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Einleitung 1

1 Einleitung
1.1 Herzinsuffizienz

1.1.1 Eine Erkrankung von sozio6konomischer Relevanz

Die Herzinsuffizienz (HI) ist eine Erkrankung, die in westlichen Landern von ho-
her Relevanz ist. In Industrienationen leiden 1-2 % der erwachsenen Bevdlke-
rung darunter. Unter den Uber 70-Jahrigen sind sogar bis zu 10 % betroffen
(Mosterd and Hoes, 2007, Bleumink et al., 2004). Fir die Betroffenen stellt diese
Erkrankung eine enorme Belastung und Einschrankung der Lebensqualitat dar.
Uber die Halfte der Patienten berichtet von Kurzatmigkeit, Kraftlosigkeit, Schmer-
zen, Abgeschlagenheit und Mundtrockenheit (Bekelman et al., 2007). Die
Schwere der Erkrankung wird besonders deutlich, wenn man betrachtet, dass die
Mehrheit der Patienten, die wegen HI einmal ins Krankenhaus eingewiesen wur-
den, innerhalb von finf Jahren verstirbt (Ponikowski et al., 2014). Heutzutage
rickt zudem die 6konomische Relevanz einer Erkrankung immer weiter in den
Fokus. HI verursacht weltweit Kosten in Hohe von 92 Milliarden Euro pro Jahr

und stellt somit eine grof3e wirtschatftliche Belastung dar. (Cook et al., 2014).

1.1.2 Atiologie der Herzinsuffizienz

Die HI ist ein klinisches Syndrom, das durch strukturelle und/oder funktionelle
Veranderungen am Herzen verursacht wird, welche zu einer reduzierten kardia-
len Auswurfleistung und/oder zu erhéhtem intrakardialen Druck flihren
(Ponikowski et al., 2016). Ursachen hierfur sind zahlreich, unter anderem ein is-
chamisches Geschehen im Rahmen einer koronaren Herzkrankheit (KHK), arte-
rielle Hypertonie, Diabetes mellitus, Arrhythmien, Kardiomyopathien und Infekti-
onen (McMurray and Stewart, 2000). Eine weitere wichtige Ursache, die zur Ent-
stehung einer HI fiihren kann, ist die Veranderung der Herzklappen. Mitral- und
Aortenklappeninsuffizienz sind die Hauptursachen fir eine kardiale Volumenbe-
lastung (Carabello, 2002).
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1.2 Von der Herzinsuffizienz zur Aktivierung des Immunsystems
Die genauen Vorgange, wie es von der HI zur Aktivierung des Immunsystems
kommt, sind von grof3em Interesse und seit Jahren Gegenstand der Forschung.

Bis heute gibt es mehrere Theorien dazu.

1.2.1 Das Herz als Hauptort des Geschehens

Die bei der HI vorliegende erhdhte kardiale Druck- oder Volumenbelastung hat
weitreichende Folgen fur die Kardiomyozyten und die kardiale Extrazellularmatrix
(Frangogiannis, 2017). Der dauerhafte mechanische Stress durch die Uberbean-
spruchung des Herzmuskels verursacht Schaden an verschiedenen Strukturen
des Herzens, woraufhin Reparaturmechanismen im Rahmen einer Entzindungs-
reaktion aktiviert werden (Zhang et al., 2017). Von den beschadigten Kardiomy-
ozyten werden ,Damage-associated molecular patterns“ (DAMPs), endogene
Molektle wie Hitzeschockproteine (HSP) oder reaktive Sauerstoffspezies (ROS),
die bei Gewebeschadigung entstehen, freigesetzt. Diese werden von ,Pattern
Recognition Receptors (PRRs) erkannt, woraufhin eine Entztindungsreaktion
ausgelost wird (Takeuchi and Akira, 2010). Neutrophile Granulozyten, Monozy-
ten und Makrophagen wandern ein, phagozytieren nekrotisches Gewebe und
schitten inflammatorische Zytokine aus (Anzai, 2013). Diese bewirken einen
Umbau der extrazellularen Matrix (EZM) und fihren zur Hypertrophie der Kardi-
omyozyten (Jankowska et al., 2006). Bestehen die Entziindungsreaktionen je-
doch aufgrund der anhaltenden Belastung dauerhaft, kobnnen diese Entzin-
dungsreaktionen ihrerseits wiederum zur Progression der HI beitragen. (Genth-
Zotz et al., 2004). Nachgewiesen wurde dies bereits fur ischamisch verursachte
HI. Wenn eine Entziindungsrektion tber die eigentliche Reparaturphase nach ei-
nem Myokardinfarkt hinaus besteht, kann dies zu einem unguinstigen Umbau von

Myokard fuihren, das weiter vom Infarktareal entfernt liegt (Anzai, 2013).
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1.2.2 Systemische Hypoxie als Ausléser der Immunaktivierung

Eine weitere Hypothese geht davon aus, dass besonders bei hochgradiger HI die
Pumpleistung des Herzens nicht mehr ausreicht, um den Korper ausreichend mit
Sauerstoff zu versorgen. Diese systemische Hypoxie macht sich besonders im
Skelettmuskel bemerkbar (Paulus, 1999). Hier finden ahnliche Prozesse wie im
Herzmuskel statt. Aus dem beschadigten Gewebe werden DAMPs freigesetzt,
die von PRRs erkannt werden und eine Entztindungsreaktion auslésen (Hasper
et al., 1998).

1.2.3 Immunaktivierung im Darm

Die dritte Hypothese, wie es zur Immunaktivierung bei HI kommen kann, besagt,
dass es durch die mangelnde Kapazitat des Herzens, das Blut weiter zu trans-
portieren, zum vendsen Rickstau kommt. Aufgrund des Ruckstaus entstehen im
Intestinaltrakt Darmwandddeme, die zur bakteriellen Translokation fuhren.
Dadurch werden groRe Mengen Endotoxin in den Kreislauf freigesetzt, welches
von CD14-Rezeptoren gebunden wird. Diese Rezeptoren kommen hauptsachlich
auf Monozyten und Makrophagen vor. Die Immunzellen werden durch die Bin-
dung von Endotoxin an CD14 aktiviert (Mari et al., 2002, Niebauer et al., 1999).

1.2.4 Neurohormonale Uberaktivierung

Die vierte Hypothese, wie es zur Immunaktivierung bei HI kommt, beruht darauf,
dass bei chronischer HI eine Ubermalige Aktivierung neurohormonaler Systeme
stattfindet. Beispielsweise werden die Nieren durch einen geringeren arteriellen
Perfusionsdruck bei HI weniger durchblutet, woraufhin das Renin-Angiotensin-
Aldosteron-System (RAAS) aktiviert wird. Mittels Angiotensin Il werden zirkulie-
rende Leukozyten zur Adhasion an Endothelzellen und zur Synthese von Che-

mokinen und inflammatorischen Zytokinen veranlasst (Brasier et al., 2002).
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Abbildung 1 — Von der Herzinsuffizienz zur Aktivierung des Immunsystems

Theorie 1: Aufgrund der dauerhaften Druck- und Volumenbelastung bei HI, kommt es zu
Endo- und Myokardschaden. Vom geschadigten Gewebe werden DAMPs, ROS und
HSP freigesetzt. Diese werden von PRRs erkannt und lI6sen eine Entziindungsreaktion
aus. Neutrophile Granulozyten, Monozyten und Makrophagen wandern ein, phagozytie-
ren nekrotisches Gewebe und schiitten verschiedene Zytokine aus. Theorie 2: Aufgrund
der eingeschrankten Pumpleistung des Herzens bei HI, entsteht eine systemische Hy-
poxie, die besonders die Skelettmuskulatur schadigt. Auch diese setzt DAMPs frei, wo-
raufhin der gleiche Signalweg wie bei Theorie 1 in Gang gesetzt wird.

Theorie 3: Durch die mangelnde Pumpleistung bei HI kommt es zum vendsen Riickstau.
Daraufhin entstehen im Intestinaltrakt Darmwandddeme. Diese fuhren zur bakteriellen
Translokation, woraufhin Endotoxin in den Kreislauf freigesetzt wird. Dieses wird vor al-
lem von Monozyten und Makrophagen tber deren CD14-Rezeptoren erkannt, woraufhin
die Zellen aktiviert werden und Zytokine freisetzen. Theorie 4: Aufgrund der renalen Min-
derperfusion bei HI wird das RAAS aktiviert. Angiotensin Il regt Leukozyten zur Freiset-
zung von Zytokinen an.
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1.3 Herzinsuffizienz und die Zytokine

Zytokine sind unerlasslich fur die Ausbreitung der Immunantwort. Sie locken Zel-
len des Immunsystems an den Ort der Entziindung und fordern deren Prolifera-
tion und Differenzierung. Somit nehmen Zytokine eine zentrale Rolle bei der Im-

munaktivierung ein (Torre-Amione, 2005).

1.3.1 Folgen der Zytokinfreisetzung

Die gewinschte Funktion der Zytokinfreisetzung bei der HI besteht darin, die
Wundheilung des beschéadigten Myokards in Gang zu setzen und somit Schaden,
die durch die Druck- und Volumenbelastung entstanden sind, zu reparieren und
das Myokard besser an die Belastungen anzupassen (Gullestad et al., 2012).
Dies geschieht durch exzentrische Hypertrophie der Kardiomyozyten und Umbau
der EZM (Hutchinson et al., 2010). Bestehen diese Entziindungsreaktionen je-
doch Uber langere Zeit, kann es zu Narbenbildung, linksventrikularer Dilatation
und kontraktiler Dysfunktion kommen, was wiederum zur Progression der HI bei-
tragt (Mann, 2003). Im Tiermodell wurde nachgewiesen, dass bei der Volumen-
belastung zuerst Teile der EZM, besonders Kollagen I, abgebaut werden. Beim
Aufbau der neuen Matrix wird hingegen vor allem Kollagen Il gebildet. Dies hat
eine Reduktion der Myokardwanddicke zur Folge (Brower and Janicki, 2001,
Hutchinson et al., 2010). Wenn Zytokine in hoher Dosierung vorliegen, sind sie
mitverantwortlich fir negativ inotrope Effekte auf das Myokard. Durch toxische
Einflusse endogener Zytokine kommt es zu Apoptose und Nekrose der Kardio-
myozyten (Candia et al., 2007, Seta et al., 1996). Von den beschadigten Kardio-
myozyten werden, wie in Kapitel 1.2.1 beschrieben, endogene Molekile freige-
setzt, die zu einer noch starkeren Entziindungsreaktion fiihren. Da Zytokine in
die Blutbahn abgegeben werden und somit systemisch vorkommen, haben sie
auch Auswirkungen auf andere Organe und Gewebe. Beispielsweise wurde flr
Tumornekrosefaktor-a (TNF-a), Interleukin-1 (IL-1) und Interleukin-6 (IL-6) be-
reits nachgewiesen, dass sie eine Anamie verursachen kdonnen, indem sie die
Produktion von Erythropoetin (EPO) beeintréachtigen und die Apoptose von Vor-
lauferzellen im Knochenmark férdern (Okonko and Anker, 2004). Aul3erdem be-
eintrachtigen inflammatorische Zytokine die Endothelfunktion durch mehrere Me-

chanismen. Sie fordern zum einen die Expression von Adhasionsmolektlen und
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inflammatorischen Chemokinen, was wiederum die Entzindungsreaktion inner-
halb der GefalRwand verstarkt. AuRerdem kann TNF-a direkt die Apoptose von
Endothelzellen induzieren (Li et al., 2003). Zudem beeinflussen inflammatorische
Zytokine das Gleichgewicht zwischen endogenen Vasodilatatoren (z.B. NO) und
Vasokonstriktoren (z.B. Endothelin-1) zugunsten der Konstriktoren, was zu einer
reduzierten Organperfusion fuhrt. Die daraus resultierende Gewebshypoxie kann
unter anderem zu Myopathien und/oder Leberfunktionsstérungen fihren
(Tousoulis et al., 2005).
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Abbildung 2 — Folgen der Zytokinfreisetzung

Besteht der erhohte Zytokinspiegel nur fur kurze Zeit, férdern die Zytokine die Wundhei-
lung bei geschadigtem Myokard. Bestehen die erhdhten Zytokinspiegel jedoch fur lan-
gere Zeit, kommt es am Myokard zur Narbenbildung mit kontraktiler Dysfunktion. Dies
geschieht vor allem dadurch, dass Kollagen | abgebaut und durch Kollagen Il ersetzt
wird. Zudem beeintrachtigen einige Zytokine die Produktion von EPO, wodurch sie eine
Andmie verursachen kdnnen und fordern die Apoptose von Vorlauferzellen aus dem
Knochenmark. AuRerdem férdern hohe Zytokinspiegel tber langere Zeit die Expression
von Adhasionsmolekilen am Endothel, was die Entzindungsreaktion innerhalb der Ge-
falBwand verstarkt. Sie induzieren die Apoptose von Endothelzellen und fihren zur Va-

sokonstriktion, was zu einer reduzierten Organperfusion fuhrt.
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1.3.2 Zytokine als Biomarker

Bei Patienten mit HI wurden erhéhte Spiegel verschiedener inflammatorischer
Zytokine gemessen, was zu der Frage fuhrt, ob sich Zytokine als Biomarker eig-
nen wirden. Dies konnte fir die Diagnosesicherung, die Prognose und zur Uber-
prifung des Behandlungserfolgs hilfreich sein. In mehreren Studien wurde nach-
gewiesen, dass erhdhte Plasma-/Serumspiegel bestimmter Zytokine signifikant
mit einer reduzierten kardialen Belastbarkeit korrelieren (Testa et al., 1996,
Yndestad et al., 2006). Zudem waren Zytokine wie TNF-a und IL-6 besonders bei
Patienten mit schlechtem Outcome erhdht (Fildes et al., 2009). Vor allem I6sliche
TNF-a-Rezeptoren stellten sich als starkste Pradiktoren fur die Langzeitmortalitéat
heraus. Demnach korrelieren erhdhte Spiegel verschiedener proinflammatori-
scher Zytokine nicht nur mit der Schwere der Erkrankung, sondern kénnen auch

Hinweise fir eine Prognose geben (Rauchhaus et al., 2000).

1.3.3 Proinflammatorische Zytokine — Herkunft und Funktion

Im Folgenden sollen die Hauptproduzenten und die wichtigsten Funktionen der
proinflammatorischen Zytokine erlautert werden, die in dieser Studie untersucht
wurden. Die Effekte verschiedener Zytokine sind vielfaltig. Die Wirkungen sind
teilweise redundant, jedoch werden die Molekuile unter verschiedenen Umstan-

den ausgeschittet (Petersen and Felker, 2006).

Tabelle 1 - Proinflammatorische Zytokine - Herkunft und Funktion

Zytokin | Hauptproduzent Wichtigste Funktionen
IL-2 Thl-Lymphozyten Proliferation von CD4*-T-Lymphozyten,
(Hwang et al., 2005) CD8*-T-Gedachtniszellen, Nattrlichen

Killerzellen (NKZ) und B-Lymphozyten,
Steigerung der Antikdrpersekretion in
B-Lymphozyten,

Steigerung der Zytokinproduktion in
T-Lymphozyten und NKZ (Gaffen and
Liu, 2004),

in vitro negativ inotrop (Mari et al., 2002)
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Zytokin | Hauptproduzent Wichtigste Funktionen
IL-4 Th2-Lymphozyten Regulation der Antikdrperproduktion,
Neutrophile Granulozyten | Regulation der B- und T-Zellantwort,
Basophile Granulozyten | Wachstumsfaktor fir Lymphozyten
Makrophagen (Gadani et al., 2012, Brown and Hural,
(Chomarat and 1997)
Banchereau, 1997, Sokol
et al., 2008)
IL-5 Th2-Lymphozyten Stimulation von Wachstum und Differen-
(Ikutani et al., 2012) zierung eosinophiler Granulozyten und
B-Lymphozyten
(Leckie et al., 2000, Murphy et al., 2014)
IL-6 Th2-Lymphozyten Induktion der Produktion bestimmter
Neutrophile Granulozyten | Akute-Phase-Proteine in der Leber,
Basophile Granulozyten | Regulation von Eisen- und Zinktranspor-
Makrophagen tern,
Myozyten Forderung der Thrombozytenfreisetzung
(Diehl and Rincon, 2002, | aus dem Knochenmark,
Febbraio and Pedersen, | Forderung der Differenzierung von
2005) T-Lymphozyten
(Tanaka et al., 2014)
IL-9 Thl-Lymphozyten Wachstumsfaktor fur Mastzellen,

Th2-Lymphozyten
(Noelle and Nowak,
2010)

Mobilisation eosinophiler Granulozyten,
Aktivierung von Th2-, Th17- und
B-Lymphozyten

(Murphy et al., 2014, Noelle and Nowak,
2010)
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Zytokin | Hauptproduzent Wichtigste Funktionen

IL-13 Th2-Lymphozyten Stimulation von Wachstum und Differen-
(McKenzie et al., 1998) | zierung der B-Lymphozyten,

Vermittlung des Antikérperklassenwech-
sels hin zu IgE,

Mediator beim Auslésen von Asthmaan-
fallen

(Seyfizadeh et al., 2015, Murphy et al.,
2014)

IL-17A | Th17-Lymphozyten Induktion der Zytokin- und

(Cua and Tato, 2010) Chemokinproduktion in Epithelzellen,
Fibroblasten und Keratinozyten,
Forderung der Rekrutierung neutrophiler
Granulozyten
(lwakura et al., 2011, Murphy et al., 2014)

IL-17F | Th17-Lymphozyten Induktion der Zytokinproduktion in
Monozyten Endothelzellen, Epithelzellen,

Basophile Granulozyten | Fibroblasten und
Mastzellen eosinophilen Granulozyten
(Starnes et al., 2001, (Chang and Dong, 2009)
Kawaguchi et al., 2001)

IL-21 Th17-Lymphozyten Induktion der Proliferation und
(Liu and King, 2013) Differenzierung von B-, T-Lymphozyten

und NKZ
(Monteleone et al., 2008)

IL-22 Thl-Lymphozyten Forderung der Gewebsregeneration in
Th22-Lymphozyten verschiedenen Epithelien und
Th17-Lymphozyten Stromazellen,

(Duhen et al., 2009) Forderung der Produktion antimikrobieller
Molekdle in Lunge, Haut und Darm
(Dudakov et al., 2015)
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Zytokin | Hauptproduzent Wichtigste Funktionen

IFN-y NKZ Aktivierung von Makrophagen,
Thl-Lymphozyten Forderung der Antigenprasentation,
Zytotoxische T-Zellen Regulation des Gleichgewichts zwischen
(Schoenborn and Th1l- und Th2-Lymphozyten
Wilson, 2007) (Schroder et al., 2004, Tau and Rothman,

1999)
TNF-a | Makrophagen Aktivierung des Endothels und auch In-

(Parameswaran and
Patial, 2010)

duktion der Apoptose von Endothelzellen
maoglich,

Erhohung der Permeabilitat der Gefal3-
wande,

Reduktion der Produktion von EPO,
Forderung der Apoptose von
Vorlauferzellen im Knochenmark
(Pfeffer, 2003, Parameswaran and Patial,
2010)
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1.3.4 Antiinflammatorisches Zytokin IL-10 — Herkunft und Funktion

Nachfolgend sind die Hauptproduzenten und die wichtigsten Funktionen von

IL-10, des einzigen antiinflammatorischen Zytokins, das in dieser Studie unter-

sucht wurde, aufgefuhrt.

Tabelle 2 - Antiinflammatorisches Zytokin IL-10 - Herkunft und Funktion

Zytokin

Hauptproduzent

Wichtigste Funktionen

IL-10

Thl-Lymphozyten
Th2-Lymphozyten
(Trinchieri, 2007)

Hemmung der Entwicklung von Th1-Lym-
phozyten,

Hemmung von Makrophagenfunktionen,
Reduktion der Freisetzung von NO und
freien Sauerstoffradikalen aus Makropha-
gen

Reduktion der Produktion von IL-1, IL-2,
IL-5, IL-6 und TNF-a

(Genth-Zotz et al., 2004, EI-Menyar, 2008,
Murphy et al., 2014, Moore et al., 2001)
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1.4 Dendritische Zellen — Eine Schnittstelle zwischen angeborener
und adaptiver Immunantwort

Dendritische Zellen (DZ) gehéren zu den professionell antigenprasentierenden
Zellen (APZ) und kommen in fast allen Geweben des menschlichen Korpers vor.
Sie sind beweglich und besitzen baumchenartige Auslaufer (Steinman and
Idoyaga, 2010). Im unreifen Zustand exprimieren die DZ nur wenige Haupthisto-
kompatibilitatskomplexe (MHC-Komplexe) und kostimulatorische Oberflachenre-
zeptoren auf ihrer Oberflache. Sobald sie jedoch ein Antigen aufgenommen ha-
ben, verandern die DZ ihre Oberflache, exprimieren 10 — 100 mal mehr MHC-
Komplexe als Monozyten oder B-Zellen und wandern in den nachsten Lymph-
knoten, um dort naive T-Zellen zu aktivieren. (Banchereau and Steinman, 1998,
Schraml and Reis e Sousa, 2015). Aktiviert werden die DZ jedoch beispielsweise
auch durch HSP, welche ein ,Gefahrensignal® fir DZ darstellen (Fildes et al.,
2009). Dies geschieht, wie in Kapitel 1.2.1 beschrieben, im Rahmen einer HI. Je
nach Art der Aktivierung der DZ verandert sie ihre Oberflache. Je nachdem, wel-
che kostimulatorischen Oberflachenrezeptoren die DZ exprimieren und welche
Zytokine sie ausschutten, kann die zellulare Immunantwort moduliert werden.
Damit bilden die DZ eine Schnittstelle zwischen angeborener und adaptiver Im-
munantwort (Mildner and Jung, 2014). Unterschieden werden bei den DZ vor al-
lem zwei Hauptgruppen, je nach ihrer Abstammung. Die myeloiden dendritischen
Zellen (mDZ) dhneln Monozyten. Sie exprimieren CD1c und CD11 und werden
vor allem durch Bakterien aktiviert. Die plasmazytoiden dendritischen Zellen
(pDZ) ahneln Plasmazellen. Sie exprimieren CD303 und CD123 und werden be-
vorzugt durch Viren aktiviert (Liu, 2001, Dzionek et al., 2000).

1.4.1 Der Oberflachenrezeptor HLA-DR

Von besonderer Relevanz auf der Oberflache der DZ ist der Oberflachenrezeptor
HLA-DR. Die humane Leukozytenantigen (HLA) -Genregion liegt auf Chromo-
som 6 und codiert fur die MHC-Komplexe. Der Zusatz ,DR*“ beschreibt hierbei
einen speziellen Genlokus in der HLA-Region (Nunes et al., 2011). Nur Zellen,
die ein Antigen auf einem HLA-DR-Rezeptor prasentieren, sind in der Lage,

T-Zellen zu aktivieren (Bottazzo et al., 1983).
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1.5 Behandlungsmoéglichkeiten der Herzinsuffizienz

1.5.1 Allgemeine Behandlungsoptionen

Nach aktueller ,Nationaler VersorgungsLeitlinie Chronische Herzinsuffizienz von
2019 gehort zur Basistherapie einer chronischen HI bei jedem Patienten immer
eine konservative Therapie, bestehend aus Schulung des Patienten und Modifi-
kation des Lebensstils. Des Weiteren sollen immer auch prognostisch relevante
Faktoren, wie kardiovaskulare Erkrankungen, Diabetes mellitus oder chronische
Niereninsuffizienz berlcksichtigt und gegebenenfalls behandelt werden
(Bundesarztekammer (BAK) et al., 2019). Eine medikamentdse Therapie ist dar-
Uber hinaus vor allem bei Patienten mit einer verringerten linksventrikularen E-
jektionsfraktion (LVEF) sinnvoll. Diese sollte, je nach NYHA-Stadium, aus einem
ACE-Hemmer, einem Beta-Blocker, einem Mineralokortikoidrezeptorantagonis-
ten oder einer Kombination dieser Medikamente bestehen. Je nach Komorbiditat
kommen weitere Medikamente zur Anwendung (Ponikowski et al., 2016). Neben
der Basisversorgung der Hl ist die Behandlung der Ursache am wichtigsten. Im
Folgenden soll vor allem auf die Therapie einer Mitralklappeninsuffizienz (Ml) ein-
gegangen werden, wenn diese als Ursache der HI zugrunde liegt.

1.5.2 Spezielle Therapieoptionen bei Mitralklappeninsuffizienz als Ursache
der Herzinsuffizienz
Wenn eine MI die Ursache fur eine HI darstellt, hat die medikamenttse Therapie
eher einen geringeren Stellenwert. Nur bei symptomatischen Patienten, deren
LVEF weniger als 30% betragt, sollte nach aktueller ,ESC Leitlinie fur Herzklap-
penerkrankungen von 2017“ eine Therapie mit Nitraten und Diuretika eingeleitet
werden. Sind die Symptome darunter jedoch nicht ausreichend gelindert oder
betragt die LVEF mehr als 30%, sollte bevorzugt eine interventionelle Therapie
erfolgen (Baumgartner et al., 2017). Wenn bei dem Patienten keine Kontraindi-
kationen gegen eine Operation vorliegen, ist der Goldstandard der Therapie der
MI der chirurgische Klappenersatz (De Bonis et al., 2017). Handelt es sich jedoch
um einen Hochrisikopatienten, dem eine Operation oder die Kreislaufilbernahme
durch eine Herz-Lungen-Maschine nicht zugemutet werden kann, kommen mini-

malinvasive Techniken zum Einsatz (Lim et al., 2014). Das am héaufigsten
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eingesetzte System, um minimalinvasiv eine Ml zu reduzieren, ist das MitraClip®-
System. Es verwendet das Rekonstruktionsverfahren nach Alfieri. Hierbei wird
ein Katheter, an dessen Spitze sich der Clip befindet, tber die Vena femoralis bis
in den rechten Vorhof vorgeschoben. Durch Punktion des Vorhofseptums gelangt
er in den linken Vorhof und wird unter Rontgenkontrolle zwischen den Segeln der
Mitralklappe positioniert. Der Clip wird so geschlossen, dass er die Mitten der
beiden Mitralsegel miteinander verbindet (Alfieri et al., 2001). Bei Kontrollunter-
suchungen mittels transdsophagealer Echokardiographie (TEE) konnte gezeigt
werden, dass sich nach erfolgreicher MitraClip®-Implantation das linksventriku-
lare und linksatriale Blutvolumen verringert hatte (Grayburn et al., 2013). Alle Pa-
tienten zeigten eine signifikant erhdhte kardiale Auswurfleistung und einen signi-
fikant erniedrigten pulmonalarteriellen Druck (Patzelt et al., 2017a, Gaemperli et
al., 2013). Es konnte sogar gezeigt werden, dass sich sechs Monate nach Im-
plantation des MitraClips® der Durchmesser des Mitralklappenanulus von im
Durchschnitt 34 mm auf 31 mm verringert hatte (Patzelt et al., 2017b). Diese
nachhaltigen Veranderungen der Herzgeometrie fihren durch eine Verbesse-
rung der Hamodynamik zu strukturellem und funktionellem Umbau des Myo-
kards, auch ,reverse remodeling“ genannt (Grayburn et al., 2013). Da die kor-
rekte Implantation des MitraClips® eine sofortige Reduktion des Wandstresses
auf das Myokard bedeutet und sich die Herzgeometrie nachhaltig verbessert, bil-

det diese Therapie die ideale Grundlage fir die folgende Interventionsstudie.
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2 Zielsetzung

Es ist wissenschaftlich belegt, dass die Aktivierung des Immunsystems eine wich-
tige Rolle beim Voranschreiten der Herzinsuffizient spielt. Die Herzinsuffizienz ist
derzeit eine der bedeutendsten Erkrankungen in den westlichen Industrielandern
und ist von immer gréRer werdender soziookonomischer Relevanz. Jedoch gibt
es kaum Daten dariber, inwieweit eine Volumenuberladung des linken Ventrikels
bei Mitralklappeninsuffizienz zur Aktivierung des Immunsystems beitragt. Ziel der
vorliegenden Studie war es daher, die Auswirkung der Mitralklappeninsuffizienz
auf verschiedene Komponenten des Immunsystems zu untersuchen. Bei Patien-
ten mit Mitralklappeninsuffizienz verbessert die Implantation eines MitraClips®
signifikant die kardiale Auswurfleistung und reduziert somit die Volumenuberla-
dung. Daher stellt die Untersuchung von Patienten vor und acht Monate nach
Implantation einen guten Versuchsaufbau dar. Zytokine und dendritische Zellen
bilden mit ihrer Mediatorfunktion den Dreh- und Angelpunkt einer jeden Immun-
antwort, weshalb der Fokus dieser Studie auf der Veranderung dieser Kompo-
nenten lag. Langfristig soll die Studie einen Beitrag dazu leisten, die komplexen
Veréanderungen bei der systemischen Erkrankung Herzinsuffizienz besser zu ver-

stehen, um weitere Therapieoptionen entwickeln zu kénnen.

Ziel der hier vorliegenden Follow-up-Studie war:

e eine Veranderung der mittleren Fluoreszenzintensitat verschiedener pro- und
antiinflammatorischer Zytokine durch MitraClip®-Implantation zu zeigen.

e eine Zellzahlanderung von dendritischen Zellen durch MitraClip®-Implanta-
tion zu ermitteln.

e eine veranderte Expression des Oberflachenrezeptors HLA-DR auf dendriti-
schen Zellen durch MitraClip®-Implantation zu erfassen.

e eine Korrelation zwischen der Verringerung der Mitralklappeninsuffizienz
durch Implantation des MitraClip®-Systems und einer Veranderung der mitt-
leren Fluoreszenzintensitat verschiedener inflammatorischer Zytokine aufzu-

zeigen.
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3 Patienten, Material und Methoden

3.1 Patientenkollektiv

Das Patientenkollektiv bestand aus 305 Patienten mit NYHA Stadium 2 — 4. Alle
Patienten haben eine minimalinvasive Behandlung bei Mitralklappeninsuffizienz
(MitraClip®) in der Inneren Medizin Ill, Kardiologie und Angiologie, der Universitat
Tlbingen erhalten.

Eingeschlossen in die Studie wurden 156 Patienten, welche alle am Follow-up
teilnahmen, im Durchschnitt nach 8,47 Monaten.

Ausgeschlossen aus der Studie wurden 149 Patienten. Von ihnen sind 69 Pati-
enten verstorben, 75 Patienten sind nicht zum Follow-up erschienen und 5 Pati-
enten haben nachtraglich ihr Einverstandnis zur Teilnahme an der Studie zurick-
gezogen.

Die Kontrollgruppe bestand aus 40 kardiologischen Patienten die zufallig im
Herzkatheterlabor ausgewahlt wurden.

Alle Patienten wurden uber die Studie informiert und haben ihr Einverstandnis
zur Teilnahme und Blutentnahme schriftlich gegeben. Die Studie wurde von der
Ethikkommission der Universitat Tibingen genehmigt (Ethikvotum 270/2011B01,
260/2015R, 757/2018B02).
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3.2 Material

3.2.1 Gerate

Tabelle 3 - Gerate und deren Hersteller
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Absaugpumpe Vacusafe Comfort

Integra Biosciences

Compact Digital Microplate Shaker

Thermo Scientific

FACS Calibur, 2 Laser

BD-Biosciences

FACSLyric™

BD-Biosciences

Gefrierschrank MDF-U54V Ultra-Low

Sanyo Panasonic

Ultraschallbad Sonorex Super Bandelin
Zellzahler KX-21N Sysmex
Zentrifuge Multifuge 3S+ Heraeus
Zentrifuge Rotina 420R Hettich

3.2.2 Verbrauchsmaterial

Tabelle 4 - Verbrauchsmaterialien und deren Hersteller

S-Monovette® 5,5 ml, Lithium-Heparin Sarstedt
S-Monovette® 10 ml, Citrat 3,2% Sarstedt
Safe-Lock Tube 1,5 ml Eppendorf
(Eppendorf-Cup)

Falcon 5mL Polystyrene Test Tube BD
(FACS-R06hrchen)

Microplate, 96 Well, PP, V-Bottom Greiner bio-one
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3.2.3 LOsungen
FACS-Puffer:
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Tabelle 5 - Bestandteile des FACS-Puffers und deren Hersteller

0,5% Bovine Serum Albumin Fraction
CAS-Nr.: 9048-46-8

AppliChem PanReac
EC-Nr.: 232-936-2

0,1% Natriumazid
CAS-Nr.: 26628-22-8

Carl Roth

PBS Tablets
Produktcode: 18912014

Thermo Fisher

Lysepuffer:

Tabelle 6 - Bestandteile des Lysepuffers und deren Hersteller

0,88% Ammoniumchlorid
CAS-Nr.: 12125-02-9

AppliChem PanReac
EC-Nr.: 235-186-4

0,1% Kaliumhydrogenkarbonat
CAS-Nr.: 298-14-6

Merck
EC-Nr.: 206-059-0

0,02% Ultrapure ™ 0.5M EDTA

Thermo Fisher

Fixierungslosung

Tabelle 7 - Bestandteile der Fixierlosung und deren Hersteller

25% Formaldehydlésung 4%

Otto Fischar GmbH

PBS Tablets

Thermo Fisher

Losungen aus dem ,L EGENDplex ™ Human Th Cytokine Panel (13-plex)“

(BioLegend®, San Diego, USA)

e Human Th Cytokine Panel Standard Cocktail

e LEGENDplex ™ SA-PE
e LEGENDplex ™ Matrix B

e LEGENDplex ™ Assay Buffer (Test-Puffer)

e LEGENDplex ™ Wash Buffer
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3.2.4 Antikorper
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Tabelle 8 - Verwendete Antikdrper und deren Hersteller

Antigen Fluorochrom | Klon Hersteller
CD1c (BDCA-1) PE AD5-8E7 Miltenyi
CD11a FITC HI111 BioLegend
CD14 PerCPCy5.5 MS5E2 BioLegend
CD19 PerCPCy5.5 HIB19 BioLegend
CD40 FITC G28.5 BioLegend
CD86 APC IT2.2 BioLegend
CD303 PE AC144 Miltenyi
C3aR A488 hC3aRzZ1 AbdSerotec
C5aR (CD88) ABGAT P12/1 AbdSerotec
FcR Blocking, human Mlltenyi
HLA-DR APC L243 BioLegend

Antikorper aus dem ,LEGENDplex ™ Human Th Cytokine Panel (13-plex)*

e Human Th Cytokine Panel Detection Antibodies

e Human Th Cytokine Panel Pre-mixed Beads, darin enthalten sind:
Human IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 IL-13, IL-17A, IL-17F, IL-21, IL-22,

IFN-y und TNF-a Beads

3.2.5 Software

Tabelle 9 - Verwendete Software und deren Hersteller

CellQuest Pro™

BD Biosciences®, San Jose, USA

FlowJo®

FlowJo® LLC, Ashland, USA

LEGENDplex™ Data Analysis Software

BioLegend®, San Diego, USA

JMP

SAS Institute, Cary, USA

SPSS

IBM

Adobe lllustrator

Adobe Inc., Delaware, USA
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3.3 Methoden

3.3.1 Quantifizierung 13 humaner Zytokine mittels Multiplex-Assay

Den Patienten wurde unmittelbar vor der MitraClip®-Implantation vendses Voll-
blut aus der Leiste entnommen. Beim Follow-up wurde Blut aus einer peripheren
Vene verwendet. Die Blutproben wurden in Zitrat-Monovetten geflillt. Diese Pro-
ben wurden bei 1800 g fur 10 min zentrifugiert und je 1 ml Zitratplasma bei -80 °C
eingefroren.

Unter Verwendung des ,LEGENDplex ™ Human Th Cytokine Panels (13-plex)”
(BioLegend®, San Diego, USA) wurden nach Anleitung des Herstellers die Zyto-
kine IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10, IL-13, IL-17A, IL-17F, IL-21, IL-22, IFN-y
und TNF-a untersucht. Hierfir wurde das Zitratplasma auf Eis aufgetaut. Alle Re-
agenzien des Tests wurden auf Raumtemperatur erwdrmt. Zu Beginn wurden die
gefriergetrocknete ,LEGENDplex ™ Matrix B“ in 5 ml ,LEGENDplex ™ Assay
Buffer* (Test-Puffer) und das gefriergetrocknete ,Human Th Cytokine Panel Stan-
dard Cocktail“ in 250 ul Test-Puffer geldst. Im ,Human Th Cytokine Panel Stan-
dard Cocktail“ ist jedes der 13 Zytokine in einer Konzentration von 10.000 pg/ml
vorhanden. Nach einer Inkubationszeit von 10 Minuten wurde der geléste ,Hu-
man Th Cytokine Panel Standard Cocktail in ein Eppendorf-Cup geftllt (C7). In
sechs weitere Eppendorf-Cups wurden je 75 ul Test-Puffer gegeben (C6 — C1).
In den Eppendorf-Cup C6 wurden 25 pl des Standard Cocktail aus C7 pipettiert,
was im Cup C6 somit eine 1:4 Verdinnung des Standard Cocktail ergab. Die
Verdinnungsreihe wurde so erstellt, dass jeweils 25 pl der Lésung des vorheri-
gen Cups zu 75 pl Test-Puffer gegeben wurden, bis schlielich in Eppendorf-
Cup C1 eine Verdunnung von 1:4096 entstanden war. In Cup CO wurden lediglich

75 ul Test-Puffer gegeben.
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Tabelle 10 - Erstellen der Verdiinnungsreihe

Bezeichnung Verdlinnung Konzentration (pg/ml)
C7 = Standardpraparat unverdinnt 10.000

C6 1:4 2.500

C5 1:16 625

C4 1:64 156,3

C3 1:256 39,1

Cc2 1:1024 9,8

C1 1:4096 24

CO0 = Test-Puffer -

Die Flasche mit den vom Hersteller gemischten Beads (Human Th Cytokine Pa-
nal Pre-mixed Beads) wurde zur Vorbereitung eine Minute in ein Ultraschallbad
gelegt und anschliel3end 30 s gevortext, da die Beads sonst verklumpen. Jede
Probe wurde in zwei Wells einer 96 Well Mikrotiterplatte mit V-Boden pipettiert.
Zunachst wurde die Standardreihe erstellt, indem in ein Well jeweils 25 pl ,LE-
GENDplex ™ Matrix B“, 25 pl der Verdiinnungsreihe (aus einem Eppendorf-Cup
C7- CO0), 25 ul der gemischten Beads und 25 pl der ,Human Th Cytokine Panal
Detection Antibodies“ (Detektions-Antikorper) gegeben wurden. In die restlichen
Wells der Mikrotiterplatte wurden 37,5 pl Test-Puffer, 12,5 ul der jeweiligen Zit-
ratplasma-Probe, 25 pl der gemischten Beads und 25 pl der Detektions-Antikor-

per gegeben.

Tabelle 11 - Bestlickung der Mikrotiterplatte

Standardreihe Zitratplasma Proben

25 pl Matrix B 37,5 ul Test-Puffer

25 pl Verdinnungsreihe 12,5 pl Zitratplasma

25 pl gemischte Beads 25 pl gemischte Beads

25 pl Detektions-Antikorper 25 pl Detektions-Antikérper
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Die Platte wurde 2 h im Dunkeln bei Raumtemperatur mit 600 rpm geschiittelt.
Ohne zu waschen wurden anschlieend in jedes Well 25 ul Streptavidin-

Phycoerythrin (LEGENDplex ™ SA-PE) pipettiert und die Platte 30 min bei
600 rpm geschuttelt. AnschlielRend folgte eine Zentrifugation bei 1000 g fur
5 min. Der Uberstand wurde durch ziigiges Wenden der Platte ausgekippt. Die
Pellets sind am V-Boden zurlickgeblieben. Durch Zugabe von je 200 ul Wasch-
puffer (LEGENDplex ™ Wash Buffer), Resuspendieren, erneuter Zentrifugation
bei 1000 g fir 5 min und Auskippen des Uberstands, wurden die Pellets gewa-
schen. Zur Analyse im FACS wurden nochmals je 150 pl Waschpuffer hinzuge-

fugt und resuspendiert. Die Messung fand am selben Tag statt.

3.3.2 FACS-Analyse der 13 humanen Zytokine

Fir die Durchflusszytometrie wurde ein FACSLyric™ (BD Biosciences®, San
Jose, USA) verwendet. Jedes spezifische Bead hat eine charakteristische Grol3e,
weshalb es im Vorwarts- und Seitwéartsstreulicht identifiziert werden kann. Aul3er-
dem unterscheiden sich die Beads in ihrer Fluoreszenzintensitat, weshalb sie un-
terschiedliche Populationen bilden. Jedes Bead ist an einen Antikdrper gekop-
pelt, der spezifisch an eines der 13 verschiedenen Zytokine bindet. Auch jeder
Detektions-Antikorper passt spezifisch zu einem der 13 Zytokine. Die Antikorper
umschlie3en sozusagen den Analyt. SA-PE wiederum bindet mit sehr hoher Af-
finitdét an Biotin der Detektions-Antikérper. Die mittlere Fluoreszenzintensitat
(MFI) des SA-PE im FACS ist dann proportional zur Menge des gebundenen Zy-
tokins. Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte mittels LEGENDplex™ Data Ana-

lysis Software (BioLegend®, San Diego, USA).
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Abbildung 3 — Quantifizierung 13 humaner Zytokine

Jedes Zytokin wird von einem spezifischen Bead und einem spezifischen Detektions-
Antikérper gebunden. Jeder spezifische Detektions-Antikdrper enthalt Biotin, an das SA-
PE mit sehr hoher Affinitat bindet.
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3.3.3 Identifikation von dendritischen Zellen

Den Patienten wurde unmittelbar vor der MitraClip®-Implantation vendses Voll-
blut aus der Leiste entnommen. Beim Follow-up wurde Blut aus einer peripheren
Vene verwendet. Die Blutproben wurden in Lithium-Heparin- Monovetten gefulit.
Aus diesen Proben wurde direkt, mithilfe des Sysmex, die Leukozytenzahl be-
stimmt. AnschlieRend wurde in 7 FACS-R6hrchen je 300 pul Vollblut pipettiert.
Nach Zugabe von 3 ml FACS-Puffer, wurden die Proben mithilfe eines Vortexmi-
schers durchmischt und bei 300 g fiir 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde
vorsichtig abgesaugt. Der Buffy-Coat musste verbleiben. Der FACS-Puffer stand
wahrend der gesamten Zeit auf Eis. Das verbleibende Pellet wurde in 3 ml Lyse-
puffer resuspendiert. Durch gutes Durchmischen wurde sichergestellt, dass sich
das Pellet vollstandig l6st. Die FACS-ROhrchen inkubierten fir 15 min im Dunkeln
auf Eis. Die Proben sollten bei einer erfolgreichen Lyse der Erythrozyten klar ge-
worden sein. Nach erneutem Durchmischen wurden die Proben wieder bei 300 g
fir 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde bis ca. 1,5 cm tiber dem Boden ab-
gesaugt. Der restliche Uberstand wurde abgesaugt, wahrend man das Réhrchen
neigte, um keine Zellen des Pellets zu verlieren. Die verbleibenden Zellen wurden
mit 3 ml FACS-Puffer gewaschen, bei 450 g fiir 5 min zentrifugiert und der Uber-
stand abgesaugt, wie zuvor beschrieben. Zu jeder Probe pipettierte man
10 pl FcR Blocking Reagenz und 40 pl FACS-Puffer und lief3 sie 10 min auf Eis
inkubieren. Dies soll verhindern, dass die spater zugefiigten Antikbrper vom
Fc-Rezeptor der Leukozyten und Thrombozyten abgefangen werden. Dadurch
verbessert sich die spezifische Bindung der Antikdrper (Miltenyi Biotec GmbH,
2013). Durch Zugabe von 2 ml FACS-Puffer, Zentrifugation bei 450 g fir 5 min
und Absaugen des Uberstandes, wurden die Proben wieder gewaschen. Nach
Beschriftung der Roéhrchen, folgten alle weiteren Schritte bei minimierter Lichtex-
position und bei Raumtemperatur. Als ndchstes wurden drei verschiedene Anti-
korper-Lésungen vorbereitet. Jede der Losungen enthielt CD14- und CD19-Anti-
korper, da diese Antikdrper an Monozyten beziehungsweise B-Lymphozyten bin-
den und diese Zellen dadurch wahrend der spateren FACS-Analyse von den DZ
separiert werden konnen. Alle weiteren Antikérper dienen der Identifikation ver-

schiedener Oberflachenmerkmale der DZ.
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Vorbereiten der Antikdrper-Losungen:

Tabelle 12 - Inhalt der Antikdrperldsungen

Losung 1 Lésung 2 Losung 3

11 pl CD40-Ak 11 pl CD11a-Ak 44 ul C3aR-Ak
11 pl CD86-Ak 11 pl HLA-DR-Ak 44 ul C5aR-Ak
11 pl CD14 -Ak 11 pl CD14-Ak 5,5 pl CD14-Ak
11 pl CD19-Ak 11 pl CD19-Ak 5,5 pul CD19-Ak
132 pl FACS-Puffer 132 pl FACS-Puffer

In je zwei FACS-RoOhrchen wurde eine der drei vorbereiteten Antikérperlésungen
pipettiert. In die Halfte der Réhrchen wurden 10ul CD1c-Ak zugefigt, in die an-
dere Halfte 10ul CD303-Ak. Ein Rohrchen blieb ohne Antikérperlésung, unge-
farbt als Kontrolle. CD1c-Ak markieren hierbei myeloide DZ (mDZ) und CD303-
Ak markieren plasmazytoide DZ (pDZ).

Pipettierschema:

Tabelle 13 - Pipettierschema der 7 FACS-Rdhrchen

Rohrchen Antikdrper-Losung Zusatzlicher Antikorper
1.1 40 ul Lésung 1 10 pl CD1c-Ak

1.2 40 ul Lésung 1 10 pl CD303-Ak

2.1 40 pul Loésung 2 10 pl CD1c-Ak

2.2 40 pl Lésung 2 10 pl CD303-Ak

3.1 45 ul Lésung 3 10 pl CD1c-Ak

3.2 45 ul Lésung 3 10 pl CD303-Ak

U (Ungefarbt) 50 ul FACS-Puffer
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Nach 10 min Inkubation im Dunkeln, wurden die Ansatze mit 3 ml FACS-Puffer,
Zentrifugation bei 450 g fir 5 min und anschlieRendem Absaugen des Uberstan-
des, gewaschen. Zur Fixierung der Zellen inkubierten die Proben mit je
250 pl 1% PFA fur 10 min im Dunkeln und wurden gewaschen, wie eben be-
schrieben. Nach Zugabe von 300 pl FACS-Puffer wurden die Ansétze bei 4 °C

aufbewahrt, bis sie noch am selben Tag im FACS-Calibur analysiert wurden.

3.3.4 FACS-Analyse der dendritischen Zellen

Im Durchflusszytometer werden die Zellen nach ihrem Volumen und ihrer Gra-
nularitat aufgetrennt. Zur graphischen Darstellung der Verteilung der peripheren
Leukozyten, wurde auf der x-Achse das Vorwartsstreulicht (FSC), was dem Vo-
lumen entspricht und auf der y-Achse das Seitwartsstreulicht (SSC), was der
Granularitat entspricht, aufgetragen. Die Flussrate wurde auf ,low“ gestellt und
die Proben wurden mit FACS-Puffer soweit verdinnt, bis ca. 1000 Zellen pro Se-
kunde gemessen wurden. Da es sich bei DZ um eine kleine Zellpopulation han-
delt, wurden pro Patient je drei Proben fir mDZ und drei Proben fir pDZ gemes-
sen und daraus der Durchschnitt berechnet, um méglichst genaue Werte zu er-
halten. Zur Auswertung der Ergebnisse wurde die Software FlowJo® (FlowJo®
LLC, Ashland, USA) verwendet. Aufgrund der kleinen Zellpopulation wurde eine
besondere Gating-Strategie nach Yilmaz zur Auswertung verwendet (Yilmaz et
al., 2006). Als erstes wurden die Zellen nach ihrem Volumen (FSC) und ihrer
Granularitat (SSC) aufgeteilt und dadurch die Leukozyten separiert. Im néchsten
Schritt wurden die Leukozyten in Granulozyten (hohe Granularitat), Monozyten
(CD14 positiv), B-Lymphozyten (CD19 positiv) und DZ aufgeteilt. Im letzten
Schritt wurden dann Vorlauferzellen von mDZ (CD1c positiv) und pDZ (CD303

positiv) identifiziert.
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Abbildung 4 — Gating-Strategie nach Yilmaz

Zur ldentifikation der Vorlauferzellen von mDZ und pDZ:

R1: Leukozyten werden isoliert, indem die Zellen nach ihrem Volumen im Vorwartsstreu-
licht (FSC) und ihrer Granularitat im Seitwartsstreulicht (SSC) aufgeteilt werden. R2: Mo-
nozyten (CD14 positiv), B-Lymphozyten (CD19 positiv) und Granulozyten (hohe Gra-
nularitat im SSC) werden ausgeschlossen. R3a: Extraktion der mDZ-Vorlaufer (CD1c
positiv). R3b: Extraktion der pDZ-Vorlaufer (CD303 positiv).

Mittels dieser Auswertung erh&lt man den prozentualen Anteil der mDZ und pDZ
an den Leukozyten. Die absolute Zahl der mDZ und pDZ (Zellen/pl) wird mithilfe

der zu Beginn aus dem Vollblut gemessen Leukozytenzahl berechnet.

3.3.5 FACS-Analyse der Oberflachenrezeptoren auf dendritischen Zellen

In jeder Probe sind die verwendeten Ak zur Analyse der Oberflachenrezeptoren
auf DZ an unterschiedliche Fluorochrome gekoppelt (siehe Tabelle 8). Die ver-
wendeten Ak leuchten somit wahrend der FACS-Analyse in verschiedenen Far-
ben. Da ein Ak spezifisch einen bestimmten Oberflachenrezeptor bindet, ist die
Fluoreszenzintensitat proportional zur Menge der gebundenen Oberflachenre-

zeptoren.
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3.3.6 Nicht parametrisch Korrelation zwischen der Anderung der Mitral-

klappeninsuffizienz und der MFI von TNF-a und IL-21
Bei jedem Patienten erfolgte, bei bereits eingeleiteter Sedierung und konstanter
Hamodynamik, unmittelbar vor und nach MitraClip-Implantation die Bestimmung
der MI mittels TEE nach den Empfehlungen der ,European Association of Echo-
cardiography“ (Lancellotti et al., 2010). Die direkte Reduktion der MI wurde be-
rechnet, indem die MI nach Implantation (Mlpost) von der MI vor Implantation
(Mlpra) subtrahiert wurde (AMI = Mlpra - Mlpost). Was bedeutet, je groRer dieser
Wert ausfallt, umso groéf3er war der Effekt des MitraClip®.Zudem wurde fiir jeden
Patienten, wie in Kapitel 3.3.2 beschrieben, die MFI von TNF-a und IL-21 vor
(PraMC) und acht Monate nach (Follow-up) MitraClip®-Implantation gemessen.
Die Anderung der MFI wurde berechnet, indem die MFI PraMC von der MFI
Follow-up subtrahiert wurde (AMFI = Follow-up - PraMC). Bei nicht normalver-
teilten Daten wurde anschlielBend eine nicht parametrische Korrelation mittels
Spearman-Test durchgefiihrt, um den Einfluss der direkten Verringerung der Ml
durch Implantation des MitraClip®-Systems auf die Veranderung der MFI von
TNF-a und IL-21 zu ermitteln.

3.3.7 Statistische Methoden

Als Statistiksoftware wurde JMP (SAS Institute, Cary, USA) und SPSS (IMB, Ar-
monk, New York, USA) verwendet. Bei nicht normalverteilten, verbundenen
Stichproben wurde ein Wilcoxon-Rang-Test verwendet. Bei nicht normalverteil-
ten, unverbundenen Stichproben wurde ein Wilcoxon-Mann-Whitney-Test ange-
wandt. Fur die nicht parametrische Korrelation wurde ein Spearman-Test ange-

wandt. Der zweiseitige p-Wert < 0,05 wurde als statistisch signifikant gewertet.
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4 Ergebnisse

4.1 Patientencharakteristika

Wie in Kapitel 3.1 Patientenkollektiv beschrieben, wurden die Patienten in die
Studie aufgenommen, die eine minimalinvasive Behandlung bei Mitralklappenin-
suffizienz (MitraClip®) erhielten und auch am Follow-up teilnahmen. In Tabelle
14 sind die wichtigsten Basischarakteristika der MitraClip®-Patienten und der
Kontrollgruppe aufgelistet.

Tabelle 14: Basischarakteristika der Patientengruppen

MitraClip®-Patienten

Kontrollgruppe

Anzahl

156

40

Alter (Jahre)

77,6 (42 - 90)

63,6 (23,9 - 86.9)

Mannliches Geschlecht | 91 (58,3%) 34 (85%)
NYHA-Stadium 3 - 4 127 (81,4%) 6 (15%)
KHK 114 (73,1%) 31 (77,5%)
Vorhofflimmern 104 (66,6%) 9 (22,5%)
Hypertonie 108 (69,2%) 32 (80%)
Raucher 25 (16,0%) 12 (30%)
Diabetes 41 (26,3%) 8 (20%)
Hyperlipoproteinamie 68 (43,6%) 20 (50%)
Niereninsuffizienz 67 (42,9%) 6 (15%)
Betablocker 132 (84,6%) 29 (72,5%)
Aldosteronantagonisten | 90 (57,7%) 10 (25%)
Diuretika 138 (88,5%) 21 (52,5%)
Digitalisglykoside 14 (9,0%) 1 (2,5%)
Calcium-Antagonisten | 27 (17,3%) 10 (25%)

Antikoagulation

106 (67,9%)

11 (27,5%)

Leukozyten /ul

7760 (3250 - 16420)

7920 (3660 - 17810)

CRP (mg/dl)

1,06 (0 — 15,7)

1,02 (0 - 8,18)




Ergebnisse 31

4.2 Zytokine

Aus dem Zitratplasma von 156 Patienten wurden je 13 verschiedene Zytokine
mittels eines Bead-basierten-Immunoassays quantifiziert (siehe Kapitel 3.3.1).
Das Zitratplasma wurde den Patienten vor dem MitraClip®-Eingriff (praMC) und
im Schnitt nach 8,47 Monaten (Follow-up) entnommen. Bei einer Kontrollgruppe
von 40 Patienten wurde das gleiche Verfahren angewandt (Kontrolle). Jedes Zy-
tokin wurde spezifisch von einem Detektionsantikbrper gebunden. An diesen
band wiederum SA-PE (s. Abbildung 3). Die Fluoreszenzintensitat des SA-PE
wurde im FACS gemessen und war proportional zur Menge des Analyten. Da im
Plasma nur eine sehr geringe Zytokinmenge vorlag, wurde diese hier weiterhin
als mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) angegeben, da eine Umrechnung in
pg/ml zu ungenau ware. Die MFI ist ein Mal3 daftr, wie viel Fluoreszenzfarbstoff
pro Partikel gebunden ist. Die wichtigsten Ergebnisse wurden nachfolgend in
AusreilRer-Box-and-Whiskers-Plots dargestellt. Hierbei markiert die Linie inner-
halb des Rechtecks (Box) den Median. Die untere Begrenzung der Box ist das
25-%-Quantil (Q1), die obere, das 75-%-Quantil (Qs). Die Ladnge der Box ent-
spricht somit dem Interquartilsabstand (Qs — Q1) Die senkrechten Linien, die sich
an die Box anschlie3en (Whiskers) sind maximal so lang, wie der 1,5 fache In-
terquartilsabstand oder sie enden vorher an dem letzten Wert, der sich noch in-
nerhalb dieser Spannweite befindet. Alle Werte, die dartiber oder darunter liegen,

werden als Ausreil3er betrachtet. Die Ergebnisse wurden nach Relevanz sortiert.
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4.2.1 Proinflammatorische Zytokine

4.2.1.1 Interleukin-9

Die groRte Anderung der gemessenen MFI zwischen vor und nach dem Mit-
raClip®-Eingriff zeigte sich bei Interleukin-9. Der Median der PraMC-Gruppe lag
bei 124,4 MFI, Q1 = 107,5 MFI, Q3 =152,9 MFI. Fur die Follow-up-Gruppe betrug
der Median 163,4 MFI, Q1 = 138,1 MFI, Q3 = 206,4 MFI. Im Wilcoxon-Vorzei-
chen-Rang-Test ergab sich fur diese beiden Gruppen ein signifikanter Unter-
schied in der MFI von IL-9 mit p < 0,0001. Die MFI von IL-9 der Kontrollgruppe
lag jeweils signifikant unter der MFI, jeder der anderen beiden Gruppen
(Follow-up gegen Kontrolle, p < 0,0001; PraMC gegen Kontrolle, p = 0,02): Der
Median der Kontrollgruppe lag bei 112,7 MFI, Q1 = 101,5 MFI, Qs = 136,7 MFI.
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Abbildung 5 - Signifikanter Anstieg der MFI von IL-9

Bei 156 Patienten wurde die MFI von IL-9 vor Implantation des MitraClip® (PraMC), mit
der MFI von IL-9 nach Implantation (Follow-up) verglichen. Zur Kontrolle wurde die MFI
von IL-9 bei 40 Patienten gemessen, die keinen MitraClip® erhalten haben (Kontrolle).
**p < 0,0001
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4.2.1.2 Interleukin-5

Die MFI von Interleukin-5 im Zitratplasma war bei der Kontrolle und der
PraMC-Gruppe sehr ahnlich. Jedoch fand sich eine signifikant héhere MFI bei
den Follow-up-Proben (Follow-up gegen PraMC, p< 0,0001; Follow-up gegen
Kontrolle, p < 0,0001). Der Median der PraMC-Gruppe betrug 78,9 MFI, Q1 =
69,6 MFI, Q3 =94,7 MFI. Fur die Follow-up-Gruppe lag der Median bei 83,7 MFI,
Q1 = 72,3 MFI, Qs = 98,2 MFI. Der Median der Kontrollgruppe betrug 79,4 MFI,
Q1=70,6 MFI, Q3 = 93,1 MFI.
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Abbildung 6 - Signifikanter Anstieg der MFI von IL-5

Bei 156 Patienten wurde die MFI von IL-5 vor Implantation des MitraClip® (PraMC), mit
der MFI von IL-5 nach Implantation (Follow-up) verglichen. Zur Kontrolle wurde die MFI
von IL-5 bei 40 Patienten gemessen, die keinen MitraClip® erhalten haben (Kontrolle).
**p <0,0001
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4.2.1.3 Interleukin-2

Bei der Messung der MFI von Interleukin-2 zeigte sich ebenfalls der Einfluss der
MitraClip®-Therapie. Auch hier wurde ein signifikanter Unterschied in der MFI
von IL-2 zwischen der PraMC und der Follow-up-Gruppe ermittelt (p < 0,0001).
Der Median der PraMC-Gruppe lag bei 66,7 MFI, Q1 = 62,3 MFI, Q3 = 74,4 MFI.
Fur die Follow-up-Gruppe betrug der Median 69,5 MFI, Qi = 63,9 MFI,
Q3 = 76,7 MFI. Der Median der Kontrollgruppe war 65,9 MFI, Q1 = 62,8 MFI,
Qs =76,9 MFI. Im Vergleich der Kontrollgruppe mit der PraMC-Gruppe bezie-
hungsweise der Follow-up-Gruppe konnte im Wilcoxon-Mann-Whitney-Test kein

signifikanter Unterschied festgestellt werden.

* %
| 1
ap —_— .
.'";.]
[ =
0
> L]
z 70 i i
1 ]
? 5
60 L. B —
] 9 5
g [ =
c o 3]
Q —-—
= :
Patienten

Abbildung 7 - Signifikanter Anstieg der MFI von IL-2

Bei 156 Patienten wurde die MFI von IL-2 vor Implantation des MitraClip® (PraMC), mit
der MFI von IL-2 nach Implantation (Follow-up) verglichen. Zur Kontrolle wurde die MFI
von IL-2 bei 40 Patienten gemessen, die keinen MitraClip® erhalten haben (Kontrolle).
**p <0,0001
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4.2.1.4 Interleukin-13

Die MFI von Interleukin-13, die im Zitratplasma der PraMC-Gruppe gemessen
wurde, entsprach ungefahr der MFI, die auch bei der Kontrollgruppe vorlag. Der
Median der PraMC-Gruppe betrug 78,9 MFI, Q1 = 69,6 MFI, Qs = 94,7 MFI. Der
Median der Kontrollgruppe lag bei 79,4 MFI, Q1 = 70,6 MFI, Qs = 93,1 MFI. Hin-
gegen lag eine signifikant hohere MFI von IL-13 nach der MitraClip®-Therapie
vor (PraMC gegen Follow-up, p = 0,0002). Der Median der Follow-up-Gruppe
betrug 83,7 MFI, Q1 = 72,3 MFI, Qs = 98,2 MFI.
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Abbildung 8 - Signifikanter Anstieg der MFI von IL-13

Bei 156 Patienten wurde die MFI von IL-13 vor Implantation des MitraClip® (PraMC), mit
der MFI von IL-13 nach Implantation (Follow-up) verglichen. Zur Kontrolle wurde die MFI
von IL-13 bei 40 Patienten gemessen, die keinen MitraClip® erhalten haben (Kontrolle).
*
p < 0,05
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4.2.1.5 Interleukin-21

Bei der Untersuchung der MFI von Interleukin-21 zeigte sich ebenfalls ein signi-
fikanter Unterschied im Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test zwischen der
PraMC- und der Follow-up-Gruppe (p<0,0001). Der Median der PraMC-Gruppe
lag bei 90,6 MFI, Qi1 = 82,7 MFI, Q3 = 112,6 MFI. Der Median der
Follow-up-Gruppe betrug 88,1 MFI, Q1 = 82,5 MFI, Qs = 97,8 MFI. Hier fiel be-
sonders die Veranderung des Interquartilsabstands auf. Der Interquartilsabstand
der PraMC-Gruppe betrug 29,9 MFI, der der Follow-up-Gruppe hingegen nur
noch 15,3 MFI. Das 25-%-Quantil war bei beiden Gruppen ahnlich hoch (82,7
gegen 82,5). Das 75-%-Quantil war bei der PraMC-Gruppe dagegen deutlich ho-
her, als beim Follow-up (112,6 gegen 97,8). Zwischen der Kontrollgruppe und
den anderen beiden Gruppen konnten keine signifikanten Unterschiede in der
MFI von IL-21 festgestellt werden. Bei der Kontrollgruppe lag der Median bei 90,5
MFI, Q1 = 84,1 MFI, Q3 =97,2 MFI. Der Interquartilsabstand betrug 13,1 MFI und

ahnelte somit dem der Follow-up-Gruppe.
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Abbildung 9 - Signifikante Reduktion der MFI von IL-21

Bei 156 Patienten wurde die MFI von IL-21 vor Implantation des MitraClip® (PraMC), mit

der MFI von IL-21 nach Implantation (Follow-up) verglichen. Zur Kontrolle wurde die MFI

von IL-21 bei 40 Patienten gemessen, die keinen MitraClip® erhalten haben (Kontrolle).
**p <0,0001
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4.2.1.6 Interleukin-17A

Die MFI von Interleukin-17A veranderte sich signifikant im Vergleich von vor und
nach dem MitraClip®-Eingriff (PraMC gegen Follow-up, p = 0,0003). Der Median
der PraMC-Gruppe betrug 46,0 MFI, Q1 = 37,3 MFI, Q3 =66,7 MFI. Der Median
der Follow-up-Gruppe lag bei 43,4 MFI, Q1 = 37,8 MFI, Qs = 55,3 MFI. Auch hier
fiel ein groRerer Interquartiisabstand der PraMC- im Vergleich zur
Follow-up-Gruppe auf (29,4 MFI gegen 17,5 MFI). Der Median der Kontrollgruppe
lag bei 40,8 MFI, Q1 = 35,5 MFI, Q3 = 49,1 MFI. Der Interquartilsabstand betrug
13,6. Die MFI von IL-17A, die bei der Kontrollgruppe im Serum vorlag ahnelte der

MFI, die bei der Follow-up-Gruppe gemessen wurde.
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Abbildung 10 - Signifikante Reduktion der MFI von IL-17A

Bei 156 Patienten wurde die MFI von IL-17A vor Implantation des MitraClip® (PraMC),
mit der MFI von IL-17A nach Implantation (Follow-up) verglichen. Zur Kontrolle wurde
die MFI von IL-17A bei 40 Patienten gemessen, die keinen MitraClip® erhalten haben
(Kontrolle). *p<0,05
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4.2.1.7 Tumornekrosefaktor-a

Bei der Bestimmung der MFI von Tumornekrosefaktor-a zeigte sich ein signifi-
kanter Unterschied zwischen den PraMC- und den Follow-up-Proben (p = 0,003).
Der Median der PraMC-Gruppe lag bei 36,3 MFI, Q1 = 31,3 MFI, Q3 =49,9 MFI.
Der Median der Follow-up-Gruppe betrug 35,0 MFI, Qi=31,7 MFI,
Qs = 43,2 MFI. Zwischen der Kontrollgruppe und den anderen beiden Gruppen
konnten im Wilcoxon-Mann-Whitney-Test keine signifikanten Unterschiede in der
MFI von TNF-a festgestellt werden. Der Median der Kontrollgruppe lag bei 34,5
MFI, Q1 = 30,7 MFI, Q3 = 45,0 MFI.

100
80
5 e
Z 60 ]
- —_—
c L] !
e b
= 40 P
=
20
0 + ¥
o U o
= = 7
= ‘= =
c o [=]
5] =
= o
Patienten

Abbildung 11 - Signifikante Reduktion der MFI von TNF-a

Bei 156 Patienten wurde die MFI von TNF-a vor Implantation des MitraClip® (PraMC),
mit der MFI von TNF-a nach Implantation (Follow-up) verglichen. Zur Kontrolle wurde
die MFI von TNF-a bei 40 Patienten gemessen, die keinen MitraClip® erhalten haben
(Kontrolle). *p<0,05
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4.2.1.8 Interleukin-4, Interleukin-6, Interleukin-17F, Interleukin-22, Interfe-
ron-y

Wie bei den zuvor erwahnten Zytokinen, wurde auch bei Interleukin-4 (IL-4), In-
terleukin-6 (IL-6), Interleukin-17F (IL-17F), Interleukin-22 (IL-22) und Interfe-
ron-y (IFN-y) die jeweilige MFI aus dem Zitratplasma bestimmt. Jedoch konnten
bei diesen Analyten keine signifikanten Unterschiede zwischen der Kontroll-
gruppe, den Proben vor MitraClip® -Therapie und den Proben nach Therapie
festgestellt werden. Im Wilcoxon-Rang-Test zur Messung einer signifikanten Ver-
anderung der MFI zwischen Proben vor MitraClip®-Therapie und den Proben
nach Therapie ergab ich far IL4p=0,8869, fur IL-6 p=0,3109, fur
IL-17F p = 0,3509, fiir IL-22 p = 0,5230 und fiir IFN-y p = 0,3187.
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4.2.2 Antiinflammatorisches Interleukin-10

Die Veranderung der MFI von Interleukin-10 verhielt sich &hnlich zu IL-9. Auch
hier wurde eine signifikant erhéhte MFI von IL-10 beim Follow-up im Vergleich
zur PraMC-Gruppe gemessen (p < 0,0001). Der Median der PraMC-Gruppe lag
hier bei 98,1 MFI, Q1 = 80,3 MFI, Q3 =115,2 MFI. Fir die Follow-up-Gruppe be-
trug der Median 112,2 MFI, Q1 = 96,3 MFI, Qs = 139,2 MFI. Die MFI des IL-10
der Kontrollgruppe lag wieder sowohl signifikant unter den MFI der Follow-up-
Gruppe, als auch signifikant unter der PraMC-Gruppe (Follow-up gegen Kon-
trolle, p < 0,0001; praMC gegen Kontrolle, p = 0,0018). Der Median der Kontroll-
gruppe betrug 112,2 MFI, Q1 = 96,3 MFI, Q3 = 139,2 MFI.
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Abbildung 12 - Signifikanter Anstieg der MFI von IL-10

Bei 156 Patienten wurde die MFI von IL-10 vor Implantation des MitraClip® (PraMC), mit

der MFI von IL-10 nach Implantation (Follow-up) verglichen. Zur Kontrolle wurde die MFI

von IL-10 bei 40 Patienten gemessen, die keinen MitraClip® erhalten haben (Kontrolle).
*p<0,05 **p <0,0001
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4.3 Durchflusszytometrische Analyse plasmazytoider und myeloider
dendritischer Zellen

4.3.1 Die Zellzahl

Bei einer Subpopulation von 64 Patienten wurden zusatzlich zu den Zytokinen
die relative und absolute Anzahl der pDZ und mDZ untersucht. Eine Analyse er-
folgte vor (praMC) und im Schnitt 8,48 Monate nach dem MitraClip®-Eingriff
(Follow-up). Die kleine Zellpopulation wurde wie in Kapitel 3.3.4 FACS-Analyse
der dendritischen Zellen beschrieben, identifiziert.

Der Anteil der pDZ an der gesamt Leukozytenanzahl lag zwischen 0,007% bis
0,42%, der der mDZ zwischen 0,01% bis 0,39%. Das entsprach einer tatsachli-
chen Zellzahl der pDZ von 0,5 /ul bis 14,7 /pl und der mDZ von 0,6 /ul bis 18,1 /ul.
Festgestellt wurde eine signifikant niedere relative und absolute pDZ-Zahl vor
dem Eingriff gegenlber der Kontrollgruppe (p = 0,0003). Nach 8,47 Monaten war
die relative und absolute Zahl der pDZ signifikant gestiegen (p < 0,0001) und
hatte sich der Kontrollgruppe eindeutig angenahert.
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Abbildung 13 - Veranderung der absoluten Zellzahl der pDZ

Bei 64 Patienten wurde die absolute Zellzahl der pDZ vor Implantation des MitraClip®
(PraMC), mit der absoluten Zellzahl der pDZ nach Implantation (Follow-up) verglichen.
Zur Kontrolle wurde die absolute Zellzahl der pDZ bei 40 Patienten gemessen, die keinen
MitraClip® erhalten haben (Kontrolle). *p<0,05 ** p < 0,0001
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Bei der Ermittlung der absoluten Zellzahl der pDZ ergaben sich folgende Kenn-
grof3en:

Median der Kontrollgruppe: 5,6 /ul, Q1 = 3,4 /ul, Q3 = 9,3 /ul.

Median der PraMC-Proben: 3,4 /ul, Q1 = 2,1 /ul, Q3 = 5,0 /ul

Median der Follow-up-Proben: 5,5 /ul, Q1 = 3,6 /ul, Q3 = 8,0 /ul

Die relative und absolute Zellzahl der myeloiden dendritischen Zellen hat sich
durch die MitraClip®- Therapie nicht signifikant verandert. Auch im Vergleich der
Kontrollgruppe mit der Therapiegruppe konnten keine signifikanten Unterschiede

in der mDZ-Zahl nachgewiesen werden.

4.3.2 Der costimulatorische Oberflachenrezeptor HLA-DR

Erganzend zur Bestimmung der pDZ- und mDZ-Zahl wurde die Expression des
costimulatorischen Oberflachenrezeptors HLA-DR untersucht. Um die Expres-
sion des Rezeptors zu messen, wurden die Rezeptoren mit einem Antikdrper
markiert. Im FACS wurde dann die MFI gemessen. Damit wurde untersucht, ob
sich die Expression des costimulatorischen Rezeptors HLA-DR auf den dendriti-
schen Zellen verandert. Hierbei konnte weder auf mDZ noch auf pDZ eine signi-
fikant unterschiedliche Expression des Rezeptors vor dem MitraClip®-Eingriff
und im Follow-up (nach 8,47 Monaten) festgestellt werden. Allein die Expression
des HLA-DR auf pDZ der Kontrollgruppe und auf denen der Follow-up-Proben
war signifikant unterschiedlich (p=0,04). Der Median der Kontrollgruppe betrug
348 MFI, Q1 = 283 MFI, Qs = 476 MFI. Der Median der PrAMC-Gruppe betrug
373 MFI, Q1 = 278 MFI, Q3 = 598 MFI. Der Median der Follow-up-Gruppe betrug
405 MFI, Q1 = 315 MFI, Q3 = 586 MFI.
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4.4 Eine Korrelation zwischen der Reduktion der Ml und der MFI von
TNF-a und IL-21

Wie in Kapitel 3.3.6 beschrieben, wurde bei jedem Patienten die direkte Reduk-
tion der MI durch Implantation des MitraClip®-Systems gemessen. Je grof3er die
Reduktion der MI, umso groRer war der Effekt des Clips. Die Anderung der MFI
von TNF-a und IL-21 wurde berechnet, indem die MFI vor Implantation (PraMC)
von der MFI acht Monate nach Implantation (Follow-up) subtrahiert wurde
(AMFI = Follow-up - PraMC). Wenn die Zytokinmenge im Follow-up gesunken
war, ergab sich demnach eine negative Anderung der MFI. Mittels Spe-
arman-Test wurde eine nicht parametrische Korrelation zwischen der direkten
Reduktion der Ml und der Veranderung der MFI von TNF-a vor und acht Monate
nach MitraClip®-Implantation erstellt. Diese ergab einen Korrelationskoeffizien-
ten von -0,182 mit einer Signifikanz von p = 0,026. Was bedeutet, je gro3er die
direkte Reduktion der MI, desto gro3er war die Veranderung der MFI von TNF-a.
Bei einer grofR3en direkten Verringerung der MI war zum Zeitpunkt des Follow-up
eine deutlich geringere MFI von TNF-a messbar, als vor Implantation des Clips.
Ein vergleichbares Ergebnis ergab sich bei der nicht parametrische Korrelation
zwischen der direkten Reduktion der Ml und der Veranderung der MFI von IL-21
vor und acht Monate nach MitraClip®-Implantation. Der Korrelationskoeffizient
betrug -0,170 mit einer Signifikanz von p = 0,037. Was bedeutet, je groRRer die
direkte Reduktion der MI, desto grof3er war die Veranderung der MFI von IL-21.
Bei einer grof3en direkten Verringerung der Ml war zum Zeitpunkt des Follow-up
eine deutlich geringere MFI von IL-21 messbar, als vor Implantation des Clips.
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5 Diskussion

5.1 Zusammenfassung der Hauptergebnisse

Diese Studie zeigt die Auswirkungen der Therapie einer Mitralklappeninsuffizienz
mittels MitraClip® auf verschiedene pro- und antiinflammatorische Zytokine, auf
die Anzahl der dendritischen Zellen und auf die Expression des Oberflachenre-
zeptors HLA-DR auf dendritischen Zellen. Eingeschlossen in die Studie wurden
156 Patienten zwischen 42 und 90 Jahren mit NYHA-Stadium 2 bis 4. Bei allen
Patienten wurden vor Implantation des MitraClip®-Systems und acht Monate da-
nach aus Zitratplasma, mittels Multiplex-Assay, 13 humane Zytokine quantifiziert.
Zu den gleichen Zeitpunkten wurde aus Vollblut, mittels Markierung durch Im-
munfluoreszenz und anschlieRender FACS-Analyse, die Anzahl der dendriti-
schen Zellen und die Expression des Oberflachenrezeptors HLA-DR bestimmt.
Die MFI der Zytokine IL-2, IL-5, IL-9, IL-10, IL-13 war acht Monate nach Therapie
signifikant erhéht, die MFI far IL-17A, IL-21 und TNF-a signifikant erniedrigt. Zu-
dem zeigte sich ein signifikanter Anstieg der Anzahl der pDZ.

5.2 Diskussion der Methoden

Zur Quantifizierung der 13 humanen Zytokine wurde das ,LEGENDplex ™ Hu-
man Th Cytokine Panel (13-plex)* (BioLegend®, San Diego, USA) verwendet.
Die Qualitat wurde vom Hersteller garantiert, der nach ISO 13485:2016 zertifiziert
war (BioLegend, 2019). Als Proben wurde vom Hersteller Serum oder
EDTA-Plasma empfohlen. In dieser Studie wurde Zitratplasma verwendet. In fol-
genden Studien sollte Uberpruft werden, inwieweit die Verwendung von Zitrat-
plasma zu einer Veranderung des Ergebnisses beitragt. Alle weiteren Schritte
wurden nach Herstellerangaben befolgt. Insbesondere wurde darauf geachtet,
die Proben langsam auf Eis aufzutauen, um das Ausfallen von Proteinen zu ver-
hindern.

Die Identifikation der DZ wurde nach Anleitung des Protokolls des ,Blood Dend-
ritic Cell Enumeration Kit“ von Miltenyi Biotec durchgefuhrt. Diese Technik wurde
schon in vielen anderen Studien zur Identifikation dendritischer Zellen verwendet
(Yilmaz et al., 2006, Vogelsang et al., 2010, Chen et al., 2008). Eine Schwierigkeit
in dieser Studie bestand darin, dass nach Zentrifugation des Vollbluts, das



Diskussion 45

Plasma mit einer Pumpe von Hand abgesaugt werden musste, wobei der Buffy-
Coat im Reagenzglas verbleiben sollte. Diese Technik erfordert etwas Ubung und
kann beim Erlernen zu Verfalschungen der Ergebnisse fuhren, wenn zu viele
Leukozyten mit abgesaugt werden. Daher ist eine grof3e Anzahl an Proben von
Vorteil, um Unterschiede beim Absaugen statistisch auszugleichen. In dieser Stu-
die wurden daflr pro Patient jeweils drei Proben fir mDZ und pDZ gemessen

und daraus der Durchschnitt der Zellzahl berechnet.
5.3 Diskussion der Ergebnisse
5.3.1 Proinflammatorische Zytokine

5.3.1.1 Ein signifikanter Anstieg der proinflammatorischen Zytokine IL-9,
IL-5, IL-2 und IL-13
In der vorliegenden Studie wurde ein signifikanter Anstieg der MFI von IL-9, IL-5,
IL-2 und IL-13 im peripheren Blutplasma der Patienten acht Monate nach Implan-
tation des MitraClip®-Systems festgestellt. Es stellte sich nun die Frage, wie ein
Anstieg dieser proinflammatorischen Zytokine, mit der Reduktion der HI durch
die MitraClip®-Implantation und dadurch einer Reduktion der Druck- und Volu-
menbelastung des Myokards und anderer Organe, in Einklang zu bringen war.
Durch die Reduktion der HI war eigentlich ein Rickgang der Entziindung und
damit eine Reduktion der proinflammatorischen Zytokine zu erwarten gewesen.
Eine Gemeinsamkeit von IL-9, IL-5, IL-2 und IL-13 ist, dass ihre Hauptproduzen-
ten jeweils T-Lymphozyten sind, genauer Thl- und Th2-Lymphozyten (Noelle
and Nowak, 2010, Ikutani et al., 2012, Hwang et al., 2005, McKenzie et al., 1998).
Th1-Zellen initiieren vor allem die zellulare Immunantwort und aktivieren unter
anderem Makrophagen, Th2-Zellen steuern vor allem die humorale Immunant-
wort, indem sie vor allem B-Zellen aktivieren (Romagnani, 1999). Sie sind somit
zentrale Regulatoren bei der Steuerung der Immunantwort. Warum sind nun acht
Monate nach Implantation des MitraClip®-Systems mehr Produkte der Th1- und
Th2-Zellen im peripheren Blut zu finden? Dies liegt vermutlich daran, dass sich
die Thl- und Th2-Zellen vor allem im entzindeten Gewebe befinden. Kishimoto
induzierte im Jahr 1985 bei 160 Mausen eine HI, indem er sie mit einem Virus

infizierte und dadurch eine virale Myokarditis hervorrief. Er konnte in
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histologischen Untersuchungen zeigen, dass sich 80% der T-Zellen im Myokard
befanden und die T-Zellzahl im peripheren Blut signifikant gesunken war
(Kishimoto et al., 1985). Die Vermutung liegt nahe, dass sich humane T-Zellen
ahnlich verhalten und sich bei HI vor allem im geschéadigten Gewebe aufhalten.
Wenn sich die Belastung des Myokards nach Implantation des MitraClip®-Sys-
tems reduziert und sich das Gewebe erholt, wandern voraussichtlich weniger
Thl- und Th2-Zellen in das Gewebe ein und verbleiben somit im Blutkreislauf.
Dies wurde erklaren, warum auch ihre Produkte, wie IL-9, IL-5, IL-2 und IL-13,

8 Monate nach Therapie der HI, vermehrt im peripheren Blut messbar sind.

5.3.1.2 Ein signifikanter Abfall der proinflammatorischen Zytokine IL-21,
IL-17A und TNF-a

In der vorliegenden Studie wurde ein signifikanter Abfall der MFI von IL-21, IL-
17A und TNF-a im peripheren Blutplasma der Patienten acht Monate nach Im-
plantation des MitraClip®-Systems festgestellt. Es stellte sich die Frage, warum
sich die MFI dieser drei Zytokine gegensatzlich zur MFI der oben erwéhnten Zy-
tokine verhielt.

IL-21 und IL-17A werden im Gegensatz zu IL-9, IL-5, IL-2 und IL-13, vor allem
auch von Th17-Lymphozyten ausgeschuttet (Cua and Tato, 2010, Liu and King,
2013). Th17-Lymphozyten férdern die Granulopoese und spielen vor allem bei
der bakteriellen Abwehr eine grof3e Rolle (Ouyang et al., 2008). Sowohl bei Pati-
enten mit einer dilatativen Kardiomyopathie (Yi et al., 2009), als auch bei Patien-
ten mit einem akuten Koronarsyndrom (ACS) wurde eine erhéhte Zellzahl von
Th17-Lymphozyten detektiert. Besonders das Verhaltnis von Th17-Lymphozyten
zu regulatorischen T-Zellen (Treg-Zellen) scheint bei der Pathogenese der Desta-
bilisierung von Plaques beim ACS eine entscheidende Rolle zu spielen (Cheng
et al., 2008). Dieses Missverhéltnis konnte auch bei Patienten mit einer HI nach-
gewiesen werden. Auch hier lagen signifikant mehr Th17-Zellen, als bei Patien-
ten ohne HI vor (Li et al., 2010). Es lasst sich demnach vermuten, dass die Im-
plantation des MitraClip® und die damit einhergehende Reduktion der HI zu einer
Normalisierung der Th17-Zellzahl beitragen kdnnte. Dies wiirde den signifikanten
Abfall der Produkte der Th17-Zellen (IL-21 und IL-17A) erklaren. Weitere Studien,
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die die Th17-Zellzahl bei Patienten vor und nach MitraClip®-Implantation bestim-
men, wirden zur Klarung beitragen.

TNF-a wiederum wird vor allem von aktivierten Makrophagen in verschiedenen
Geweben (zum Beispiel von Mikroglia im Gehirn, Kupffer-Sternzellen in der Le-
ber, Alveolarmakrophagen in der Lunge) ausgeschittet (Parameswaran and
Patial, 2010). Wie in Kapitel 1.2.2 beschrieben, kann durch die mangelnde
Pumpleistung des Herzens bei der HI eine systemische Hypoxie entstehen, wel-
che Schéaden an verschiedensten Organen verursacht. Diese Gewebeschéden
aktivieren unter anderem Makrophagen (Laskin et al., 2011). Mithilfe der Mit-
raClip®-Implantation kann die systemische Hypoxie durch Verbesserung der
Pumpleistung des Herzens reduziert werden. Es kann davon ausgegangen wer-
den, dass dadurch die Gewebesch&adigung abnimmt, weniger Gewebsmakropha-
gen aktiviert werden und diese daher wiederum weniger TNF-a ausschutten, was

die Abnahme der MFI acht Monate nach MitraClip®-Implantation erklaren wirde.

5.3.1.3 Keine signifikante Anderung der proinflammatorischen Zytokine
IL-6, IL-22, IFN-y, IL-4 und IL-17F

In der vorliegenden Studie wurde keine signifikante Anderung der MFI von IL-6,
IL-22, IFN-y, IL-4 und IL-17F im peripheren Blutplasma der Patienten vor und
acht Monate nach Implantation des MitraClip®-Systems festgestellt. Es stellte
sich die Frage, warum die Reduktion der HI keinen signifikanten Einfluss auf die
MFI dieser Zytokine hatte.

Hauptproduzenten von IL-22 sind Thl-Lymphozyten, Th22-Lymphozyten und
Th1l7-Lymphozyten (Duhen et al., 2009). Wie zuvor beschrieben, kann davon
ausgegangen werden, dass sich die Zellzahl der Th1-Zellen im peripheren Blut
bei einer Reduktion der HI erhdht und die Zellzahl der Th17-Zellen im peripheren
Blut verringert. Es ware mdglich, dass sich aufgrund der Tatsache, dass ein
Hauptproduzent von IL-22 vermehrt vorliegt und ein anderer weniger, im Endef-
fekt die MFI von IL-22 durch eine Reduktion der HI nicht signifikant &ndert.

IL-4 und IL-6 werden von vielen verschiedenen Zellen ausgeschittet, von
Th2-Lymphozyten, basophilen Granulozyten, Makrophagen, neutrophilen Gra-
nulozyten, Myozyten und einigen anderen Zellen (Diehl and Rincon, 2002,

Chomarat and Banchereau, 1997, Febbraio and Pedersen, 2005, Sokol et al.,
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2008). In der Literatur konnen darunter nur schwer zellulare Hauptproduzenten
dieser Zytokine ausgemacht werden. Es ware jedoch denkbar, dass ahnliche Me-
chanismen wie bei IL-22 vorliegen und sich daher auch bei IL-4 und IL-6 keine
signifikante Anderung der MFI vor und acht Monate nach MitraClip®-Therapie
verzeichnen lasst.

IFN-y wird hauptsachlich von NKZ, Th1-Lymphozyten und zytotoxischen T-Zellen
produziert (Schoenborn and Wilson, 2007). Da nach MitraClip®-Therapie von ei-
nem Anstieg der Thl-Lymphozyten auszugehen ist, hatte man auch einen An-
stieg der MFI von IFN-y erwarten kénnen. Allerdings wird durch IL-10 die Produk-
tion von IFN-y vor allem in NKZ gehemmt (D'Andrea et al., 1993). Wie zuvor be-
schrieben, wurde in der vorliegenden Studie ein signifikanter Anstieg der MFI von
IL-10 im peripheren Blut acht Monate nach Implantation des MitraClip®-Systems
festgestellt. Auch hier ware ein Entgegenwirken dieser beiden Mechanismen,
zum einen mehr Thl-Lymphozyten und zum anderen mehr antiinflammatorisch
wirkendes IL-10, denkbar, was im Endeffekt zu keiner signifikanten Anderung der
MFI von IFN-y nach MitraClip®-Therapie fuhren wirde.

Generell waren zur weiteren Klarung dieser Hypothesen zuséatzliche Studien
sinnvoll, die die Zellzahl unterschiedlicher Zellen des Immunsystems, wie bei-
spielsweise Thl-, Th2, Thl7-Lymphozyten, NKZ oder Makrophagen vor und
nach Implantation des MitraClip®-Systems untersuchen wirden.

IL-17F hat sehr groRe Ahnlichkeit zu IL-17A. Es wird auch hauptsachlich von
Th17-Lymphozyten ausgeschittet, aber zudem auch von aktivierten Monozyten,
basophilen Granulozyten und Mastzellen (Starnes et al., 2001, Kawaguchi et al.,
2001). Die Funktionen und Auswirkungen von IL-17F sind, im Gegensatz zu
IL-17A, noch nicht so gut untersucht (Yang et al., 2008). Hier kénnten kinftig
weitere Studien helfen, die Unterschiede zwischen diesen beiden ahnlichen Zy-
tokinen besser zu verstehen und die Ursachen der unterschiedlichen Verande-

rung der MFI vor und nach MitraClip®-Therapie nédher zu beleuchten.

5.3.1.4 Ein signifikanter Anstieg des antiinflammatorischen Zytokins IL-10
In der vorliegenden Studie wurde ein signifikanter Anstieg der MFI von IL-10 im
peripheren Blutplasma der Patienten acht Monate nach Implantation des Mit-

raClip®-Systems festgestellt. Obwohl IL-10 ein antiinflammatorisches Zytokin ist,
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verhalt sich die MFI, wie die, der proinflammatorischen Zytokine IL-9, IL-5, IL-2
und IL-13. Wie diese vier proinflammatorischen Zytokine wird IL-10 auch haupt-
sachlich von Thl- und Th2-Lymphozyten produziert (Trinchieri, 2007). Da, wie
zuvor beschrieben, davon ausgegangen werden kann, dass durch Reduktion der
HI weniger entziindetes Gewebe vorliegt und Thl- und Th2-Zellen wieder ver-
mehrt im peripheren Blut zu finden sind, ist dies gut damit vereinbar, dass auch

die MFI von IL-10 nach MitraClip®-Therapie angestiegen ist.

5.3.2 Durchflusszytometrische Analyse plasmazytoider und myeloider
dendritischer Zellen

5.3.2.1 Die Zellzahl

Bei einer Subpopulation von 64 Patienten wurde zuséatzlich zu den Zytokinen die
relative und absolute Anzahl der pDZ und mDZ untersucht. Es wurde eine signi-
fikant niedere relative und absolute pDZ-Zahl vor dem Eingriff gegeniber der
Kontrollgruppe festgestellt. Nach 8 Monaten war die relative und absolute Zahl
der pDZ signifikant gestiegen und hatte sich der Kontrollgruppe eindeutig ange-
nahert. Die Zellzahl der mDZ hatte sich nicht signifikant verandert. In der Studie
von Pistulli et al. aus dem Jahr 2016, lagen bei Patienten, die an einer chroni-
schen HI aufgrund einer dilatativen Kardiomyopathie (DCM) litten auch eine ver-
ringerte Anzahl DZ im peripheren Blut, im Vergleich zur Kontrollgruppe, vor. Al-
lerdings waren bei Patienten mit DCM die mDZ signifikant verringert, wohingegen
die pDZ keinen signifikanten Unterschied zur Kontrollgruppe aufwiesen (Pistulli
et al., 2016). Diese Ergebnisse deuten auf einen zellspezifischen Pathomecha-
nismus hin, der in kuinftigen Studien genauer untersucht werden kdnnte. Fiur den
Grund der Reduktion der Zellzahl der DZ lasst sich vermuten, dass, analog zu
den T-Zellen, wie in Kapitel 5.3.1.1 beschrieben, die DZ bei HI vermehrt in ent-
zindetes Gewebe einwandern. In einer Studie von Yilmaz et al. aus dem Jahr
2006 wurde nachgewiesen, dass DZ auch im Rahmen einer KHK in verringerter
Anzahl, im Vergleich zur Kontrollgruppe, im peripheren Blut vorliegen. Daflr
wurde in vulnerablen Plaques der A. carotis, im Gegensatz zu stabilen Plagues,
eine signifikant erhéhte mDZ-Zellzahl gefunden (Yilmaz et al., 2006). Auch dies

deutet darauf hin, dass DZ aus dem peripheren Blut in entziindetes Gewebe
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einwandern und passt zu den hier vorliegenden Ergebnissen, dass acht Monate
nach Implantation des MitraClip®-Systems die pDZ-Zahl signifikant angestiegen
ist.

5.3.2.2 Der costimulatorische Oberflachenrezeptor HLA-DR

Erganzend zur Bestimmung der pDZ- und mDZ-Zahl, wurde die Expression des
costimulatorischen Oberflachenrezeptors HLA-DR vor und acht Monate nach Im-
plantation des MitraClip®-Systems untersucht. Weder auf mDZ, noch auf pDZ
wurde eine signifikante Anderung der Expression des Rezeptors festgestellt. Wie
in Kapitel 1.4.1 beschrieben, kdnnen DZ nur T-Zellen aktivieren, wenn sie ein
Antigen auf diesem Rezeptor prasentieren. Werden DZ aktiviert, nimmt die Ex-
pression von HLA-DR signifikant zu (Bottazzo et al., 1983). Nimmt also die Ex-
pression von HLA-DR auf den DZ acht Monate nach Implantation des Mit-
raClip®-Systems nicht zu, obwohl die Zellzahl der pDZs im peripheren Blut zu-
genommen hat, spricht das dafur, dass die DZ weniger in entziindetes Gewebe

abwandern und im peripheren Blut aber auch nicht vermehrt aktiviert werden.

5.3.3 Eine Korrelation zwischen der Verringerung der Ml und der MFI von
TNF-a und IL-21

Die nicht parametrische Korrelation nach Spearman zeigte, je gro3er die direkte

Reduktion der Ml war, desto gréf3er war die Veranderung der MFI von TNF-a und

IL-21. Dies bestarkt die These, dass die Ml und damit die Volumenbelastung des

linken Ventrikels, einen Einfluss auf die Menge freigesetzter Zytokine hat.
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5.4 Ausblick

In der vorliegenden Studie konnte, soweit bekannt, erstmals eine Veranderung
der MFI verschiedener pro- und antiinflammatorischer Zytokine vor und acht Mo-
nate nach MitraClip®-Implantation, bei Patienten mit HI aufgrund einer Ml, ge-
zeigt werden. Insgesamt tragt diese Studie damit, sowie mithilfe der Bestimmung
der Zellzahl der pDZ und mDZ und der Expression des Oberflachenrezeptors
HLA-DR dazu bei, den Einfluss der Volumentberladung bei Ml auf verschiedene
Teile des Immunsystems besser zu verstehen. Weitere Studien werden klaren,
ob dhnliche Immunreaktionen auch bei HI anderer Atiologie auftreten. Sinnvoll
ware auch eine Untersuchung der Zellzahl anderer Zellen des Immunsystems,
wie beispielsweise Thl-, Th2, Th17-Lymphozyten, NKZ oder Makrophagen vor
und nach Implantation des MitraClip®-Systems. Insgesamt zeigt diese Untersu-
chung, dass durch die Implantation des MitraClip®-Systems und der dadurch er-
reichten Reduktion der Volumenbelastung des Herzens, hdochstwahrscheinlich
eine Reduktion der inflammatorischen Aktivitat im Rahmen der HI erreicht wer-

den kann.



Zusammenfassung 52

6 Zusammenfassung

Hintergrund: Die HI ist eine der haufigsten Erkrankungen in westlichen Landern.
Eine der wichtigsten Ursachen der HI sind Klappenerkrankungen, wie die MI. Als
systemische Erkrankung beeinflusst die HI unter anderem verschiedene Kompo-
nenten des Immunsystems. Eine zentrale Rolle bei der Immunantwort nehmen
Zytokine und DZ ein. Bei Patienten mit MI verbessert die Implantation eines Mit-
raClips® signifikant die kardiale Auswurfleistung. Zielsetzung: Ziel der hier vor-
liegenden Studie war es, den Einfluss der MitraClip®-Therapie auf 13 ausge-
wahlte humane Zytokine und auf die Zellzahl von DZ im peripheren Blut zu un-
tersuchen. Methoden: Hierfur wurde bei 156 Patienten zwischen 42 und 90 Jah-
ren, mit NYHA-Stadium 2 bis 4, vor Implantation des MitraClip®-Systems und
acht Monate danach, Blut aus einer peripheren Vene entnommen. Aus Zitrat-
plasma wurde zu beiden Zeitpunkten, unter Verwendung des LEGENDplex™ Hu-
man Th Cytokine Panels (13-plex) (BioLegend®, San Diego, USA), die MFI von
IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10, IL-13, IL-17A, IL-17F, IL-21, IL-22, IFN-y und
TNF-a bestimmt und mittels Wilcoxon-Mann-Whitney-Test miteinander vergli-
chen. Bei 64 Patienten wurde zusatzlich aus Vollblut, mittels Immunfluoreszenz-
markierung und anschlieBender durchflusszytometrischer Analyse, die Zellzahl
der pDZ und mDZ bestimmt. Ergebnisse: Im Vergleich zum Zeitpunkt vor Mit-
raClip®-Implantation war die MFI von IL-2 (praMC 66,7 MFI; Follow-up 69,5 MFI;
p < 0,0001), IL-5 (praMC 78,9 MFI; Follow-up 83,7 MFI; p < 0,0001), IL-9 (praMC
124,4 MFI; Follow-up 163,4 MFI; p < 0,0001), IL-10 (praMC 98,1 MFI; Follow-up
112,2 MFI; p<0,0001) und IL-13 (praMC 78,9 MFI; Follow-up 83,7 MFI;
p < 0,0002) acht Monate nach Implantation signifikant angestiegen. Die MFI der
Zytokine IL-17A (praMC 46,0 MFI; Follow-up 43,4 MFI; p < 0,0003), IL-21 (praMC
90,6 MFI; Follow-up 88,1 MFI; p < 0,0001) und TNF-a (praMC 36,3 MFI; Follow-
up 35,0 MFI; p < 0,003) war acht Monate nach Therapie, im Vergleich zum Zeit-
punkt vor MitraClip®-Implantation, signifikant reduziert. Aul3erdem war die Zell-
zahl der pDZ im peripheren Blut acht Monate nach Therapie, im Vergleich zum
Zeitpunkt vor MitraClip®-Implantation, signifikant angestiegen (praMC 3,4 /ul,
Follow-up 5,5 /ul, p < 0,0001).
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Ausblick: Insgesamt tragt diese Studie, mittels Bestimmung der MFI ausgewahl-
ter humaner Zytokine sowie der Bestimmung der Zellzahl dendritischer Zellen im
peripheren Blut, dazu bei, den Einfluss der Volumenuberladung bei MI auf ver-
schiedene Teile des Immunsystems besser zu verstehen. Um zu bestatigen,
dass oben genannte Ergebnisse generell bei Patienten mit HI vorliegen, kdnnten
weitere Studien sinnvoll sein, die die oben genannten Zytokine und DZ bei Pati-

enten mit HI anderer Atiologie bestimmen.
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