses im Infarktgefal3.

e Ausgeschlossen wurden Kklinisch manifeste Infektionen, anamnestisch
chronisch inflammatorische, autoimmune, hamatologische oder onkologische
Erkrankungen und Patienten unter immunsuppressiven oder
immunmodulatorischen Therapien.

e Auch eine préahospitale stattgehabte kardiopulmonale Reanimation galt als

Ausschlusskriterium.

Alle Patientendaten des ,kardiogenen Schock-Register® wurden entsprechend der
Chronologie ihrer Registratur auf Ein- und Ausschlusskriterien Uberprift und bei
Eignung in die Fall-Kontroll-Studie eingeschlossen. Die Patienten der Fall-Kontroll-
Studie wurden anhand ihrer 28-Tage-Mortalitat den beiden Gruppen ,Uberlebende*
und ,Nicht-Uberlebende* sukzessive zugeteilt, bis in jeder Gruppe eine Fallzahl von

n=20 erreicht war.

Der kardiogene Schock (CS) ist definiert durch klinische Zeichen der
Kreislaufzentralisation verbunden mit einem Rickwartsversagen des linken Ventrikels,
wie beispielsweise dem Lungenddem, und / oder verbunden mit einem

Vorwartsversagen, wie beispielsweise kalten Extremitdten, Marmorierung der Haut,
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Vigilanzminderung und systematrterieller Hypotonie. Die Diagnose eines CS kann auch
anhand folgender hamodynamischer Parameter bestimmt werden: systolischer
Blutdruck < 90 mmHg in Abwesenheit von Hypovoladmie, Katecholaminbedarf,
reduzierter Herz-Index (Cardiac-Index, Cl<1.8 L/min/m?) und / oder Erhéhung des
pulmonalkapillaren Verschluf3drucks (Pulmonary capillary wedge pressure, PCWP>18
mmHg. Der Cardiac Power Index (CPI = Cardiac Index * mittlerer systemarterieller
Blutdruck * 0,0022) beriicksichtigt, dass die Organdurchblutung sowohl vom Blutfluss
(CI) als auch vom Perfusionsdruck (mittlerer systemarterieller Blutdruck) abhéngig ist.
Der CPI ist ein unabhangiger Pradiktor fir die Prognose eines CS-Patienten; je
niedriger der CPI desto hoher die Sterblichkeit (CPI <0,4 mmHg/l/min/m?) 2526,

Bei jedem Patienten im CS wurde eine Akutkoronarangiographie mit
Koronarintervention (PCI) durchgefuhrt. Nur diejenigen Patienten, bei denen durch die
PCI ein TIMI-llI-Fluss im InfarktgefaR erzielt werden konnte 88, wurden in die Studie
aufgenommen. Die Anwendung von Inotropika sowie die Implantation einer
intraaortalen Ballonpumpe (IABP) wurden vom zustandigen Arzt nach dem klinischen
Bedarf und Patientenverlauf entschieden und hatte keinen Einfluss auf den Studien-

Ein-/Ausschluss.

Der klinischer Zustand der Patienten wurde bei ihrer Aufnahme auf der Intensivstation
nach dem ,Simplified Acute Physiology Score Il (SAPS 1) ermittelt 89,

3.2 Hamodynamische Messungen

Bei allen Patienten mit kardiogenem Schock wurden folgende hamodynamischen
Parameter  mittels  Pulmonaliskatheter  (Swan-Ganz-Katheter) = gemessen:
Herzfrequenz, mittlerer systemarterieller Druck (mean arterial blood pressure, MAP),
mittlerer pulmonalarterieller Verschlussdruck (mean pulmonary capillary wedge
pressure, PCWP), mittlerer pulmonalarterieller Druck (mean pulmonary artery
pressure, PAP), Herzindex (cardiac index, Cl), cardiac power index (CPI), zentraler
Venendruck (ZVD), zentralventse Sauerstoffsattigung (SvOz2) und systemvaskularer
GefalRwiderstand (systemic vascular resistance, SVR).
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3.3 Blutproben und Laboranalyse

Die Basisblutproben wurden direkt im Anschluss an die Akutkoronarangiographie in
EDTA- (ethylene diamine tetraacetic acid), Citrat- und Heparinrohrchen abgenommen.
Blutbild, Troponin T, Kreatin-Kinase (,creatin-kinase®, CK), C-reaktives Protein (CRP),
Procalcitonin und Lipidprofil wurden nach laborchemischen Routineprotokollen im

Zentrallabor des Universitatsklinikums des Saarlandes bestimmt.

Die Blutentnahmen erfolgten aus einer liegenden arteriellen Verweilkanile, welche bei
allen kritisch kranken Patienten zum kontinuierlichen Monitoring der Hamodynamik
und zur Bestimmung des Sauerstoffgehaltes des Blutes erforderlich ist. Es wurden pro
immunologische Untersuchung 40 mL Blut bendtigt, d.h. insgesamt wurden fur die

Studie 3 x 40 mL = 120 mL Blut pro Patient bei der Aufnahme entnommen.

Folgende speziellen immunologischen Parameter wurden zur Beurteilung der

erworbenen Immunitat bestimmt:

e T-Helfer-Zellsubpopulationen (Th)
o Th1 durch die Produktion von IFNy
o Th2 durch die Produktion von IL-4
o Th17 durch die Produktion von IL-17
e Regulatorische T-Zell-Subpopulationen (Treg-Zellen)
o CD4* Foxp3* Treg-Population
o CD8* Foxp3* Treg-Population

Zur Beurteilung des zirkulierenden Zytokinstatus wurden folgende Parameter

determiniert:

e proinflammatorische Zytokine:
o Interleukin-(IL)-2, IL-4, IL-6, IL-17,
o Interferon-(IFN)-y,
o Tumor necrosis factor-(TNF)-a
e antiinflammatorische Zytokine:
o Interleukin-(IL)-IL-10,
o Transforming growth factor-(TGF)-$
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3.4 Isolation von mononuklearen Zellen des peripheren Blutes

Die mononuklearen Zellen (PBMC = ,peripheral blood mononuclear cells®) wurden aus
heparinisiertem Vollblut mittels Dichtegradientenzentrifugation durch ein hydrophiles
Kolloid aus Saccharose-Epichlorhydrin-Copolymer (Ficoll) aufgereinigt. Die isolierten
PBMC wurden zweimal mit PBS (,phosphate buffered saline®) gewaschen und in RPMI
1640 Medium mit 10% inaktiviertem fetalen bovinen Serum (FBS), 2 mM L-Glutamin
und 1% Penicillin / Streptomycin (Fischer Scientific, USA) in 1 x 108 Zellen / mL

resuspendiert.

3.5 Generelle Bedingungen der Zellkultur

Alle Zellkulturarbeiten wurden unter einer Sterilbank durchgefihrt. Die Zellen wurden
in CO2-Brutschranken bei 37°C und 95% O2 / 5% CO:2 kultiviert. Losungen und
Labormaterialien aus Kunststoff wurden vor Gebrauch fir 20 Minuten bei 135°C und
2,2 bar autoklaviert, Glasgerate wurden fur drei Stunden bei 180°C sterilisiert.

3.6 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Die Aufbewahrung eukaryotischer Zellen erfolgte in flissigem Stickstoff (-196°C), da
sie dort Uber lange Zeit gelagert und nach dem Auftauen erneut in Kultur genommen
werden koénnen. Zum Einfrieren wurden jeweils 5 x 10® Zellen durch Zentrifugation
pelletiert und langsam mit 1 mL vorgekihltem Einfriermedium versetzt. Dieses enthalt
10% Dimethylsulfoxid (DMSO), das stark hygroskopisch ist und so die Bildung von
Eiskristallen wéahrend des Einfrierens verhindert. Die Zellsuspension wurde danach in
Kryorohrchen pipettiert, welche Gber Nacht bei -70 °C gelagert und anschliel3end in
flissigen Stickstoff Uberfihrt wurden. Das Auftauen der Zellen erfolgte durch
mehrfaches Waschen mit Vollmedium, um das DMSO zu entfernen. Nach dem
Waschen wurden die Zellen in 10 mL Vollmedium resuspendiert und nach der

Bestimmung der Zellzahl in Kultur genommen.

3.7 Zellz&hlung

Zur Bestimmung der Zellkonzentration wurden die Zellen unter dem Mikroskop in einer

Neubauer-Zahlkammer ausgezahlt. Die Lebendzellzahl wurde durch den Trypan
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Ausschlusstest bestimmt. Lebende Zellen schlieen den Farbstoff aktiv aus dem
Zellinneren aus wahrend tote Zellen angefarbt werden. Ein Aliquot der Zellsuspension
wurde mit dem gleichen Volumen Trypanblaulésung gemischt und die Zellzahl unter

Berucksichtigung der Verdiinnung bestimmt.

3.8 Durchflusszytometrie

Die Anfarbung der Zellen mit Flurochrom und die Waschschritte bei den
durchflusszytometrischen Analysen erfolgten nach einem standardisierten Protokoll.
Fur die Zellfarbungen wurden die folgende Antikérper benutzt: APC-, FITC- PerCP-
und PE anti-Human CD3, CD4, CD8, CD25, IL-2, IL-4, IL-10, IL-17A, IL-35, IFNy,
TGFB, TNFa, Foxp3 und passende Isotyp-Kontrollen (IgGk).

Pro Farbung wurden 2 x 10° bis 3 x 108 Zellen durch Zentrifugation (1200 rpm, 4 °C, 5
Minuten) pelletiert und der Uberstand entsorgt. AnschlieBend wurde das Pellet in 100
ML FACS-Puffer resuspendiert und PBS mit 10% fetalem Kalberserum (FCS)
zugegeben, um die unspezifischen Bindungsstellen zu belegen. Nach 30 min
Inkubation wurden jeder Probe 50 pL Antikérperlésung zur Farbung der Zellen
zugegeben und erneut fir 30 min inkubiert. Im darauffolgenden Waschvorgang wurden
2 mL FACS-Puffer zugegeben, die Proben durch Zentrifugation (1200 rpm, 4°C, 5 min)
pelletiert und der Uberstand entsorgt. Im letzten Schritt wurde das Pellet zur Fixierung
in 400 uL 1 x PBS mit 1 % Paraformaldehyd (PFA) resuspendiert. Nach der Fixierung
wurden die Proben bis zur Analyse bei 4°C lichtgeschitzt aufbewahrt.

Fur die Oberflachenfarbung der Lymphozyten wurden anti-CD3, anti-CD4, anti-CD8
und anti-CD25 Antikérper verwendet. Fur die intrazellulare Zytokinfarbung wurden die

Zellen in 1% PFA fixiert und mit Saponin permeabilisiert.
3.8.1 Foxp3 Farbung

Die intrazellulare Foxp3-Farbung erfolgte mit Hilfe eines Foxp3-Farbeset (Foxp3
Staining Kit, BD Pharmingen, Germany) nach den Anleitungen des Herstellers. Es
wurden 5 x 10° Zellen pro Farbung eingesetzt. Vor der intrazellularen Farbung mit anti-
Foxp3-Antikdrper, wurde die Oberflache der Zellen mit anti-CD4 (1:100) und anti-CD8
(1:100) gefarbt. Den Zellen wurde 2 mL FACS-Puffer zugegeben, die Proben durch
Zentrifugation (1200 rpm, 4°C, 5 min) pelletiert und der Uberstand entsorgt. Im
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nachsten Schritt wurde das Pellet mit 1 mL Fixierungs-Permeabilisierungs-L&sung
permeabilisiert. Darauf folgte ein erneuter Waschschritt, bei dem die Proben durch
Zentrifugation (1200 rpm, 4°C, 5 min) pelletiert, der Uberstand entsorgt und das Pellet
in 2 mL FACS-Puffer resuspendiert wurde. Nach einem erneutem Zentrifugations- und
Pelletierungsschritt wurde das Pellet der Zellen mit 2 mL Permeabilisierung-Puffer
resuspendiert und 1,5 pL anti-Foxp3-Antikorper fur 30 min zugegeben. AnschlieRend
wurden die Zellen zweimal mit 2 mL Permeabilisierungspuffer gewaschen, in 250 pyL

PBS mit 1% PFA fixiert und im Durchflusszytometer analysiert.
3.8.2 Intrazellulare Zytokinfarbung

Die intrazellulare Zytokinfarbung erlaubt es Zellen, die spezifisch Zytokine
produzieren, durchflusszytometrisch zu erfassen. Hierzu wird die Zytokinfreisetzung
durch Zugabe von Golgi-Plaque (Brefeldin A) gehemmt, die Zellmembran
permeabilisiert und ein Antikdrper gegen das Zytokin (in dieser Studie: IL-2, IL-4, IL-
10, IL-17A, IL-35, IFNy, TGFB und TNFa ) hinzugegeben. Der Antikorper markiert
Zellen, die mit Zytokinproduktion reagiert haben (Béttler, 2005). Fir jede Probe wurden
4-5 unterschiedliche Farbungen angefertigt.

Je Probe wurden 2 x 10° Zellen verwendet, die durch Zentrifugation (1200 rpm, 4°C, 5
min) pelletiert wurden. AnschlieBend wurde das Pellet in 100 uyL FACS-Puffer
resuspendiert. Nach einem Waschschritt erfolgte die Oberflachenfarbung mit 50 pL
~Blocking“-Antikérper zusammen mit 50 uL anti-CD4 oder anti-CD8 Antikdrper in einer
Verdiinnung 1:100. Nach einer Inkubation von 30 Minuten bei 4°C folgte ein erneuter
Waschvorgang, um daraufhin die Zellen in 200 pL Cytofix/Cytoperm zu
resuspendieren. Auf eine Einwirkperiode von 15 Minuten bei 4°C und einen
Standardwaschschritt folgte ein weiterer Waschschritt mit 2 mL Perm/Wash. Dem
Pellet wurde dann, zur Durchfuihrung der intrazellularen Farbung Antikorper (IL-2, IL-
4, 1L-10, IL-17A, IL-35, IFNy, TGFB, TNFa) 1:100 in Perm/Wash verdiinnt, zugegeben
und 30 Minuten bei 4°C inkubiert. Anschliel3end wurde einmal mit Perm/Wash und
einmal mit FACS-Puffer gewaschen. Als letzter Schritt wurde das Pellet zur Fixierung
in 400 uL 1x PBS mit 1% PFA resuspendiert. Nach der Fixierung wurden die Proben
bis zur Analyse bei 4°C lichtgeschutzt aufbewahrt.

Fur die intrazellulare Farbung des IL-17 wurden die Zellen mit 1 pug/mL

Phorbolmyristatacetat (PMA) und 50 upg/mL lonomycin in 500 pg/mL Brefeldin A
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stimuliert. Das darin enthaltene PMA stimuliert die Zytokinproduktion von T-Zellen
unabhangig vom T-Zell-Rezeptor. Die Proben wurden tber 4 h bei 37 °C und
95% 02 / 5% COz2 inkubiert. Nach der Inkubationszeit, wurden die Zellen gewaschen
und 10 min mit Saponin (Sigma-Aldrich, Germany). Nach einem erneuten
Waschschritt, wurden die Zellen mit anti-CD3 und anti-IL-17 Antikdrper gefarbt. Fur

jede Probe wurde eine Kontrollprobe ohne Stimulation mit PMA / lonomycin eingesetzt.

Bei jeder Analyse wurden Farbungen mit Isotyp-Kontrollantikbrper durchgefiihrt
(IgGx), um das Ausmalfi einer unspezifischen Antikérperbindung beurteilen zu kénnen.
Die Aufnahme und Auswertung der Daten erfolgte Mithilfe des ,FACSCalibur®
Durchflusszytometers (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) und dem Programm
,CELLQuest" (BD Biosciences). Bei den Auswertungen wurden ausschliel3lich Zellen

im Lymphozyten-Gate berucksichtigt.

3.9 Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

Heparinisierte Blutproben von Patienten und Kontrollen wurden nach der Entnahme
zentrifugiert und das Serum wurde unter —-80°C gefroren und bis zur Analyse
aufbewahrt. Sera wurden in 96-Well-Mikrotiterplatten pipettiert und die Konzentration
von IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17, IFN-y, TGF-B, TNF-a wurde mittels quantitativer
sandwich-ELISA bestimmt. Die ELISA-Platten wurden mit dem jeweiligen Capture-
Antikdrper in coating-Puffer beschichtet (50 uL/Well). Nach dreimaligem Waschen mit
Waschpuffer wurden freie Bindungsstellen durch eine zweistiindige Inkubation der
Platten mit 200 pL Blockpuffer pro Well bei Raumtemperatur abgesattigt. Es folgten
drei Waschschritte mit Waschpuffer, bevor 50 uL Serum zugegeben wurde. Auf jeder
Platte wurde zudem eine Verdinnungsreihe eines externen Standards mitgefuhrt
(jeweils Doppelwerte). Nach zweistiindiger Inkubation bei Raumtemperatur wurden die
ELISA-Platte erneut dreimal mit Waschpuffer gewaschen und daraufhin mit je 50 pL
eines biotinylierten Detektions-Antikérpers inkubiert (in 1 x PBS mit 0,1% BSA
verdunnt). Die Platte wurde eine Stunde bei Raumtemperatur geschwenkt und nach
drei weiteren Waschvorgangen mit Waschpuffer das Streptavidin-HRP-Konjugat
zugegeben (1:200 in 1 x PBS mit 0,1% BSA verdinnt). Nach halbstiindiger Inkubation
bei Raumtemperatur und dreimaligem Waschen der ELISA-Platte wurden 100 pL

Farbsubstratlésung in jedes Well pipettiert. Die durch die HRP katalysierte Reaktion
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des farblosen Tetramethylbenzidins zu einem blauen Farbstoff wurde nach finf bis
zehn Minuten durch Zugabe von je 25 uL Stopppuffer beendet. Daraufhin wurde die
Absorption photometrisch bei einer Wellenlange von 450 nm gemessen und anhand

des mitgefuhrten Standards die jeweilige Zytokinkonzentration berechnet.

3.10 Statistische Analyse

Kategoriale Variablen wurden als absolute und prozentuale Patientenanzahl
angegeben und Fisher's-Exact-Test (Uberlebende vs. Nicht-Uberlebende im CS) oder
Chi-Quadrat-Test (HC, AMI, Uberlebende, Nicht-Uberlebende im CS) verglichen.
Kontinuierliche Variablen wurden als Mittelwert mit Standardabweichung (SD) oder als
Spannweite angegeben und mittels Wilcoxon-Mann-Whitney-Test (Uberlebende vs.
Nicht-Uberlebende im CS) oder one-way ANOVA (HC, AMI, Uberlebende, Nicht-
Uberlebende im CS) verglichen. Die Korrelationskoeffizienten wurden mit Hilfe von

Spearman-Test kalkuliert.

Alle quantitativen Parameter zeigten eine Normalverteilung (Kolmogorov-Smirnov-
test). Als Signifikanzschwelle wurde ein p-Wert kleiner als 0.05 festgelegt. Die
statistischen Analysen wurden mit GraphPad Prism 6 (GraphPad Software, Inc;
California, USA, 2012) und StatView (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA) durchgefuhrt.
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3.11 Materialien

3.11.1 Laborgerate

Analysenwaage Sartorius, Goéttingen

Brutschrank Heraeus Instruments, Hanau
Digitalwaage Sartorius, Goéttingen

Einkanalpipetten Eppendorf, Hamburg
Durchflusszytometer ,FACSCalibur* BD Bioscience, USA
Durchflusszytometrie-Software CELLQuest Pro BD Bioscience, USA

Inverses Mikroskop Olympus, Japan

Magnetrihrer IKA Labortechnik, Staufen
Mehrkanalpipette Eppendorf, Hamburg

Mikrozentrifuge Thermo Scientific, Massachusetts, USA
Neubauer-Zahlkammer (0,1 x 0,0025 mm?) Brandt, Wertheim

pH-Meter Eutech Instruments, USA

Reflotron Plus Photometer Roche Diagnostics, Schweiz
Schuttelinkubator Stuart, UK

ELISA-Reader Tecan, Mannedorf, Schweiz

Sterile Arbeitsbank Laminair Flow Heraeus Instruments, Hanau
Tischschuttelgerat VWR International, Pennsylvania, USA
Tischzentrifuge Heraeus Instruments, Hanau
Wasserbad Memmert, Schwabach
Wasserdeionisierungsanlage Milli-Q-Plus Millipore, Frankreich

3.11.2 Plastikwaren

Kryoréhrchen Sarstedt, Nirnberg
FACS-Rohrchen BD Bioscience, USA
96-Well ELISA-Platten R&D Systems, Wiesbaden
Pipettenspitzen Roth, Karlsruhe
ReaktionsgefalRe 0,5 mL; 1,5 mL; 2 mL Sarstedt, NUrnberg
Spritzen und Kanulen BD Bioscience, USA
Sterile Filtriergefal3e Millipore, Bedford, USA

Zentrifugenrohrchen 15 mL; 50 mL Falcon/BD Bioscience, USA
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Die verwendeten Chemikalien wurden, wenn nicht anders angegeben, von den Firmen Merck

(Darmstadt), Carl Roth (Karlsruhe) oder Sigma-Aldrich (Taufkirchen) bezogen.

3.11.4 Reagenzien fur biochemische und zellbiologische Arbeiten

Tween-20

Avidin-HRP
Diaminobenzidin (DAB)
Fetales Kélberserum (FCS)

Saccharose-Epichlorhydrin-Copolymer (Ficoll)

Gentamicin

L-Glutamin (200 mM)

Brefeldin A

lonomicin (250 ng/mL)
Phorbolmyristatacetat (PMA) (10 ng/mL)
Saponin

Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640

Streptavidin-HRP
Trypanblau

3.11.5 Antikorper

APC-, FITC-, PerCP-, PE-anti-Human CD3, CD4,

und Foxp3

FITC-anti-Human TGFp, PE-anti-Human IL-35

APC-anti-Human IL-17A
APC-, FITC-, PE-Ratte-anti-Human IgG1k
“Blocking’™-Antikorper (IgG1)

3.11.6 Medien fur eukaryotische Zellen

Fetales Kalberserum (FCS):

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
BD Bioscience, USA
BioRad, Miinchen
GibcoBRL, Eggenstein
Biochrom, Cambridge, UK
GibcoBRL, Eggenstein
GibcoBRL, Eggenstein
Sigma-Aldrich, Poole, UK
Sigma-Aldrich, Poole, UK
Sigma-Aldrich, Poole, UK
Sigma-Aldrich, Poole, UK
GibcoBRL, Eggenstein

BD Bioscience, USA
Serva Feinbiochemika, Hamburg

CD8, CD25, IL-2, IL-4, IL-10, IFNy, TNFa
BD Pharmingen, Heidelberg

R&D Systems, Wiesbaden

eBioscience, California, USA

BD Pharmingen, Heidelberg

BD Bioscience, USA

Vor Gebrauch fiir 30 Minuten auf 56°C erhitzt zur Inaktivierung des Komplementsystems
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RPMI 1640 mit 10% FCS:
500 mL RPMI 1640

50 mL FCS

5 mL L-Glutamin (200 mM)
2,5 mL Gentamicin

3.11.7 Puffer und Stammldsungen fir biochemische Arbeiten

Alle Puffer und Ldsungen wurden mit deionisiertem Wasser angesetzt und fur zellulare

Arbeiten vor Gebrauch steril filtriert oder autoklaviert.

LOsung fur intrazellulares FACS:
1,6 uL lonomicin

20 uL PMA (1:250 vorverdiinnt)

20 uL Golgi-Stop

960 pL Vollmedium

PBS-Tween fur ELISA:
0,1% Tween 20 in 1 x PBS

Stoppuffer fur ELISA:
2M H2S04

Substratpuffer fur ELISA (pH 5,5):
100 mM NaH.PO4

Waschpuffer fir ELISA:
0,05% Tween 20 in PBS

3.11.8 Puffer und Stammldsungen fir zellbiologische Arbeiten

Erythrozytenlyse-Puffer (pH 7,5):
10% 0,1 M Tris/HCI
90% 0,158 M NH.CI

Einfriermedium:
50% FCS; 40% RPMI mit 10%FCS; 10% DMSO

Antikorperldsung zur Farbung von Zellen:
1:100 Antikorper (APC, FITC, PE, PerCP) in FACS Puffer
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IMDM/10% FCS (Vollmedium):
500 mL IMDM

50 mL FCS

5 mL L-Glutamin (200 mM)

2,5 mL Gentamicin

Trypanblau-Lésung:
2 mg/100 mL in PBS

FACS-Puffer:
1x PBS, 5% FCS
0,01% NaNs

FACS-Fixierer:
4% Paraformaldehyd in PBS



Seite |33

4 Ergebnisse

4.1 ,Baseline” Charakteristika

Tabelle 2 zeigt die ,baseline” Charakteristika der Patienten. In Bezug auf Alter,
Geschlecht und kardiovaskularen Risikofaktoren gab es keinen statistischen
Unterschied zwischen Patienten mit unkompliziertem Myokardinfarkt (AMI) oder
kardiogenem Schock Patienten (CS). Patienten im infarktbedingten kardiogenen
Schock zeigten bereits bei Aufnahme auf die Intensivstation signifikante Unterschiede
bezuglich der Schwere ihrer Erkrankung, gemessen anhand des SAPSII-Scores
(p<0.001), der Myokardinfarktgrof3e, gemessen anhand von Troponin T (p=0.026), und
folgender hamodynamische Parameter: Herzfrequenz (p<0.001), mittlerem
systemarterielle Blutdruck (MAP, p<0.001), Herzindex (Cl, p<0.001) und cardiac power
index (CPI, p=0.003) festgestellt.
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Tabelle 2: ,,Baseline” Charakteristika, begleitende Therapien und hd&modynamische Parameter

bei gesunden Kontrollpersonen, Patienten mit unkompliziertem Myokardinfarkt (AMI) und

Patienten mit infarktbedingtem kardiogenen Schock getrennt nach Uberlebenden und Nicht-

Uberlebenden.

Kontrolle Kardiogener Schock p-Werte
. Nicht- Uberlebende vs. Alle

Gesunde AMI Uberlebende Uberlebende | Nicht-Uberlebende Gruppen
Inflammatorische Proteine
Nummer, n 20 20 20 20
Alter, Jahre 63 (43;86) 68 (47;92) 69 (39;90) 69 (47;85) 0.932 <0.001
Geschlecht (w/m) 8/12 8/12 6/14 5/15 1.0%) 0.680 **)
Kardiovaskulare Risikofaktoren
Nikotinabusus, n 5 (25%) 8 (40%) 8 (40%) 7 (35%) 1.0%) 0.725 **)
Diabetes mellitus, n 0 7 (35%) 5 (25%) 6 (30%) 1.0%) 0.039 **)
Hyperlipidamie, n 0 16 (80%) 14 (70%) 15 (75%) 1.0%) < 0.001 **)
Hypertension, n 0 7 (35%) 13 (65%) 7 (35%) 0.113%) < 0.001 **)
Critical illness Score
SAPSII score, points || | 28(16;44) | 32(22;48) | 42(23:66) | 0.003 | <o0.001
Myokardinfarkt
STEMI/NSTEMI, n 10/10 7113 8/12 0.748 *) 0.950 **)
Troponin T [pg/mL] 2.59+242 3.56+4.51 12.73 +16.10 0.026 <0.001
Creatine kinase [U/L] 1716 + 2560 2209 + 3324 5410 + 6860 0.068 <0.001
Zeitverzdgerung:
Symptome bis PCI [h] 93+75 89+6.7 9.6+8.7 0.747 <0.001
Begleitende Therapien
PCI + Stent, n, (%) 20 (100) 20 (100) 20 (100)
IABP, n, (%) 0 20 (100) 20 (100)
ASS+Clopidogrel, 20 (100) 20 (100) 20 (100)
n,(%)
Vasopressoren, n (%) 0 15 (75) 20 (100) 0.047
Ejektion Fraktion
EF (%) [ | 364+142 | 31.8+126 | 343+136 | 0.55 <0.001
Hamodynamische Parameter
Herzfrequenz 68.3+£7.6 81.7+7.6 98.4+23.1 107.1+23.1 0.243 <0.001
MAP [mmHg] 64.4+11.3 63.8+6.9 62.1+£9.9 53.5+11.9 0.018 <0.001
Herzindex [L/min/m?] 24+ 0.2 29+16 1.6+0.9 0.004 <0.001
CPI [mmHg/L/min/m?] 0.6+0.1 04+0.2 0.2+0.1 0.004 0.003

Kategoriale Variablen sind als absolute (n) und prozentuale (%) Patientenzahl gezeigt und wurden

mittels Fisher’'s exact Test oder Chi-square Test verglichen. Kontinuierliche Variablen sind als

arithmetischer Mittelwert mit Standardabweichung (standard deviation, SD; Minimum, Maximum)

gezeigt und wurden mittels Mann-Whitney Test oder one-way ANOVA verglichen. SAPS-II: Simplified

Acute Physiology Score; STEMI: ST-elevation myocardial infarction (ST-Hebungsinfarkt); NSTEMI: non-

ST-elevation myocardial infarction (Nicht-ST-Hebungsinfarkt); PCI: percutaneous coronary intervention

(perkutane Koronarintervention); IABP:

intraaortale Ballonpumpe, ASS: Acetylsalicylsdure; EF:

Ejektionsfraktion; MAP: mean arterial pressure (mittlerer systemarterieller Druck); CPI: cardiac power
index (= Cardiac Index * MAP * 0.0022)
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4.2 Inflammatorische Proteine

In Tabelle 3 sind die in dieser Studie gemessenen Immunparameter der Patienten im
kardiogenen Schock und der Kontrollen dargestellt. Im Verhéltnis zu Patienten mit
unkompliziertem Myokardinfarkt, zeigten Patienten im kardiogenen Schock sehr stark
erhohte Spiegel des C-reaktiven Proteins (p<0.001). Allerdings wurde Kkein
Unterschied in Procalcitonin-Werten dokumentiert. Kein Patient hatte klinische
Symptome einer Infektion, obwohl die Procalcitonin-Werte in der Gruppe der Nicht-

Uberlebenden im kardiogenen Schock erhoht waren (> 0.5 pg/L).

Tabelle 3: Inflammatorische Parameter bei gesunden Kontrollpersonen, Patienten mit
unkompliziertem Myokardinfarkt (AMI) und Patienten mit infarktbedingtem kardiogenen Schock

getrennt nach Uberlebenden und Nicht-Uberlebenden.

Kontrolle Kardiogener Schock p-Werte
. Nicht- § . All

Gesunde AMI Uberlebende UberIZb;nde thcietﬁs::gseﬁe Grupgen
inflammatorische Proteine
;;Zi;‘“"es Proteinll  607+0.04 | 6.83+3.76 | 50.23+73.66 | 5247 +80.29 0.928 <0.001
Procalcitonin [ug/L] 0.13+0.16 0.58 +0.74 0.15+0.09 1.22 +£2.07 0.047 0.004
Leukozyten
Leukozyten [10%/L] 8.19+1.92 11.79 + 4.63 12.67 £ 5.81 15.07 £ 6.78 0.237 <0.001
Monozyten [10%/L] 0.74 £0.17 1.06 + 0.42 1.14+£0.52 1.36 £ 0.61 0.237 <0.001
Lymphozyten [10%L] 3.19+0.75 4,48 £1.76 5.19+2.38 6.18 £+ 2.78 0.236 <0.001
T-Helferzellen (%)
Th1-Zellen (CD3*IFNy*) 1.05 +0.36 4.39+4.19 2.37+153 3.60 £ 1.59 0.044 0.022
Th2-Zellen (CD3*IL4") 1.92+0.77 2.61+1.85 1.80 +2.62 3.37+£2.43 0.159 0.218
Th17-Zellen (CD4*IL17%) 0.87 £0.42 0.75+0.60 0.95+0.41 2.95+1.49 <0.001 <0.001
Treg (CD4*Foxp3*) 6.56 + 2.64 7.71+£3.43 7.19 + 3.40 3.46+1.41 <0.001 <0.001
Intrazellulare Zytokinexpression in T-Zellen (% von Lymphozyten)
CD3*IFNy* T-Zellen 1.05 +0.36 4.39+4.19 2.37+153 3.60 £ 1.59 0.044 0.022
CD3*IL4* T-Zellen 1.92+0.77 261+1.85 1.80 + 2.62 3.37+£243 0.159 0.218
CD3*IL10* T-Zellen 1.49+0.88 1.93+1.62 212+1.64 1.86 +1.17 0.659 0.723
CD3*IL35" T-Zellen 1.30 £ 0.63 3.83+1.98 2.89 +2.00 3.05+0.14 0.5 0.111
CD3'TGFp* T-Zellen 1.22+0.84 3.20+1.72 250+1.81 3.50 +2.44 0.172 0.017
Zirkulierende proinflammatorische Zytokine (pg/mL)
TNFa 15.06 + 2.57 44.37 £5.41 35.44 +18.95 | 43.92+16.41 0.138 <0.001

282.20 + 231.50 +

IFNy 14.42 + 14.60 114.70 £ 9.39 182.10 108.70 0.321 <0.001
IL-2 85.79+4.72 136.70 £ 9.32 131.50 £ 2.18 132.20 £ 2.56 0.484 <0.001
IL-6 3.26+3.14 27.57+37.63 | 64.74+42.46 | 106.70 £ 46.13 0.004 <0.001
IL-17 22.75+7.16 60.34 £ 28.50 | 146.50 £ 95.13 ZZ;'éggoi 0.011 <0.001
Zirkulierende antiinflammatorische Zytokine (pg/mL)
IL-4 35.43+4.85 18.18 + 3.49 16.68 + 2.34 17.24 +2.95 0.635 <0.001
IL-10 156.10 +£ 34.06 | 143.70 £ 4.37 140.00 £ 4.35 143.60 £ 5.65 0.044 0.057

662.20 + 380.20 + 358.70 + 366.60 +
TGFp 156.70 131.00 155.30 163.90 0.881 <0.001
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Kontinuierliche Daten sind als arithmetischer Mittelwert mit Standardabweichung (standard deviation,
SD; Minimum, Maximum) gezeigt und wurden mittels Mann-Whitney-Test oder one-way ANOVA
verglichen. Th: T-Helferzellen, Treg: regulatorische T-Zellen; TNF: tumor necrosis factor; IFN:

Interferon; IL: Interleukin; TGF: transforming growth factor.

4.3 T-Helferzellpopulationen

Die Th1-Zellen waren bei allen Patienten mit akutem Koronarsyndrom erhdht, aber die
Anzahl der Thl-Zellen beim akuten Myokardinfarkt und beim kardiogenen Schock
waren nicht signifikant unterschiedlich. Die Th2-Zellen zeigten sich unverandert im

Vergleich zwischen den Gruppen (Tabelle 3).

Abbildung 5 zeigt ein Beispiel einer intrazellularen FACS-Analyse auf IL-17 in CD3* T-
Zellpopulationen bei einer gesunden Kontrollperson (A) und einem Patienten im

kardiogenem Schock (B).

A B
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Abbildung 5:. Th17-Zellen in Durchflusszytometrie. Durchflusszytometrische Analysen von
PMBC von einem gesunden Probanden und einem Patienten im kardiogenen Schock. Blutzellen
wurden mit PerCP-anti-CD3-Antikdrper und APC-anti-IL-17-Antikdrper markiert und die Zellen im
Lymphozyten-Gate analysiert. (A) ,Dotplot“ einer Blutprobe einer gesunden Kontrollperson
(CD3*IL-17* im Quadrant oben rechts, ,UR" = 1,40 % der Lymphozyten) und (B) ,Dotplot* einer
Blutprobe eines Patienten im kardiogenen Schock (CD3*IL-17* im Quadrant oben rechts, ,UR" =
5,38 % der Lymphozyten).



Seite |37

Die Anzahl an Th17-Zellen war niedrig bei Uberlebenden im kardiogenen Schock, bei
unkomplizierten Myokardinfarkt-Patienten und gesunden Kontrollpersonen, aber
dreifach erhoht bei Nicht-Uberlebenden im kardiogenen Schock (Tabelle 3, Abbildung
6A). Im Gegensatz dazu, war der prozentuale Anteil an spezifischen regulatorischen
T-Zellen (CD4*Foxp3*Treg) bei Nicht-Uberlebenden im  kardiogenen Schock
signifikant reduziert (p<0.001, Tabelle 3, Abbildung 6B).
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Abbildung 6: Thl7-Zellen (A) und regulatorische T-Zellen (B) bei gesunden
Kontrollpersonen (HC), Patienten mit unkompliziertem Myokardinfarkt (AMI) und Patienten
mit infarktbedingtem kardiogenen Schock (CS) getrennt nach Uberlebenden (CS-S) und
Nicht-Uberlebenden (CS-NS). Th17-Zellen (CD3*IL-17* T-Zellen) und regulatorische T-Zellen
(Treg, CD4*Foxp3* T-Zellen) wurden mittels Durchfluzytometrie identifiziert. Die Daten sind als
box-plots gezeigt. Mann-Whitney-Test wurde durchgefihrt (p-Wert).

Der Anstieg von Th17-Zellen bei Nicht-Uberlebenden im kardiogenem Schock war
assoziiert mit einer Reduktion der regulatorischen T-Zellen (Treg). Fir jeden Patienten
mit kardiogenem Schock konnte eine inverse Korrelation zwischen zirkulierenden
Thi17-Zellen und Treg-Zellen bestatigt werden (n=40, r>=0.439, p<0.001, Abbildung 7
A). AuBerdem wurde eine inverse Korrelation zwischen der Thl-Antwort und Treg-
Zellen dokumentiert (n=40, r>=0.297, p=0.003, Abbildung 7B).
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Abbildung 7: Korrelationen zwischen Th17-Zellen und regulatorischen T-Zellen (A) und

zwischen Thl-Zellen und regulatorischen T-Zellen (B) in Patienten mit kardiogenem

Schock (Uberlebende und Nicht-Uberlebende). Lineare Regression (p-Wert), n = 40.
Abbildung 8 zeigt die Th17/Treg - und die Th1/Treg - Ratio bei gesunden Kontrollen,
Patienten mit unkompliziertem Myokardinfarkt und Patienten im kardiogenen Schock,
getrennt nach Uberlebenden und Nicht-Uberlebenden. Bei Nicht-Uberlebenden im
kardiogenen Schock wurden hochsignifikante Th17/Treg - und Thl/Treg - Ratios
gefunden, die eine proinflammatorische Thl- und Th17-Antwort férderten (p<0.001,

Abbildung 8).
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Abbildung 8: Th17/Treg-Ratio (A) und Th1/Treg-Ratio (B) bei gesunden Kontrollpersonen
(HC), Patienten mit unkompliziertem Myokardinfarkt (AMI) und Patienten mit
infarktbedingtem kardiogenen Schock (CS) getrennt nach Uberlebenden (CS-S) und Nicht-
Uberlebenden (CS-NS). Thl-Zellen (CD3*IFNy* T-Zellen), Th17-Zellen (CD3*IL-17+ T-Zellen)
und regulatorische T-Zellen (Treg, CD4*Foxp3* T-Zellen) wurden mittels DurchfluRzytometrie
identifiziert. Die Daten sind als box-plots gezeigt. Mann-Whitney-Test wurde durchgefiihrt (p-

Wert).
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4.4 Intrazellulare Expression von Zytokinen

Die intrazellulare Expression diverser Zytokine in T-Zell-Subpopulationen ist in Tabelle
3 zusammengefasst. Die Thl-Antwort, gemessen durch die Frequenzen I[FNy
produzierender CD3* T-Zellen, war bei Patienten mit unkompliziertem Myokardinfarkt
und im kardiogenen Schock im Vergleich zu gesunden Kontrollen signifikant gesteigert
(p<0.022). Myokardinfarktpatienten zeigten einen breiten Bereich in dieser T-
Zellpopulation. Die IFNy*CD3* T-Zellen zeigten sich in nicht Giberlebenden kardiogener
Schock Patienten starker erhoht als in Gberlebenden Patienten (p < 0.044). Die Th2-
Antwort, gemessen durch die Produktion von IL-4 und IL-10 in CD3* T-Zellen, war
dagegen nicht signifikant unterschiedlich zwischen den Gruppen. Eine Anderung der

intrazellularen Expression von IL-35 und TGFf konnte nicht nachgewiesen werden.

4.5 Zirkulierende Zytokine

Alle Patienten mit akuten Koronarsyndromen zeigten eine Steigerung der folgenden
proinflammatorischen Zytokine: TNFa, IFNy, IL-2, IL-6 und IL-17 (Tabelle 3). Jedoch
wies nur die Expression von IL-6 und IL-17 einen direkten Zusammenhang mit dem
Schweregrad oder der Progression eines kardiogenen Schocks auf. Nicht-
Uberlebende im kardiogenen Schock hatten deutlich erhthte Plasmaspiegel beider
Zytokine (IL-6: 106.70+46.13 vs. 64.74+42.46 pg/mL, p=0.004; IL-17: 271.90+158.00
vs. 146.50+95.13 pg/mL, p 0.011; Abbildung 9).
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Abbildung 9: Zirkulierende Thl7-zugehdrige Zytokine bei gesunden Kontrollpersonen
(HC), Patienten mit unkompliziertem Myokardinfarkt (AMI) und Patienten mit
infarktbedingtem kardiogenen Schock (CS) getrennt nach Uberlebenden (CS-S) und Nicht-
Uberlebenden (CS-NS). A: Interleukin-6 (IL-6); B: Interleukin-17 (IL-17). Die Daten sind als box-
plots gezeigt. Mann-Whitney-Test wurde durchgefiihrt (p-Wert).

Im Gegensatz dazu waren die zirkulierenden antiinflammatorischen Zytokine IL-10 und

TGFp bei akuten Koronarsyndromen signifikant vermindert (Abbildung 10).
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Abbildung 10: Zirkulierende Treg-zugehorige Zytokine bei gesunden Kontrollpersonen
(HC), Patienten mit unkompliziertem Myokardinfarkt (AMI) und Patienten mit
infarktbedingtem kardiogenen Schock (CS) getrennt nach Uberlebenden (CS-S) und Nicht-
Uberlebenden (CS-NS). A: transforming growth factor B (TGFB); B: Interleukin-10 (IL-10). Die
Daten sind als box-plots gezeigt. Mann-Whitney-Test wurde durchgefiihrt (p-Wert).
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Allerdings korrelierte die Reduktion antiinflammatorischer Zytokine mit der Schwere
der akuten Koronarsyndrome in dieser Studie nicht (Tabelle 3). Es wurden keine
signifikante  Korrelationen  zwischen  den  Treg-Frequenzen und den
Serumkonzentrationen von folgenden zirkulierenden Zytokinen gefunden: IL-2, IL-4,
IL-10, IFNy und TNFa (Daten nicht gezeigt). Es zeigte sich aber eine inverse
Korrelation zwischen IL-6 und TGFp (Abbildung 11).
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Abbildung 11: Korrelation zwischen der
Serumkonzentrationen von IL-6 und
TGFBin Patienten mit kardiogenem
Schock  (Uberlebende und  Nicht-
Uberlebende).

Lineare Regression (p-Wert), n = 40.
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5 Diskussion

Diese Arbeit konnte erstmals nachweisen, dass der Schweregrad eines
infarktbedingten kardiogenen Schocks und seine Folgen (28-Tage-Mortalitét) in enger
Beziehung mit (1) einem Thl17/Treg Ungleichgewicht in Richtung einer Thl7
Differenzierung und (2) einer Anderung des Zytokinmilieu steht, welche eine Erh6hung
von IL-6 begunstigt. Patienten im kardiogenem Schock, die nicht Uberlebten, zeigten
eine deutliche Th1l7-Polarisierung mit Reduktion der Treg-Anzahl im Verhéltnis zu
Uberlebenden im kardiogener Schock und Patienten mit unkompliziertem

Myokardinfarkt.

Eine effektive Koordination des Immunsystems bendtigt ein adaquates Gleichgewicht
der verschiedenen T-Helfer-Zellpopulationen. IL-17-produzierende Th17-Zellen
spielen eine Schlusselrolle in Immunreaktionen gegen extrazellulare Pathogene, der
Induktion verschiedener Autoimmunerkrankungen und der Atopie 6. Die Th17-Antwort

konnte auch in der Pathogenese der Destabilisierung einer atherosklerotischen Plaque
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und der Entstehung von akuten Koronarsyndromen involviert sein °. Des Weiteren
wurde auch eine Verminderung der Treg-Zellen in mehreren Autoimmunpathologien °°

und bei Patienten mit akuten Koronarsyndromen 3334 beschrieben.

5.1 Regulatorischer T-Zellen und das Zytokinprofil im Schock

Der Einfluss von zirkulierenden Zytokinen auf die Proliferation und Aktivierung der
Treg-Zellen im kardiogenen Schock ist nicht bekannt; umgekehrt ist auch nicht bekannt
welchen Effekt Treg-Zellen auf die Zytokinproduktion im Schock haben. In dieser
Arbeit konnte keine starke Korrelation zwischen dem prozentualen Anteil an Treg-
Zellen und den Konzentrationen von IL-2, IL-4, IL-10, IFNyund TNFo im Serum
gefunden werden. Daher erscheinen Treg-Zellen fir die Modulierung der

inflammatorischen Antwort im kardiogenen Schock nicht unverzichtbar zu sein.

IL-10 gilt als eines der wichtigsten antiinflammatorischen Zytokine und ist fir
verschiedene inhibitorischen Inflammationsmechanismen verantwortlich 5%-°1, [L-10 ist
in die Treg-vermittelte Suppression involviert und hemmt die Th1-Antwort 5292, Diese
Studie dokumentierte nur eine marginale Diminution des IL-10-Niveaus im Serum in
Patienten im kardiogenem Schock die nicht Giberlebten. Diese Ergebnisse konnen eine
protektive Rolle von IL-10 in der Magnitude der Immunantwort im kardiogenen Schock

nicht stitzen.

5.2 Regulatorische T-Zellen und die Th1-/Thl17-Immunantwort im Schock

In dieser Arbeit wurde eine Verminderung der regulatorischen T-Zellen (Treg) mit
konsekutiver Induktion der proinflammatorischen Thl- und Thl7-Zellen zu Beginn
eines kardiogenen Schocks nachgewiesen. IL-17-produzierende Th17-Zellen sind bei
Nicht-Uberlebenden im kardiogenen Schock im Verhéltnis zu Uberlebenden und
Patienten mit unkompliziertem Myokardinfarkt signifikant angestiegen. In Konkordanz
mit vorherigen Beobachtungen bei Myokardinfarkt-Patienten 32 wurde in dieser Studie
ein Ungleichgewicht zwischen den Frequenzen von Treg-Zellen und Th17-Zellen nicht
nur bei Patienten mit unkompliziertem Myokardinfarkt sondern auch bei Patienten im
infarktbedingten kardiogenen Schock gefunden. Die Frequenz von Thl-Zellen war bei
akuten Koronarsyndromen ebenfalls signifikant erhdoht. Es wurde eine inverse

Korrelation zwischen Thl-Zellen und Treg-Zellen nachgewiesen. Das Th2-
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Kompartiment zeigte in den verschiedenen Gruppen von akuten Koronarsyndromen
keine signifikanten Unterschiede. In der Literatur wurde eine Pradominanz der Thl-
Antwort, kombiniert mit einer starken inversen Korrelation zwischen Treg-Zellen und
Thi-Zellen, bei akuten Koronarsyndromen beschrieben 34, Bei einer mangelhaften
suppressiven Treg-Funktion kénnen Thl-Zellen wahrend akuter kardialer Ereignisse

proliferieren und dadurch die proinflammatorische Zytokin-Antwort steigern 7782,

5.3 Antiinflammatorische Zytokine in T-Zellpopulationen im Schock

Patienten, die infolge eines infarktbedingten kardiogenen Schocks innerhalb von 28
Tagen verstarben, hatten deutlich weniger regulatorische T-Zellen (Treg) als
Uberlebende. Die funktionellen Eigenschaften der Treg-Zellen wurden in dieser Studie
nicht direkt evaluiert. Allerdings war die numerische Reduktion der Treg-Zellen in
Nicht-Uberlebenden eines kardiogenen Schocks nicht mit einer Dysfunktion dieser T-
Zellpopulation assoziiert, da die intrazellulare Expression von TGFp und IL-10 in dieser
T-Zellsubpopulation nicht eingeschrankt war. Die Expression von IL-35, einem
wichtigen Faktor fur die Expansion und Funktion der Treg-Zellen 934, zeigte sich auch
gleichbleibend.

5.4 Transforming growth factor 3 (TGFR) im kardiogenen Schock

Auch wenn die intrazellulare T-Zellproduktion des antiinflammatorischen TGFB im
kardiogenen Schock unverédndert war, waren die Serumkonzentrationen dieses
Zytokins bei allen akuten Koronarsyndromen deutlich erniedrigt, jedoch nicht
signifikant unterschiedlich zwischen Myokardinfarkt und kardiogenem Schock. TGFp
wird nicht nur von Lymphozyten sondern auch von Monozyten, Makrophagen,
Fibroblasten und Endothelzellen produziert . Deshalb koénnen mehrere
Zellpopulationen fur die Senkung von TGFB in akuten Koronarsyndromen
verantwortlich sein. Aktives TGFp ist wichtig fiur die Treg-vermittelte
Immunsuppression und die Erhaltung der peripheren Toleranz 44°. Die verminderte
TGFB-Produktion zeigt im Zusammenhang mit der Treg-Depletion eine deutliche
Unterdriickung der regulatorischen Mechanismen wahrend des Schocks. Diese Treg

Depletion kbnnte sogar zur Morbiditat/Mortalitat dieser Patienten beitragen.
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5.5 Interleukin 6 im kardiogenen Schock

Im Allgemeinen ist der kardiogene Schock mit hohen Niveaus zirkulierenden IL-6
assoziiert. IL-6 ist ein von Thl7-Zellen produziertes Zytokin, welches potente
proinflammatorische Effekte aufweist 8. IL-6 gehort zu den sensitivsten
inflammatorischen Marker fir kardiovaskulare Ereignisse °7°® und besitzt eine
prognostische Relevanz bei akuten Koronarsyndromen °°. In dieser Studie hatten
Patienten mit héheren IL-6-Niveaus eine schlechtere Prognose, was darauf hindeutet,
dass Patienten mit einer tUbererhdhten proinflammatorischen Antwort wahrend des
kardiogenen Schocks eine Hochrisikopopulation fir kardiovaskulare Komplikationen

reprasentieren.

Naive CD4* T-Zellen differenzieren sich in verschiedenen Subpopulationen abhangig
vom Zytokinmilieu. IL-6 und IL-23 induzieren die Differenzierung der T-Zellen in IL-17-
produzierende Th17-Zellen °. Von Treg-Zellen exprimiertes TGFp induziert auch die
Th17- Differenzierung in Anwesenheit von IL-6. TGF alleine stimuliert die Treg-
Differentiation, aber die Prasenz von IL-6 inhibiert die Entwicklung von Treg-Zellen und
favorisiert die Thl7-Polarisierung "7, Da TGFp fur die Differenzierung beider T-
Zellpopulationen bendtigt wird, ist es bisher nicht klar wie das Th17/Treg Equilibrium

erreicht wird und inwiefern IL-6 eine Th17-Polarisierung beeinflusst %76,

Die verminderte TGFp-Sekretion in Kombination mit erhdhten IL-6-Werten ist der
fuhrende Mechanismus, welcher eine Reduktion der Treg-Anzahl mit begleitender
Erhéhung der Thl7-Zellen in Patienten mit kardiogenem Schock erklaren kénnte.
Dieser Mechanismus wurde von der inversen Korrelation zwischen IL-6 und TGFf3

bzw. Th17- und Treg-Zellen in dieser Arbeit unterstitzt.

5.6 Interleukin 17 im kardiogenen Schock

Die Prasenz einer akuten Inflammation im kardiogenen Schock hat sich in dieser
Studie bei den erhoéhten Konzentrationen proinflammatorischer Zytokine wie IFNy,
TNF-o, IL-2, IL-6 und IL-17 bestétigt. Die Relevanz von IL-17 in akutem
Koronarsyndrom ist unklar, wenngleich einige Studien die proatherogene Rolle von IL-
17 unterstitzen 79809 Eine schitzende Funktion von IL-17 in koronaren

Herzkrankheiten wurde ebenfalls angedeutet 741, Eine vor kurzem publizierte Studie
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legt nahe, dass eine verminderte Konzentration an zirkulierendem IL-17 mit einem
erhohten kardiovaskularen Risiko wie Myokardinfarkt und Mortalitéat verbunden ist 192,
Allerdings unterstiitzen die Ergebnisse unserer Studie die Hypothese, dass erhohte IL-
17-Konzentrationen im Kontext eines kardiogenen Schocks schéadlich sein kénnen.
Diese Ergebnisse liefern eine weitere Evidenz fir eine Funktion von IL-17, welche tber
die Instabilitat der Plagque hinausgeht, und mit einem hamodynamischen Versagen
sowohl im septischen Schock 12 als auch im kardiogenen Schock einhergeht (unsere
Studie) 103,

5.7 Perspektiven dieser Arbeit

Das primére Ziel dieses Projektes war es die Mechanismen der T-Zellregulation bei
Patienten mit akuten Koronarsyndromen zu charakterisieren. Bisher gab es keine

Daten uber die Rolle der regulatorischen T-Zellen (Treg) im kardiogenen Schock.

Eine wichtige Frage fur zuklinftige Studien ist es zu beurteilen, ob die reduzierte Anzahl
an Treg-Zellen einen Risikofaktor fiir die Entwicklung und die Schwere des Verlaufes
von akuten Koronarsyndromen (unkomplizierter Myokardinfarkt, kardiogener Schock,
Mortalitat) bei Patienten mit stabiler koronarer Herzerkrankung ist. Prospektive Studien
sind notwendig, um zu erforschen inwiefern eine Treg-,down“-Regulation ein neuer
pradiktiver Marker fir Prognose von akuten Koronarsyndromen sein kdnnte. Da viele
verschiedene Treg-Populationen existieren, muss eine phanotypische und funktionelle
Charakterisierung der Treg-Zellen in akuten Koronarsyndromen erfolgen. Diese
Erkenntnisse konnten bedeutende therapeutische Folgen haben, da die Induktion
regulatorischer T-Zellpopulationen tber verschiedene Mechanismen erfolgen kann.

Fur die Stimulation der Treg-Zellen gibt es verschiedene Strategien, die bereits in
anderen klinischen Kontexten hilfreich sind. Die Induktion der Treg-Zellen mittels IL-2-
Anwendung wird in der Transplantationsmedizin zur Pravention der graft versus host
disease (GVHD) erfolgreich genutzt 10419, Statine sind auch in der Lage Treg-Zellen
durch die Modulation antigenprasentierender Zellen positiv zu beeinflussen 6. Eine
fruhe Rekrutierung von Treg durch Induktion regulatorischer Chemokine kann
plaquestabilisierend wirken, die inflammatorischen Reaktionen limitieren und ein
ungunstiges Remodeling nach dem Myokardinfarkt verhindern 3597, Durch die

Inhibierung inflammatorischer Mechanismen kénnte sich eine Stimulierung der Treg-
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Zellen gunstig auf den Verlauf eines infarktbedingten kardiogenen Schocks auswirken.

6 Schlussfolgerung

Die Messung der T-Zellpopulationen und Zytokine in dieser Arbeit lieferte wichtige
Informationen uber die inflammatorischen Prozesse wéahrend der ersten Stunden nach
Beginn des kardiogenen Schocks. Auch wurden Hinweise Uber die Prasenz multipler
Immunabnormitaten im kardiogenen Schock gefunden. Das Ungleichgewicht
zwischen pathogenen Thl-Zellen, inflammatorischen Th17-Zellen und protektiven
Treg-Zellen kann fur den Verlauf und die Prognose des infarktbedingten kardiogenen
Schocks entscheidend sein. Das Thl1l/Thl17/Treg Ungleichgewicht konnte einen
Risikoindikator und eine vielversprechendes therapeutisches Target im kardiogenen

Schock reprasentieren.

Allerdings ist diese Studie wegen ihres retrospektiven Designs und der relativ kleinen
Patientenanzahl limitiert. Trotzdem bieten die Befunde dieser Arbeit eine wichtige
Einsicht bezuglich der T-Zellregulation bei Patienten mit kardiogenem Schock und
weisen auf eine neue Therapiemdglichkeit der Immunmodulation im kardiogenen
Schock hin. Weitere Forschungen zur pathophysiologischen Bedeutung der
Th1l7/Treg-Ratio und ihrer Immunmodulation als neue therapeutische Strategie im

kardiogenen Schock sind notwendig.
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