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Einleitung

1 EINLEITUNG

1.1 Arteriosklerose

Arteriosklerose ist eine chronisch-entzindliche Gefal3erkrankung der grof3en und
mittelgrof3en Arterien. Bereits 1958 definierte die Weltgesundheitsorganisation
(WHO) die Arteriosklerose wie folgt: Sie ,ist eine variable Kombination von
Veranderungen der Intima von grof3en Arterien. Dabei kommt es zur lokalen
Ansammlung von Lipiden, komplexen Kohlenhydraten, Blutprodukten,
Bindegewebe und Calciumkomplexen, die mit Veranderungen der Media
assoziiert sind.“[1] Durch die lange asymptomatische, aber progrediente
Verengung der arteriellen Gefal3e durch lipidreiche Ablagerungen an der
GefalBinnenwand z&hlt sie zu einer der Haupttodesursachen in den
Industrienationen. Sie ist grundlegende Ursache einer Reihe von Erkrankungen
wie zum Beispiel Koronarer Herzkrankheit, Myokardinfarkt, zerebralem Insult und

peripher-arterieller Verschlusskrankheit.

2013 betrug die Zahl der Todesfalle in Deutschland 893825 Menschen. Die
haufigste Todesursache war mit 39,7% eine Herz-/Kreislauferkrankung, die
Mehrheit davon bedingt durch die chronische ischamische Herzkrankheit mit
20.6% und den akuten Myokardinfarkt mit 7%.[2]

Arteriosklerose ist die wichtigste und haufigste krankhafte Veranderung der
Arterien mit Verdickung, Verhartung, Elastizitatsverlust und Lumenein-engung.[3]
Die Risikofaktoren fur die Entstehung und Progression der Erkrankung sind
vielfaltig. Hierzu gehodren die Hypercholesterindmie (insbesondere erhtéhte Low
Density Lipoproteine (,LDL®)), freie Radikale, Hypertonie, Diabetes Mellitus,
Ubergewicht, Nikotinabusus, Alter, mannliches Geschlecht, Scherkrafte durch
Wirbelbildungen im Blutfluss und Infektionen (zum Beispiel mit Chlamydia
Pneumoniae, Coxsackievirus B, Zytomegalie).[4] Sie fihren zu einer
endothelialen Dysfunktion und immunologisch getriggerten, komplexen
chronisch entzindlichen Reaktion in der GefaBwand mit konsekutiver

Plaqueentwicklung.[5]
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1.1.1 Aufbau der GefalRwand

Die GefalRwand wird von drei morphologisch unterscheidbaren Schichten
gebildet, der Intima, Media und Adventitia. Die didnne Intima bildet die dem
Blutfluss zugewandte Seite. Sie besteht luminal aus einer kontinuierlichen,
einzelligen Endothelschicht und wird nach auf3en durch die innere Lamina
Elastica abgegrenzt. Das Endothel hat vielfaltige Aufgaben. Es synthetisiert
Bindegewebskomponenten und Grundsubstanz, produziert gerinnungs-
hemmende und fibrinolytische, aber auch thrombozytenaggregations- und
adhasionsfordernde Faktoren, setzt endothelrelaxierende und —kontrahierende
Faktoren frei, sowie wachstumsregulierende Stoffe. Die Lamina Elastica besteht
aus Proteoglykanen und Kollagen (extrazellulare Bindegewebsmatrix). In der
gesunden Intima findet man Makrophagen, CD3+ (Cluster of Differentiation,

,CD"), CD4+ und CD8+ T-Lymphozyten sowie vereinzelte glatte Muskelzellen.[6]

Nach extraluminal schlie3t sich die Media an. Diese wird hauptsachlich von
glatten Muskelzellen gebildet. Eine Schicht elastischer Fasern, die externe
Lamina Elastica, bildet die Grenze zur &ufRersten Schicht, der Adventitia.
Fibroblasten und glatte Muskelzellen bilden das lockere Bindegewebe der
Adventitia. In besonders dicken GefaBwénden findet man hier zusatzlich kleine
Vasa Privata, die die Perfusion der inneren Schichten sicherstellen.[6, 7]
Angrenzend an arteriosklerotische Plaques findet sich hier auch haufig tertires
lymphatisches Gewebe mit B- (,B-Zellen) und T-Lymphozyten (,T-Zellen®),
Dendritischen Zellen und Makrophagen.[8]

1.1.2 Genese arteriosklerotischer Plaques

Die Erkenntnisse Uber die Entwicklung arteriosklerotischer Plaques sind bereits
weit fortgeschritten. Es gibt verschiedene Hypothesen ihrer Genese, beginnend
mit der schon 1977 von Ross formulierten und stetig weiter erforschten
Response-to-Injury-Hypothese.[9] Sie postuliert, dass ein Defekt im Epithel der
Intima der Beginn einer inflammatorischen und fibroproliferativen Reaktion ist.
Abhé&ngig von der Art und Dauer der Verletzung kann diese Reaktion so exzessiv
werden, dass ein arteriosklerotischer Krankheitsprozess beginnt.[10] Wie immer

genauer erforscht wird, kann man den von Ross beschriebenen ,Epitheldefekt*
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wohl eher als Gbergeordneten Begriff verstehen, v.a. aus molekulargenetischer
Sicht. Heute sieht man die Arteriosklerose als eine chronisch inflammatorische
Erkrankung. Ein T-Zell vermittelter inflammatorischer Prozess bestimmt
Wachstum und Entwicklung arteriosklerotischer Léasionen.[11-13] Die
Entzindungsreaktion kann dabei nicht nur Folge des Endotheldefekts sein,
sondern auch deren Ursache. Verschiedene Zellen des Immunsystems und
spezifische Zytokine wurden mittlerweile in der arteriosklerotischen Plaque
nachgewiesen, weshalb der aktuelle Stand der Forschung die Arteriosklerose als
ein immunoinflammatorisch dominiertes Geschehen bis mdglicherweise hin zu

Autoimmunprozessen beschreibt.[14]

Erste sichtbare Zeichen der Arteriosklerose sind zum Teil schon im
Neugeborenenalter zu erkennen. Zunachst kommt es zu einer komplexen
endothelialen Dysfunktion, die unter anderem durch erhdhte Low-Density
Lipoprotein-Werte (,LDL") im Blut und freie Radikale ausgeldst wird. Sie ist durch
eine verminderte NO-Synthese und verstarkte lokale Oxidation von Lipoproteinen
charakterisiert.[5] Bereits oxidierte LDL[15] oder LDL aus dem Blut wandern tber
das Gefaliendothel in die Intima ein, werden dort oxidiert (oxidierte LDL, ,,oxLDL")
und unterlaufen weiteren enzymatischen Veranderungen. Dieser oxidative Stress
fuhrt neben weiteren Risikofaktoren wie inflammatorischen Prozessen oder
hamodynamischem Stress (z.B. im Rahmen einer arteriellen Hypertonie) zu einer
Aktivierung des Endothels mit Hochregulation von Adhasionsmolekilen (z.B.
VCAM-1, LCAM-1).[16] Uber diese wandern vermehrt Leukozyten, Monozyten
und Dendritische Zellen aus dem Blut in die GefalBwand ein. Monozyten
differenzieren sich hier zu Makrophagen. OxLDL wirkt zudem zuséatzlich
proinflammatorisch, aktiviert Makrophagen und Endothelzellen und ist au3erdem
ein Autoantigen.[17, 18] 10% der T-Zellen in der arteriosklerotischen Plaque
reagieren spezifisch auf oxLDL, was auf eine deutliche Rolle des oxLDL in der
Arterioskleroseentwicklung hindeutet. Aber auch andere Faktoren fir die
Initiation der Arteriosklerose und Endothelaktivierung wie z.B. das Hitze-Schock-
Protein 60 (,HSP60“) werden als Antigen diskutiert.[15]
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Die Monozyten differenzieren sich in der Intima zu Makrophagen und nehmen
Uber Scavenger-Rezeptoren oxLDL-Partikel in Form von Cholesterinestern
auf.[5, 19] Diese mit Cholesterin beladenen Makrophagen werden Schaumzellen
genannt. Schaumzellen bilden makroskopisch sichtbare, gelblich erscheinende,
erhabene und an der luminalen GefaBwand adharente Fettstreifen (,Fatty
streaks®).

Fettstreifen kommen vor allem an hamodynamisch mit Verwirbelungen
belasteten Abschnitten der Arterien, wie z.B. GefalR3gabelungen, vor.
Pradilektionsstellen sind insbesondere die Aorta und ihre Abgange (Aa. carotis,
Aa. lliacae, Aa. coronariae) sowie zerebrale Arterien. Bereits in der ersten
Lebensdekade kann man Fettstreifen beim Menschen in der Aorta finden, in der
zweiten Dekade in den Koronararterien und in der dritten bis vierten in den
zerebralen Arterien.[6] Fettstreifen sind im Grunde unter antiatherogener Diat
reversible Lasionen, bilden aber in den meisten Féllen die Vorlaufer komplexer

arteriosklerotischer Plaques.[1]

Dendritische Zellen, eine Form der Antigen-Prasentierenden Zellen,
patrouillieren im Blut oder befinden sich lokal in der GefaBRwand. Sie nehmen
Antigene wie z.B. LDL-Partikel auf, prasentieren sie T-Zellen in den Sekundaren
Lymphorganen zur Aktivierung einer Immunantwort und kénnen vermutlich auch
direkt vor Ort T-Zellen inhibieren.[8]

Schaumzellen, Makrophagen und Endothelzellen in der Intima sezernieren
Zytokine wie IL-1, IL-6, Interferon Gamma (,INFy“), Tumor Nekrose Faktor Alpha
(,TNFa“) und weitere chemotaktische Faktoren, die gemeinsam zu einer
Entziindungsreaktion und Anlockung weiterer Entzindungszellen wie T-
Lymphozyten fuhren. In der Folge kommt es zur Plaqueinitiation und letztendlich
zur Plaquedestabilisierung.[19] T-Lymphozyten werden auf ihrem Weg in die
Plaque aktiviert.[16] Das Verhéltnis Makrophagen zu T-Zellen innerhalb der
Plaque liegt bei ca. 4:1-10:1.[20]

Makrophagen in der Plaque wiederum sezernieren Wachstumsfaktoren, die

glatte Muskelzellen aus der Media einwandern lassen. Die glatten Muskelzellen
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konnen dort ihrerseits proliferieren und sich ebenfalls zu fettreichen
Schaumzellen umwandeln. Apoptotische Schaumzellen bilden einen
nekrotischen Kern in der Plague. Zusatzlich kommt es zur Einlagerung von
Kalziumkristallen und Bildung von Matrixproteinen.[19] Diese Prozesse fuhren zu

stetigem Plagquewachstum.
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Abb. 1: Schematische Darstellung einer arteriosklerotischen Plaque mit
immunologischen Zellen.

Die Plaque besteht im Kern aus Schaumzellen (Fettzellen), Cholesterin-Kristallen, lebenden und
apoptotischen Zellen, die fibrotische Kappe aus glatten Muskelzellen und Kollagen. Immunzellen
sind in der gesamten Plaque vertreten: T-Zellen, Dendritische Zellen, Makrophagen, Mastzellen.
Prothrombotische Mediatoren wie Interleukine und Proteasen, Zytokine und Eikosanoide werden
von ihnen freigesetzt. Plasmatische Lipoproteine akkumulieren subendothelial. Angrenzend an
den Bereich der Adventitia sind weitere immunologische Zellen (T-Zellen, B-Zellen,
Makrophagen, Dendritische Zellen) zu finden. (Enthommen aus Hansson et al. 2011,[8] gedruckt
mit Genehmigung der Macmillan Publishers Ltd, Nature Immunology, ,The immunesystem in
atherosclerosis® Copyright 2011)

Zum GefalBlumen wird die arteriosklerotische Plaque von einer antiatherogenen
fibrosen Kappe begrenzt. Hier findet man prozentual die meisten T-Lymphozyten
in der Plaque des Menschen.[12] Kommt es nun zu einer Ruptur dieser Kappe,
liegen atherogene Strukturen frei, an die sich Thrombozyten anlagern, die zu
einer weiteren GefalRverengung bis hin zum voélligen Verschluss des Gefal3es

fuhren oder abrei3en und als Embolus periphere Arterien verlegen.
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Viele Modelle beschreiben aul3erdem, dass die Arteriosklerose durch chronische
Infektionen mit zum Beispiel Chlamydia Pneumoniae, Helicobacter Pylori oder
Mycobacterium Tuberculosis und Immunisierung mit Proteinen wie dem
Hitzeschockprotein 60/65 (HSP60/65) verstarkt wird.[21-23]

1.2 Rolleder Immunabwehr in der Genese arteriosklerotischer Plaques

Der vorherrschende Prozess in der Entstehung und Progression der
Arteriosklerose ist wie oben beschrieben eine Entziindungsreaktion, vermittelt
durch das korpereigene Immunsystem. Dieses lasst sich gliedern in ein

angeborenes und ein erworbenes (adaptives) Immunsystem.

Vermittler der angeborenen Immunitéat reagieren sofort und Antigen-unspezifisch
auf fremde Erreger. Sie stellen die erste Phase des Abwehrsystems des Koérpers
und besitzen kein immunologisches Gedéachtnis. Hierzu gehoren zellvermittelte
Prozesse durch Makrophagen, Dendritische Zellen, Mastzellen, Granulozyten,
Naturliche Killerzellen (NK-Zellen) sowie humorale Komponenten wie das
Komplementsystem, Akute Phase Proteine und Interferone. Auch Zytokine und
Eikosanoide sowie chemische Barrieren des Kérpers kdnnen zur angeborenen

Immunitat gezahlt werden.[24, 25]

Im Rahmen der chronischen Entzindung wahrend der Genese
arteriosklerotischer Plaques kommt es zu einer zunehmenden Migration von
Leukozyten in die und Proliferation innerhalb der Gefallwand.[26, 27]
Dominierend sind vor allem Makrophagen.[26] Wé&hrend des Zusammenspiels
der angeborenen und erworbenen Immunitat ist eine Vielzahl von Zytokinen

nachweisbar.

Das erworbene Immunsystem bekampft zeitlich verzogert aber hoch pathogen-
und antigenspezifisch als fremd erkannte Molekiile, so genannte Antigene. Es
kann zwischen Fremd- und Selbstantigen unterscheiden. Zum erworbenen
zellularen Immunsystem gehdren B- und T-Lymphozyten. Sie entstammen der
gleichen Vorlauferzelle im Knochenmark, werden aber im Knochenmark (B steht
fur ,bonemarrow”) bzw. Thymus (T steht fir Thymus) gepragt und erlangen

dadurch unterschiedliche immunologische Fahigkeiten. Antigen-prasentierende
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Zellen (z.B. Makrophagen) nehmen Antigene auf, prozessieren sie und
prasentieren Fragmente an ihrer Oberflache mit Hilfe von spezifischen
Membranproteinen, die im Major Histocompatibility Complex (MHC) kodiert
sind.[24, 25] Uber diese MHC Molekille prasentieren sie zelleigene und
zellfremde Peptidfragmente auf inrer Oberflache. MHC I-kodierte Molekule finden
sich auf allen Kkernhaltigen Zellen, MHC II-kodierte Moleklle auf
Antigenprasentierenden  Zellen (z.B. B-Lymphozyten, @ Makrophagen,

Dendritische Zellen).

Von den zirkulierenden Lymphozyten sind etwa 10% B-Lymphozyten. L&sliche,
fremde Antigene werden von ihnen aufgenommen, verarbeitet und Antigen-
Bestandteile iber MHC der Klasse Il (,MHC II*) prasentiert. Durch Mitwirkung von
T-Helferzellen und dem von ihnen ausgeschutteten Interleukin 4 (,IL-4%) kommt
es zu einer klonalen Expansion der B-Lymphozyten und Umwandlung zu
Antikorper-produzierenden Plasmazellen. Sie sind aul3erdem in der Lage, als
Gedachtniszellen zu persistieren. Bei Reinfektion mit demselben Antigen kénnen
sie schnell und spezifisch mit der passenden Antikérperproduktion reagieren.
Phanotypisch lassen sie sich durch die Oberflachenmarker CD19 und CD21
sowie MHC Il charakterisieren. CD steht fur ,Cluster of Differentiation”, und stellt
Gruppen von immunphanotypischen Oberflachenmarkern von Zellen dar.
Meistens sind diese CDs membrangebundene Glykoproteine mit Rezeptor- oder

Signalfunktion.

T-Lymphozyten stellen etwa 70% der im Blut zirkulierenden Lymphozyten. Sie
patrouillieren im Blut durch den Kérper und untersuchen nach Eintritt in ein
Gewebe korpereigene Zellen auf Infektionen oder zellulare Defekte. Sie spielen
eine wichtige Rolle bei Entziindungsreaktionen und der Abwehr einer Reihe von
Infektionen, wie zum Beispiel durch Viren, Pilze und Mykobakterien, aber auch
bei der Tumorabwehr, Transplantationsimmunitat und Allergie vom verzdgerten
Typ. T-Lymphozyten erkennen Antigene nur zellvermittelt Uber einen
Proteinkomplex in ihrer Plasmamembran, den T-Zellrezeptor (,TCR"), Uber

welchen sie mit den MHCs der kdrpereigenen Zellen in Kontakt treten.
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Eine Gemeinsamkeit aller T-Lymphozyten ist das Membranprotein CD3. Es ist
Teil des T-Zell-Rezeptor-Komplexes. Uber CD3 kénnen T-Zellen im Allgemeinen
mittels immunhistochemischer Verfahren identifiziert werden. Anhand weiterer
Oberflachenmarker (s.u.) kénnen die einzelnen Subpopulationen unterschieden
werden. In der gesamten arteriosklerotischen Plaque kdnnen T-Lymphozyten
nachgewiesen werden.[8, 12]

T-Zellen lassen sich ausserdem untergliedern in CD8+ und CD4+ T-
Lymphozyten. Zytotoxische T-Zellen kdnnen mit inrem spezifischen Co-Rezeptor
CD8 die MHC Molekule der Klasse | (,MHC [) binden, die von allen
korpereigenen Zellen produziert werden. Prasentiert eine kdrpereigene Zelle ein
passendes ,fremdes” Antigen, kann die zytotoxische T-Zelle direkt die infizierte

oder maligne entartete Zellen abtdten.[24, 28]

1.2.1 CD4+ T-Zellen

Sie interagieren Uber ihren TCR und den Co-Rezeptor CD4 mit MHC Molekllen
der Klasse Il (,MHC II¥) an der Oberflache Antigen-prasentierender Zellen
(LAPC®) (dazu gehoren Makrophagen, B-Lymphozyten und Dendritische Zellen).
Damit die Immunantwort naiver T-Zellen initiiert werden kann, sind noch weitere
Zell-Interaktionen nétig. APC exprimieren B7.1-Proteine (CD80), dies vor allem
nach Kontakt mit Antigenen. Diese B7-Proteine werden vom Costimulator CD28
erkannt. CD28 kommt auf nahezu allen T-Zellen vor. Die Signale der Interaktion
von CD28 und B7.1 sowie die der Interaktion des T-Zell-Rezeptors mit MHC I
Protein und dem Co-Rezeptor CD4 sind nétig, um die T-Zelle zu aktivieren. Fehlt
eine dieser Interaktionen, bleibt die T-Zelle inaktiviert. Eine antigen-stimulierte T-
Zelle exprimiert aul3erdem den Liganden CD40L, der an CD40 auf der Oberflache
Antigenprasentierender Zellen bindet. Dies fuhrt zu noch mehr B7.1
Costimulation und zu Sekretion von IL-12, was zu verstarkter T-Zell-

Differenzierung fuhrt. Die aktivierte T-Zelle wird T-Effektorzelle (Tef) genannt.

Den Hauptanteil der CD4+ T-Zellen bilden T-Helferzellen (,Tw“). Sie sind
entscheidende Vermittler der Immunabwehr und des Entztindungsgeschehens.

Naive CD4+ T-Zellen konnen sich je nach vorherrschenden Signalen zu T-
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Helferzellen der Subgruppe 1 (,Tul®), -2 (,Th2“) oder =17 (,Twl7“) oder zu
regulatorischen T-Zellen (,Treg“) entwickeln.[29, 30] Diese Zellen inhibieren sich
gegenseitig. Tul-Zellen richten sich vor allem gegen intrazellulare Bakterien oder
Parasiten, indem sie Makrophagen aktivieren.[31] Twn2-Zellen induzieren
hingegen die Antikdrperproduktion durch B-Zellen, um extrazellulare Toxine und
Erreger zu bekampfen.[30] Tul7-Zellen lenken die Immunantwort vor allem
gegen mikrobielle Erreger, insbesondere extrazellulare Bakterien und Pilze.[32,
33] Treg supprimieren unterschiedlichste Zellgruppen, um pathogene und

autoimmune Immunreaktionen zu hemmen.[34]

Fur die Differenzierung der T-Zellen sind verschiedene Zytokine notwendig: INFy
und IL-12 fur die Twl-Zell-Differenzierung,[31] IL-4 und IL-2 fur die Tn2-Zell-
Differenzierung.[35, 36] Diese Zytokine instruieren aktivierte CD4+ T-Zellen, ihre
jeweiligen zelltypspezifischen Transkriptionsfaktoren zu exprimieren. Die
Expansion der jeweiligen Zellgruppen wird induziert durch IL-12 fir Twl, IL-2 flr
Th2 und TGF flr Treq.[29] [37]

Tul-Zellen schitten Zytokine wie INFy, TNFa und IL-2 aus.[38] Sie aktivieren
damit die zellulare Immunantwort und wirken direkt im arteriosklerotischen
Plaguegeschehen, indem sie weitere Makrophagen, glatte Muskelzellen und
endotheliale Zellen zur Zytokinausschuttung aktivieren.[39-42] Sie wirken
proinflammatorisch und fohren so vermutlich zu einer verstarkten
Arteriosklerosebildung.[17] Insbesondere das Twnl-Zytokin INFy  wirkt
proinflammatorisch und atherogen.[43, 44] Durch Inhibition der glatten
Muskelzellen und Collagen Synthese fuhrt INFy aul3erdem zu einer
Destabilisierung der Plaque.[45] Twl-Zellen sind die vorherrschende Tu-
Untergruppe in der Plaque, ihre Zytokine weisen hier vor allem in friihen Lasionen
ein hohes Expressionsmuster auf, wahrend Zytokine der Tw2-Zellen nur in
kleinen Mengen nachweisbar sind.[45] Vor allem erhdhte INFy-Konzentrationen
kbnnen in der Plague gemessen werden, ein Indikator flr vermehrtes
Vorhandensein von THl-Zellen.[46, 47]

Tu2-Zellen wirken eher atheroprotektiv und lenken die Immunantwort u.a. tber

TNFB, IL-4 und -10 in Richtung der humoralen Immunantwort, also zur
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Antikorperproduktion durch B-Lymphozyten. IL-10 wirkt atheroprotektiv.[17] TH1-
und Twu2-Zellen inhibieren sich gegenseitig.[42, 45]

Ait-Oufella et al. beschreiben aber 2009 auch eine mdgliche atherogene Wirkung
der Tu2-Zellen.[44] Weiterhin war bei King et al. ein Mangel des Tu2-Zytokins IL-
4 mit einer verminderten Arteriosklerose assoziiert.[48] In der Arteriosklerose
scheinen aber die Tul-Wirkungen als atherogener Part zu Uberwiegen.

Veillard et al.[49] erforschten ausfuhrlich das Verhalten von Entziindungszellen,
ihren Zytokinen und Chemokinen in der Pathogenese der Arteriosklerose.
Makrophagen und CD4+ T-Lymphozyten konnten sie nach zwei Wochen
atherogener Diat in der Plague nachweisen. Es folgte eine steigende Expression
proinflammatorischer Zytokine ab Woche vier. Gleichzeitig gelang der Nachweis
einer Zunahme von antiinflammatorischen Treqg und Tn2-Zellen und ihrer Zytokine
in der Lasion. Es folgte eine Zunahme der eher atherogenen Tul-Zellen bei
konstanten Treg und Tu2-Zellen, spater ab Woche zehn ein Abfall der eher
atheroprotektiven Tu2-Zellen. Nach zehn bis vierzehn Wochen konnte keine
weitere Zunahme der Entzindungsmediatoren festgestellt werden, bei aber
weiter progredienten Lasionsflachen. Veillard et al. deuteten die Erkenntnisse als
Ungleichgewicht zwischen pro- und antinflammatorischen Mediatoren, mit
Uberwiegen der proinflammatorischen Zytokine.[49]

Nilsson et al. beschreiben in ihrem Review die moégliche Rolle der Immunabwehr
in der Arteriosklerose folgendermal3en: Antigen-prasentierende Zellen
prasentieren CD4+ T-Zellen Antigene wie zum Beispiel oxLDL oder andere
Autoantigene. Je nach vorliegendem Zytokinmilieu und costimulatorischen
Molekiilen differenzieren sich die CD4+ T-Zellen zu Thl-, Th2- oder Treg-Zellen.
Trnl-Zellen fihren zu einer oben beschriebenen Entzindungsreaktion und
Progression der Erkrankung, Tu2-Zellen zur Aktivierung Antigen-spezifischer B-
Zellen. Die von ihnen produzierten Immunglobuline kdnnen oxLDL binden und
eine Progression der Arteriosklerose vermindern. Kommt es zur Bildung von
regulatorischen T-Zellen, dann steht die Ausbildung einer immunologischen
Toleranz im Vordergrund. Diese hemmen Tnl- und Tu2-Zellen und reduzieren

die Entziindungsreaktion.[50]
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Abb. 2: Mdoglicher Ablauf einer regulatorischen Immunreaktion

Antigen-prasentierende Zellen (APC) prasentieren T-Zellen oxidierte LDL (oxLDL) und andere
Autoantigene. Je nach Art der costimulatorischen Molekile und Zytokine wird die weitere
Entwicklung der antigenerkennenden CD4+ T-Zellen beeinflusst. Eine Differenzierung in Thl-
Zellen resultiert in der Aktivierung von Entziindungsreaktionen und Fortschreiten der Erkrankung,
wahrend die Differenzierung zu Tw2-Zellen zur Aktivierung antigenspezifischer B-Zellen fihrt.
Diese produzieren IgG, welches helfen kénnte, oxLDL zu beseitigen und so eine Progression der
Krankheit zu vermindern. Fuhrt die Antigenprasentation zur Bildung regulatorischer T-Zellen,
kommt es zu einer Toleranzentstehung vermittelt durch IL-10-sekretierende Tregl, TGFpB-
sekretierende Tw3 und nTrg. Die Folge ist eine reduzierte Entziindungsreaktion und ein
verminderter Krankheitsprogress durch Inhibition der Tul- und Tu2-Zellen. (lbernommen aus
Nilsson et al. 2009,[50] gedruckt mit Genehmigung von John Wiley and Sons, Journal of Internal
Medicine, ,Vaccines modulation lipoprotein autoimmunity as a future possible therapy for
cardiovascular disease” Copyright 2009)

Interaktion von T-Zellen und Dendritischen Zellen

T-Zellen sowie auch Dendritische Zellen (,dendritic cells“ kurz: ,DC*) sind
mitverantwortlich fur die Immunabwehr und fir Toleranz gegen Selbst- und
Fremdantigene. DC zirkulieren in verschiedensten Organen, nehmen dort
Fremd- und Selbstantigene auf und prasentieren sie in den Lymphatischen
Organen den Lymphozyten. Unreife Lymphozyten, die stark mit diesen Selbst-

Antigen-prasentierenden Dendritischen Zellen reagieren, sterben normalerweise
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ab bevor sie weiter reifen (negative Selektion). Je nach Aktivierungsgrad der DC
fuhren sie bei Fremdantigenen zur Aktivierung spezifischer T-Zellen oder bei
Selbstantigenen zu Anergie oder zur Bildung regulatorischer T-Lymphozyten
(s.u.) fuar eine Toleranzentstehung. Im Rahmen der zentralen Toleranz
unterlaufen selbstreaktive T-Lymphozyten im Thymus nach Bindung an DCs und
MTECs (medullary thymic epithelial cells) eine negative Selektion und werden
deletiert. Aul3erdem koénnen regulatorische T-Zellen fur den Einsatz in der
Peripherie gebildet werden. Die periphere Toleranz flhrt zu Anergie oder
Suppression autoreaktiver T-Zellen in der Peripherie durch Bindung an DC oder
durch T-Zell-T-Zell-Interaktion sowie zur Bildung von regulatorischen T-Zellen,

die ihrerseits autoreaktive T-Zellen supprimieren.[51, 52]

In der Genese der arteriosklerotischen Plague spielen T-Lymphozyten[53-57]
und insbesondere die Interaktion von DC und T-Zellen eine zentrale Rolle. In
instabilen menschlichen Plaques (akutes Koronarsyndrom) findet man eine 10-
fache Zunahme der CD3+ T-Zellen mittels PCR im Vergleich zu stabilen Plaques
(stabile Angina Pectoris).[58] Dendritische Zellen finden sich mehr in
arteriosklerose-pradisponierten gesunden menschlichen Gefal3anteilen als in
arteriosklerose-resistenten Bereichen[59, 60] sowie in der arteriosklerotischen
Adventitia. Fortgeschrittene arteriosklerotische Plagues haben eine héhere Zahl
von DC. Shaposhnik et al zeigten, dass eine verminderte Zahl an DC mit einer
Verbesserung der Arteriosklerose einhergeht,[61] wahrend andere Studien
zeigten, dass eine reduzierte Anzahl von DC mit einer schwereren
Arteriosklerose einhergeht und DC eine atheroprotektive Rolle spielen indem sie

die Treg Homd@ostase regulieren.[60]

Dendritische Zellen prasentieren arteriosklerosklerotische ,Selbst-Antigene® den
naiven T-Zellen, die sich dann differenzieren und proliferieren. Einige der
dendritischen Zellen kdnnen zum Beispiel atheroprotektiv wirken wenn sie zuvor
mit entsprechenden atheroprotektiven Antigenen in Kontakt kamen. Diese DC
konnen dann spezifische regulatorische T-Zellen induzieren. Diese Treg
supprimieren proinflammatorische T-Effektorzellen, Tul und TH17-Zellen und

kobnnen die immunstimulatorische Wirkung der DC hemmen.[62] Je
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fortgeschrittener der arteriosklerotische Prozess ist, desto mehr DC befinden sich
in der Plaque[63] und je mehr DC aktiviert sind, desto mehr nehmen sie Antigene
unterschiedlichster Art auf und prasentieren sie entweder direkt vor Ort den T-
Zellen oder wandern zu den sekundaren Lymphorganen, wo sie ebenfalls T-
Zellen antigenspezifisch aktivieren. Auch kénnen sie T-Zellen in die Plaque
locken und deren Funktion mittels verschiedener Zytokine modifizieren.[60]
Zusatzlich produzieren sie aber auch Proteasen, die zu einer zunehmenden
Instabilitat der Plaque fuhren.[64] Vermutlich flhrt eine zu hohe DC-Aktivitat zu
einer verstarkten lokalen Immunreaktion mit Verlust der Toleranzfahigkeit.[65] Im
Resuimee induzieren die DC auf der einen Seite tUber T-Zell Interaktionen eine
Progression der Arteriosklerose mit zunehmender Plaqueinstabilitat,[64] auf der
anderen Seite konnen sie aber auch eine Toleranz gegen Autoantigene
vermitteln und zur Expansion regulatorischer T-Zellen fihren, und damit

atheroprotektiv wirken.[66]

1.2.2 Regulatorische T-Zellen

Der Korper von Saugetieren hat Techniken entwickelt, um sich eine
immunologische Toleranz gegen korpereigene Antigene aufzubauen,
Immunantworten gegen korperfremde zu begrenzen und die Lymphozyten
Homoostase aufrecht zu erhalten.[29] 1970 stellten Gershon und Kondo erstmals
fest, dass einige T-Zellen Immunreaktionen nicht nur verstarken sondern auch
vermindern konnen.[67] In den folgenden Jahren wurden verschiedene T-
Zelltypen gefunden, die immunsupprimierende Fahigkeiten haben. Man kann sie
unterteilen in induzierte regulatorische T-Zellen (,iTreg“) und natlrliche Treg
(,NTreg“). Induzierte Treg werden in der Peripherie durch spezielle
Antigenstimulation aus T-Zell Populationen induziert. Zu ihnen gehdren unter
anderem IL-10 produzierende regulatorische T-Zellen des Typ 1 (,T:1),[68]
CD4+CD25+ Treg, die in der Peripherie nach Konversion aus Gedéachtniszellen
entstehen[69] und TGFB produzierende Tw3-Zellen.[34] Durch zum Beispiel
TGFB-Stimulation kdénnen naive CD4+ T-Zellen zu iTreg in der Peripherie
konvertiert werden.[37, 70-72] Naturliche regulatorische T-Zellen werden im
Thymus bereits als funktionsfahige regulatorische T-Zellen gebildet und machen

etwa 5-10% der menschlichen und murinen CD4+ T-Zellen aus.[34] Sie wurden
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in den 1990er Jahren durch Shimon Sakaguchi entdeckt.[73] Sie sind spezifisch
fur koérpereigene Antigene und deshalb insbesondere fiir die Verhinderung von

Autoimmunitat essentiell.

Identifikation der Treq

Die Mehrzahl der Treg tragt die Oberflichenmarker CD4 und CD25 sowie den
intrazellularen Marker FoxP3 und kann mittels FACS-Analysen oder Farbungen
gut identifiziert werden. CD4 ist der charakteristische Marker der MHC I
restringierten T-Zellen. Forkhead Box Protein 3 (,FoxP3%) ist ein intrazellularer
Transkriptionsfaktor.[74] Er wurde als wichtigster Regulator fir die Entwicklung
und Funktion der nTreg identifiziert.[75-77] Die Expression des CD25+ Rezeptors,
eine IL-2a-Rezeptorkette, ist vermutlich auf die Abstammung vom Thymus
zuruckzufiuihren.[78, 79] AulRerdem ist sie im Allgemeinen ein Zeichen fur die
gesteigerte Aktivitat einer T-Zelle. Treg kOnnen aber dadurch identifiziert werden,
dass sie CD25 konstitutiv in groRen Mengen exprimieren (,CD25"9"), wahrend
konventionelle CD4+ T-Zellen CD25 nur transient und niedrige Level
exprimieren.[80, 81] Weitere Treg-typische Marker sind CTLA-4 (,cytotoxic T-
lymphocyte associated protein 4%), GITR (,glucocorticoid induced tumor necrosis
factor”), LAG-3 (,lymphocyte activation gene 3“) sowie eine niedrige CD127-
Expression. Miyara et al. unterteilen menschliche FOXP3+ Zellen in weitere
Klassen: CD45RA*FOXP3'°% (ruhende Treg), CD45RA'FOXP3" (aktivierte Treg)
und CD45RAFOXP3'°" (nicht-suppressorische Zellen).[82]

Allerdings wird kontrovers diskutiert, wie sicher sich Treg von anderen T-Zellen
anhand der Marker als eigenstandige Zellgruppe abgrenzen lassen. Corthay
postulierte, dass jeder der genannten Marker auch ein Zeichen fur eine
gesteigerte Aktivitat von T-Zellen allgemein sein kdnnte und stellte in Frage, ob
Treg tatséchlich als eigenstandige Unterform der T-Zellen zu sehen sind oder ob
bereits bekannte T-Zellformen je nach Zytokinmilieu in einen suppressorischen
Phanotyp konvertieren.[83] Beyersdorf et al. und Lin et al. hingegen zeigten
mittels Fluoreszenzfarbung, dass durch Treg-Stimulation vermittelt durch einen
CD28-spezifischen superagonistischen monoklonalen Antikdrper sowohl
CD4+CD25- als auch CD4+CD25+ T-Zellen proliferieren, ihr Phanotyp aber
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gleich bleibt. Sie vermuteten, dass die Erh6hung der Zellzahl und Aktivitat der
Treg durch Aktivierung bereits vorher bestehender Treg induziert wird und nicht
durch CD25-Induktion.[84, 85] Versuche von Betelli et al. zeigten, dass 50-100%
der CD25-FoxP3- T-Zellen durch TGFB-Stimulation und Costimulation FoxP3
exprimieren[86] und Untersuchungen von Wan et al., dass eine verminderte
FoxP3-Expression die Suppressionseigenschaften der Treg vermindert und zu
einer Umwandlung in T-Effektorzellen (vornehmlich Tu2-Zellen) fihrt.[87]
Teilweise scheint demnach eine Konversion von T-Effektorzellen zu
regulatorischen T-Zellen mit suppressorischer Aktivitat und umgekehrt moglich.
Gemeinsamer Konsens ist aber, das CD4+CD25+FoxP3+ T-Zellen
regulatorische und supprimierende Fahigkeiten haben — unabhéngig davon, ob
sie als eigenstandige Zellgruppe oder durch Induktion aus anderen T-Zellen

entstanden sind.

Da spezifischere Marker fur Treg bis zum jetzigen Zeitpunkt nicht bekannt sind,
werden Trg in den meisten Studien durch die Kombination der Marker
CD4+CD25+FoxP3+ charakterisiert und identifiziert. Diese Marker lassen sich
gut mittels Fluoreszenzfarbung und DurchfluBzytometrie  erkennen,
Unterscheiden aber nicht die verschiedenen Treg-Subgruppen. In der Peripherie
von Méausen sind 15% der CD4+ T-Zellen FoxP3+, 70-80% der FOxP3+CD4+ T-
Zellen zudem CD25+. Die restlichen sind CD25-. Im Thymus sind ca. 5% der
CD4+CD8- reifen Thymozyten FoxP3+, von diesen 70% zusatzlich CD25+.[88]
Alle diese Zellen in Thymus und Peripherie sind zudem GITRM9" [89]
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Rolle der Treq im Korper

Treg erhalten die immunologische Homdostase des Korpers[90] und sind an der
Kontrolle immunologischer Reaktionen wie Entziindungsreaktionen und
Autoimmunerkrankungen malfgeblich beteiligt.[34] In der Erhaltung der
immunologischen Selbst-Toleranz und dem Schutz gegen
Autoimmunerkrankungen spielen Treg eine Schlisselrolle,[73] da sie autoreaktive
T-Zellen kontrollieren.[91] Eine Reduktion der Anzahl oder Funktionalitét der Treg
induziert Autoimmunerkrankungen. 2001 konnte gezeigt werden, dass Patienten
mit Autoimmunerkrankungen wie dem IPEX-Syndrom (immune dysregulation,
polyendocrinopathy, enteropathy, X-linked Syndrome) und autoimmune Scurfy
M&ause Mutationen im FoxP3-Gen haben.[92] Auch in der Suppression von
Allergien und Asthma,[93] der Toleranz gegen diatetische Antigene,[94, 95] der
immunologischen Toleranz zwischen Mutter und F6tus[96] und der Suppression
pathologischer Immunreaktionen[97] spielen Treg eine wichtige Rolle. Eine
komplette Depletion der Treg aktiviert schwache oder autoreaktive T-Zell-Klone,
die schwere, ausgedehnte autoimmune und inflammatorische Erkrankungen
induzieren.[88] Eine Erhdhung der Treg-Zahl oder Erhéhung ihrer suppressiven
Funktion zeigt einen positiven Einfluss auf Autoimmunerkrankungen. Durch
Expansion regulatorischer T-Zellen kann die periphere Toleranz wieder
hergestellt werden und z.B. verschiedene Autoimmunerkrankungen
(experimentelle Autoimmunencephalomyelitis, experimentelle
Autoimmunneuritis, adjuvante Arthritis) klinisch praventiv und therapeutisch im
Tiermodell gebessert werden.[98, 99] Dass Trg auch im Rahmen der
Transplantationsimmunitat wirken, zeigen Versuche, in denen durch Treg-
Stimulation die akute und chronische Allograft-Abstof3ung verhindert wird.[37, 72,
100, 101] Regqulatorische T-Zellen wirken zudem im Rahmen der

Tumorimmunitét.[71]

Auch im arteriosklerotischen Plaquegeschehen spielen Treg eine entscheidende
Rolle. Dies belegte erstmals Jonasson 1986,[54] unterstitzt durch stetig weiter
wachsende Erkenntnisse.[53-56] Aktivierte T-Zellen befinden sich in der
Plaque[17, 18, 53, 54, 102] und zeigen klonale Expansionen, was eine

zellvermittelte Immunreaktion in der Plaque wahrscheinlich macht.[53, 103]
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CD4+ Tul-Helferzellen stellen die vorherrschende T-Zell-Subpopulation in der
Plaque.[45] Das von den Twul-Zellen ausgeschuttete Zytokin INFy wirkt
proinflammatorisch und proatherogen. Durch Makrophagenaktivierung und
Inhibition der Proliferation der glatten Muskelzellen und der Kollagensynthese
fuhrt es aul3erdem zur Plaquedestabilisierung. Tu2-Zellen hingegen scheinen
diese proatherogenen Effekte der Tul-Zellen zu antagonisieren, wirken daher
atheroprotektiv.[45] Sie machen aber nur eine Minderheit der Zellen in der Lasion
aus.[17, 45] Regulatorische T-Zellen wirken atheroprotektiv, vermutlich indem sie
Thl-Zellen und Antigen-prasentierende Zellen inhibieren.[104]. Diese Inhibition
kann durch direkte Zellkontakte sowie durch Zytokin-Sekretion vermittelt werden.
Der genaue Mechanismus wird noch kontrovers diskutiert. Aktuelle Studien von
verschiedenen Gruppen zeigen, das Untergruppen von regulatorischen T-Zellen
aktiv die immunologische Toleranz verandern und die Entwicklung oder
Progression der Arteriosklerose durch Herunterregulation von Effektor T-Zellen
inhibieren.[105]

Seit langem wird erforscht, ob und wie man die Arteriosklerose therapieren kann.
Die Erkenntnis, dass hier inflammatorische und autoimmunologische Prozesse
vorliegen und bestimmte Zellreihen wichtige Rollen spielen, lasst nach neuen
Interaktions- und Therapiemdglichkeiten suchen. 2006 konnten Ait-Oufella et al.
als erste zeigen, dass der Transfer von Wildtyp-Splenozyten sowie von
CD4+CD25+ regulatorischen T-Zellen in Treg-defiziente Mause eine signifikante
Verminderung der Plaqueflache induziert.[39] Es folgte unter anderen 2007 eine
Publikation von Mor et al., die erneut den atheroprotektiven Effekt der Treg
belegte. Zu Arteriosklerose neigende ApoEko-Mause wiesen gquantitativ weniger
Treg in Milz, Thymus und Lymphknoten auf als Wildtyp-M&ause. Alte ApoEko-
Mé&ause wiesen weniger Treg auf als junge Tiere des gleichen Genotyps. Weiterhin
war auch die suppressive Aktivitat der Treg in ApoEko-Mausen im Vergleich zu
Wildtyp-Tieren vermindert. Treg-Transfer in ApoEko-Mause fihrte zu einer
signifikanten Abschwéchung der Arteriosklerose im Vergleich zum Transfer von

CD4+CD25- Zellen und zu einer stabileren Zusammensetzung der Plaques.[106]
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Klingenberg et al. demonstrierten 2009, dass eine selektive Depletion von
FoxP3+ Treg die Arteriosklerose signifikant verschlimmert [107] und Mallat et al.
wiesen im gleichen Jahr eine Reduktion arteriosklerotischer Lasionen nach

Transfer regulatorischer T-Zellen in ApoEko-Mause nach.[108]

FoxP3+ T-Zellen konnen v.a. in Lymphknoten und Milzen gesunder Mause
nachgewiesen werden, aber auch frei im Blut. Histologische Studien an
arteriosklerotischen Plaques des Menschen zeigen CD3+-T-Lymphozyten in
steigender Anzahl mit fortschreitender Plaqueentwicklung.[58] In Versuchen von
De Boer et al. jedoch betragt der Anteil der FoxP3+ Treg an den CD3+-T-
Lymphozyten in allen Stadien nur 0,5-5%. Allerdings verdoppelt sich im
Verhdltnis die Zahl der Treg von 1,9% auf 3,8% im Vergleich von Low-Risk- zu
High-Risk-Plaques.[109] Zum Vergleich findet man in normaler Haut 24% bzw. in
entziindeter Haut 28% FoxP3+ Treg (15% Zuwachs).[39] Bei Menschen mit
Koronarer Herzerkrankung konnte gezeigt werden, dass Patienten mit einer
MultigefalBerkrankung weniger CD4+CD25+CD127- Treg im Blut haben als

Patienten mit nur einem betroffenen Gefaf3.[110]

Wichtige Zytokine fur die Funktion der Treq

Mafgeblich beteiligt an der Regulation des intrazellularen Transkriptionsfaktors
FoxP3 ist TGFB. Das Zytokin induziert die FoxP3-Expression der Treg, Spielt eine
Hauptrolle in der Differenzierung der iTreg und ist wichtig flr die NTreg
Entwicklung.[111-113] Je nach Aktivierungsgrad kdnnen Treg auf inrer Oberflache
TGFB1 exprimieren und Uber Zell-Kontakte hemmen oder TGFB frei
sezernieren.[114-116] Auch nach der Ausdifferenzierung ist TGFB fur das
Uberleben und die Funktionstiichtigkeit der Trg wichtig. 50-100% der
CD25-FoxP3- Zellen koénnen durch TGFB und Costimulation FoxP3
exprimieren[86] und konventionelle T-Zellen kénnen durch FoxP3-
Uberexpression in einen Treg-Phénotyp konvertieren und suppressive Aktivitat
erlangen.[75] Solche zum Beispiel TGFB-induzierten murinen FoxP3+ T-Zellen
erlangen in vitro und vivo suppressive und regulatorische Aktivitat.[80] Treg
konnen also vermutlich aus einem T-Zell-Pool induziert werden und die T-Zell-

Untergruppen durch Zytokinwirkungen ineinander tbergehen. lhre Wirkung auf
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das Plaquegeschehen konnen sie demnach lokal austben, aber auch von
peripher steuern. Trg sind no6tig, um die Balance zwischen pro- und
antiinflammatorischer Immunitat zu steuern.TGFB ist wichtig[113] aber nicht
essentiell[87] fur die suppressiven Eigenschaften der Treg. Entfernt man TGF(
von den Treg, fUhrt dies jedoch zu einer verminderten suppressiven Funktion und
schlechterem Uberleben in vivo.[117] TGFB wird in vivo auBerdem von
Makrophagen und glatten Muskelzellen sekretiert und hat eine

antiinflammatorische Wirkung.[45]

Ein weiteres, essentielles Zytokin fur das Uberleben und die Funktionstiichtigkeit
der Treg ist IL-2. Im murinen und menschlichen Organismus wird IL-2 nicht von
den Treg Selber gebildet, sondern von anderen aktivierten Zellen wie Tul-Zellen.
Das Wachstum der Treg ist dabei abhéngig von IL-2.[118] Treg besitzen einen
hochaffinen IL-2_Rezeptor, bestehend aus a, B und y Ketten (CD25, CD122,
CD132). Uber diesen Feedbackmechanismus organisiert sich méglicherweise
das Immunsystem parakrin, da eine physiologische Antwort auf eine TCR-
Stimulation ohne exogenes IL-2-Signal unter natirlichen Umstanden nicht
maoglich ist.[119-121] Hiunig et al. vermuten, dass im Rahmen der Terminierung
einer Immunreaktion die beteiligten Zellen weniger IL-2 produzieren, was

wiederum zum apoptotischen Zelltod der Treg fihrt.[122]

Das von den Treg und Th2-Zellen produzierte IL-10 wirkt atheroprotektiv.[109,
114, 116] Da die eher atherogenen Tnl-Zellen die vorherrschende Gruppe unter
den T-Zellen in der arteriosklerotischen Plaque stellen,[45, 123] wirken Treg Uber

ihre suppressorische Interaktionen am ehesten atheroprotektiv.

Suppressionsmechanismen der Treq

Es existieren viele Vermutungen tber die Suppressionsmechanismen der Treg. In
vitro kann Uber die Sekretion suppressorischer Zytokine wie IL-10, TGFB und IL-
35 die Funktion der FoxP3+ T-Responder-Zellen gehemmt werden.[29, 124] Das
Protein CTLA-4 wird konstitutiv auf Treg exprimiert. Treg supprimieren Uber
dieses die Funktion dendritischer Zellen mittels Blockade von CD80/86.

Weiterhin kénnen Treg durch Transendozytose von CD80 Antigen-
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prasentierende Zellen ,fressen“[125]. Pandiyan et al. stellen die Hypothese auf,
dass Treg kompetitiv IL-2 binden und zu einer Zytokin-vermittelten Deprivation mit
folgender Apoptose der T-Effektor-Zellen fuhren.[126] Sie kdénnen andere
Hypothesen widerlegen, laut derer Treg die Induktion von IL-2-mRNA in FoxP3+
Responder-T-Zellen inhibieren sollen.[119] Grossman et al. vermuten eine
Perforin-abhangige Zytolyse menschlicher CD4+ und CD8+ Zielzellen.[127, 128]
Ob die Suppressionen antigenspezifisch oder unabhangig ablaufen wird
kontrovers diskutiert. Auch sind die Ergebnisse von in vitro und in vivo Versuchen
oft nicht Gbereinstimmend.[83] Ein deutlicher Hinweis darauf, dass Treg intensiv
mit Antigenen interagieren, zeigt aber zum Beispiel die wesentliche Erh6hung der
Treg Zahl im Mucosa-assoziierten Gewebe des Darmes, wo eine verstéarkte

Prasenz von Antigenen jedweder Art herrscht.[112]

Fasst man die aktuellen Hypothesen zusammen, hemmen Treg Nach vermutlich
antigenspezifischer  Aktivierung  Uber  Zell-Kontakte  und/oder  durch
Zytokinsekretion die Bildung und Differenzierung von T-Effektorzellen wie Tnl-,
Thu2- und CD8+ zytotoxischen T-Zellen (CTL) oder Dendritischen Zellen und

steuern daruber die Immunantworten im Korper.

1.3 Aktuell etablierte Therapieformen gegen Arteriosklerose

Die aktuell klinisch relevanten Méglichkeiten der Pravention und Therapie der
Arteriosklerose sind noch immer begrenzt. Konservativ versucht man v.a. die
Risikofaktoren  der  Arteriosklerose  durch  Lebensstilanderung  wie
Nikotinabstinenz, ausgewogene Erndhrung und Sport zu minimieren.
Medikamentds kommen eine Reihe von Lipidsenkern wie HMG-CoA-
Reduktasehemmer (Statine), Ezetimib, Fibrate, Anionenaustauschharze u.v.m.
zum Einsatz, die insbesondere Spiegel des atherogenen LDL mindern, wodurch
weniger Oxidationsprodukte desselben entstehen. Erforscht werden zudem
antiinflammatorische Medikamente zur Blockade von TNFaq, IL-2-Rezeptor-alpha
und Leukotrienen.[107] Im fortgeschrittenen Stadium sind endovaskulare
Therapien wie Atherektomien, Ballonangioplastien, Thrombektomien und
interventionelle Stent-Einlagen beim Menschen etabliert. Im akuten Stadium der
Thrombembolie werden je nach betroffenem Organ offen operative- oder
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kathetergestitzte Embolektomien oder lokale oder systemische Lysetherapien
durchgefuhrt.

In Tiermodellen wurden bereits erste Erfolge im Sinne einer Immunisierung
gegen Arteriosklerose erzielt. Hier haben bisher Immunisierungen mit oxidierten
LDL-Partikeln, Streptococcus pneumoniae- und ApoB-100-Peptiden eine
Reduktion der Plaqueflache erreichen konnen.[129-131]

1.4 Verwendete Antikorper
Die Aktivitat der CD4+CD25+FoxP3+ regulatorischen T-Zellen kann Uber

verschiedene Oberflachenmarker modifiziert werden. Fur die Aktivierung der Treg
sind insbesondere folgende Rezeptoren von Bedeutung: Der T-Zell-Rezeptor,
der mit MHC 1l Molekilen von Antigen-prasentierenden Zellen (,APC")
interagiert, CD28, das als notwendiges costimulatorisches Molekul an die
Liganden CD80 und CD86 (B7.1 und B7.2) bindet und CD25, das die a Kette des
IL-2-Rezeptors darstellt. Diese Liganden werden von den APCs nur nach
vorheriger Aktivierung exprimiert, wodurch die Initiation der Treg-Aktivierung
kontrolliert wird.[132]

In der vorliegenden Arbeit wurde ein anti-CD25 Antikoérper (PC61) verwendet um
Treg zu supprimieren und ein CD28 superagonistischer Antikdrper, um eine

polyklonale Stimulation der Treg zu induzieren.

Der von der Arbeitsgruppe Hinig entwickelte murine, CD28-spezifische
superagonistische monoklonale Antikérper (im Folgenden kurz ,D665“ (wenn
mausspezifisch) oder ,CD28 Superagonist® (wenn speziestbergreifend)
genannt), fihrt zu einer transienten, polyklonalen, antigenunabhéangigen
Aktivierung aller CD4-T-Zellen und in geringerem Grad auch zu einer B-Zell-
Aktivierung.[85, 133] Unter den T-Zellen werden insbesondere regulatorische T-
Zellen aktiviert und induziert und unterdricken die weitere Aktivierung der
anderen ,konventionellen“ CD4-T-Zellen.[85] Bei niedriger Dosierung des CD28
Superagonisten werden nur Treg expandiert.[84] Hunig erklart diesen Effekt mit
der Autoreaktivitdt der Treg. Treg Werden kontinuierlich durch kérpereigene

Antigene stimuliert und haben dadurch kontinuiertlich starke TCR-Signale. Schon
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eine geringe Dosis des CD28 Superagonisten kann sie aktivieren. Konventionelle
T-Zellen hingegen haben ausserhalb einer Immunantwort nur schwache
»Lonische® Signale. Zum erreichen einer Aktivierungsschwelle brauchen sie einen
starkeren Signalinput des costimulatorischen Rezeptors CD28.[134] D665 bindet
an eine Membran-nahe laterale Domane des B7-Molekils und fuhrt zu einer
Expansion und starken Aktivierung der Treq.[132] Die Treg werden hierbei
vorwiegend aus einem Pool bereits existierender CD4+CD25+ T-Zellen
aktiviert.[85, 86]

Konventioneller mAk Superagonist (SA)
(Kostimulator mit anti-TCR) (quasi-autonomer Stimulator)

e o

TCR

o

Abb. 3: Wirkprinzip des CD28 Superagonisten D665

Links: Koventionelle mAK binden nur monovalent (schwaches ,Signal zwei“. Fuer die T-Zell-
Aktivierung muss der TCR ebenfalls aktiviert werden. Rechts: Der laterale Bindungsmodus des
CD28 Superagonisten erlaubt extensive Quervernetzung und damit ein ebenso starkes ,Signal
2%, dass schwache, ,tonische® TCR-Signale fuer die Aktivierung ausreichen. (ibernommen mit
freundlicher Genehmigung aus Huenig, 2015[134]

Erforscht wurde der CD28 Superagonist bisher vor allem im Hinblick seiner
Wirkung auf Autoimmunerkrankungen. Durch eine solche Treg-Stimulation und -
Amplifikation konnten bereits verschiedene Autoimmunerkrankungen wie die
experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis[84] und Autoimmunneuritis[98]
deutlich gebessert werden.

Mechanistisch kommt es durch die polyklonale Stimulation des CD28-Rezeptors
zu einer Aktivierung von konventionellen CD4+ T-Zellen, diese produzieren
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vermehrt IL-2. Gleichzeitig werden Trg aktiviert, induziert und amplifiziert.
Unterstitzend wirkt dabei das IL-2 der CD4+ T-Zellen. Die Treg Schitten vermehrt
das antiinflammatorische IL-10 aus[85] und exprimieren den Transkriptionsfaktor
FoxP3.[84] Schon geringe Dosen (0,5mg/kg KG) haben bei Beyersdorf et al. bei
Versuchen in der Ratte eine Treg-Aktivierung induziert, mit nur marginaler
Expansion konventioneller T-Zellen. Auch 10-fach héhere Dosen haben keine
Zeichen von  Nebenwirkungen wie  Autoimmunerkrankungen  oder

Entzindungsreaktionen bewirkt.[84]

Der andere in dieser Arbeit verwendete Antikdrper, im weiteren PC61 genannt,
depletiert spezifisch die den CD25+-Rezeptor tragenden Zellen. Zu diesen
gehdren aktivierte T-Zellen wie die Treg, aber auch Anteile von CD4+-Effektor-T-
Zellen, B-Zellen und natirliche Killerzellen.[135] Durch Blockade des CD25+-
Rezeptors kdnnen die Zellen keine Signale mehr aufnehmen, sie werden inaktiv
und sterben schlieBlich. PC61 kann ausserdem in vitro die Antikdrper-
abhaengige Phagozytose von CD25+ Zellen durch spezielle Makrophagen

induzieren.[136]

Als Negativkontrollen der Versuche dienten ein IgG2a-kappa-Isotyp-
Negativkontrollantikbrper (,MOPC*) sowie die Pufferlosung Phospate Buffered
Saline (,PBS"), die beide zu keiner bekannten Reaktion im Organismus fuhren.

1.5 Ziel der Arbeit

Regulatorische T-Zellen bewirken nach derzeitigem Kenntnisstand Uber die
Modulation von T-Helferzellreaktionen eine Reduktion der vaskularen Plaque-
flache. Demnach sollte es moglich sein mittels Amplifizierung oder Depletion

dieser Zellen Veranderungen der Plaqueflache zu induzieren.
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In der vorliegenden Arbeit soll untersucht werden,
(1) ob eine Amplifikation der Treg in unserem ApoEko Tiermodell mdglich ist,
(2) ob diese amplifizierten Treg €inen atheroprotektiven Effekt ausiiben und

(3) ob es einen Unterschied macht, ob der Antikorper in einem ,immunologisch
gesunden® oder einem vorher mit dem CD25+ Antikdrper PC61 Treg depletierten,

» Treg-geschwachten” Tiermodell appliziert wird.

Eine solche ,Immunisierung“ gegen Arteriosklerose wirde der Medizin neue
praventive und therapeutische Angriffspunkte gegen eine der flhrenden

Todesursachen der westlichen Welt liefern.

In der ersten Versuchsreihe wird gepruft, ob eine Amplifizierung und Stimulation
der Treg durch den CD28-spezifischen superagonistischen monoklonalen

Antikdrper (D665) auch in der ApoEko-Maus eine Plaquereduktion bewirkt.

Aus vielfaltigen Studien weil3 man heute, dass insbesondere Individuen mit
Autoimmunerkrankungen (z.B. chronisch entziindliche Darmerkrankungen,
Systemischer Lupus erythematodes, usw.) verstarkte Arteriosklerose aufweisen.
Ein solches Krankheitsmodell soll im zweiten Teil dieser Arbeit mittels Depletion
der Treg durch den CD25+ Antikdrper (PC61) simuliert werden. Die gleichen Tiere
werden im Versuchsablauf durch Injektion mit dem CD28 Superagonisten (D665)
Ltherapiert®, indem ihre endogenen Trg stimuliert werden. Der Grad der
Arteriosklerose wird mittels Planimetrie der Plaqueflache der Aorta, die

Wirksamkeit der Antikorper durch FACS-Analysen belegt.

Als Tiermodell dienen ApoEko-Mause. Aufgrund des fehlenden ApoE-Rezeptors
kommt es zu erhéhten Cholesterinwerten im Blut mit spontaner, frihzeitigerer

und im Verlauf ausgepragter Arterioskleroseentwicklung.[137]
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Material
2.1.1 Chemikalien, Losungen, Puffer

Organentnahme

e Avertin (Narkosel6sung)
e Heparin (1000 U/ml)

Planimetrie und Imaging

e PBS (Phosphate Buffered Saline):
o 9,55gPBS

o gelostin 11 destilliertem Wasser, pH 7,4

e Sudan IV:
o 0,5% Sudan IV
o 35% Ethanol
o 50% Azeton

e Ethanol 70%ig

Elastica van Gieson

e Resorchinfuchsin
e Ethanol
e Weigert's Hamalaun:
o Hamatoxylin
o Eisen(lll)-Chlorid-Hexahydrat
o Eisen(ll)-Chlorid-Wasserfrei
e 25%ige HCL-Séaure
e Xylol

e Saurefuchsin:
o 1% Saurefuchsin
o Pikrinsaure
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Cholesterinmessung

e Cholesterolreagenz Infinity™ Termo®, Grenoble,
Frankreich

e Standard 100, 200, 400 Sigma®, Deutschland

e HPLC-H20 AppliChem®, Darmstadt

FACS-Analyse

Die FACS-Analysen dieser Arbeit wurden in freundlicher Unterstitzung
durchgefiihrt von Dr. Karin Elflein, Immunologie Universitatsklinik Wurzburg,
Team Professor Hunig. Zum von ihr verwendeten Material siehe bitte ihre
Veroffentlichung ,Verstarkung und Modulation der Immunantwort der Ratte mit
Hilfe eines  superagonistischen, CD28-spezifischen, monoklonalen

Antikoérpers®,[138], veroffentlicht durch die Universitatsbibliothek der Universitat

Wirzburg.

e PBS:
o 8gNaCl Ferak®, Berlin
o 1,15 g Na2HPO4 Roth®, Karlsruhe
o 0,2gKCl Roth®, Karlsruhe
o 0,29 KH2PO4 Roth®, Karlsruhe
o 0,17 gcCaCl2 Roth®, Karlsruhe
o 0,1gMgClI2 Roth®, Karlsruhe
o Auf 1| destilliertes Wasser, pH 7,4

e RPMI- 1640 Medium Gibco / BRL, Eggenstein,

Deutschland

2.1.2 Antikorper

D665 TeGenero®
ImmunoTherapeutics AG,
Wirzburg / Exbio®, Prag,
Czechische Republik /
Invivo®, Hennigsdorf bei

Berlin
e PCo61 Exbio®, Prag
e MOPC, alternativ PPV6 Exbio®, Prag / BD

Pharmingen®, Heidelberg

26



Material und Methoden

2.1.3 Verbrauchsmaterialien

e Flussigstickstoff Linde®, Pfungen, Schweiz

e Pinzetten + Mikronadeln Fine Science Tools®,
Heidelberg

e Scheren Akula®, Lauf an der
Pegnitz

e ,Omnifix-F 1“ ml Spritze Braun®, Melsungen

e Objekttrager Menzel® GmbH,
Braunschweig

e Deckglaser Marienfeld®, Lauda-
Kdnigshofen

e TissueTek® Sakura Finetec®,
Heppenheim

e Pipetten ,pipetman® Gilson International®,
Limburg-Offheim

¢ Pipettenspitzen ,ultratip” Greiner bio-one®, Solingen

e PP-Test Gefal3e ,cellstar® (15 ml) Greiner bio-one®, Solingen

e Eppendorf Gefalle Greiner bio-one®, Solingen

e Faltenfilter (240 mm) Hartenstein®, Wirzburg

e Petrischalen 55 x 15 mm Hartenstein®, Wirzburg

e Farb-Umkehrfilm ,T64 professional Tungsten® Fujichrome®

e Mikrotiterplatte Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen
e 12x75 mm “round-bottom test tubes” Falcon® Cat. No. 2008

2.1.4 Technische Gerate

e Stereomikroskop ,MZ 6° Leica®, Deutschland

e Leitz®-Kamera 35 mm Leica®, Deutschland

e Kaltlichtquelle KL 1500 LCD 230V Schott®

e Videokamera COHU®

e Mikroskop ,Axioskop 2 Plus® Zeiss®, Deutschland

e Kamera ,Insight 4Mpixel* Visitron Systems GmbH,
Deutschland

e Zentrifuge ,5417 R* Eppendorf®, Deutschland

e Kryostat ,CM 1850“ Leica®, Deutschland
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e Cold plate ,NOX-E.2-CP” Noxygen®, Deutschland

e Vortexer ,REAX 2000“ Heidolph®, Deutschland.

e Magnetruhrer ,IKAMAG* IKA® Werke GmbH

e Flowzytometer ,FACScalibur® Becton Dickinson®,
Heidelberg

e Spektrophotometer Molecular Devices®,
Minchen

e Neubauer-Zahlkammer Hartenstein®, Wrzburg

2.1.5 Software

e Image-Pro-Plus®, Version 4.1 Media Cybernetics®, USA

e SigmaPlot® Version 8.0 SPSS.Inc®, USA

e SPOT Basic® 4.0.9 Diagnostic Instruments,
Inc.®

e LYSISII® Becton Dickinson®

e CellQuest® (Apple-Macintosh) BD Bioscience®

e Softmax® (Spektrophotometer) Molecular Devices®,
Minchen

e Microsoft Office® Microsoft®

2.2 Methoden

2.2.1 Mause / Genotypen / Diat

Alle Tierexperimente wurden durch die Ethikkommission der Universitat
Wirzburg bewilligt und konform mit den Regeln der Universitat Wirzburg und

den Gesetzen des Tierschutzes durchgefthrt.

Fur die Versuche wurden Apolipoprotein-Knockout Mause (,ApoEko®) (Jackson
Laboratories, Bar Harbor, ME, USA) verwendet.[137] Sie wurden zunachst tUber
10 Generationen zu ihrem genetischen C57 / Bl6-Hintergrund zurtickgekreuzt.
Mittels Polymerasekettenreaktion aus der Schwanzspitze wurden die ApoEko-
Mause genotypisiert. Die Tiere wurden in einem Tierstall mit Hell-Dunkel-
Rhythmus von 12 h gehalten und im Alter von 3 Wochen vom Muttertier
entwohnt. Wahrend der Versuche wurden die ApoEko-Mause auf eine ,western-

type“ Diat (Harlan Teklad, USA) gesetzt, eine im Fettgehalt deutlich erhéhte Diat
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(42% der Gesamtkalorien entstammen aus Fett, 0,15% Cholesterin) mit dadurch

stark atherogener Wirkung.

2.2.2 Injektionsschemata der Antikérper

Die Aktivitat der CD4+CD25+FoxP3+ regulatorischen T-Zellen kann uber
verschiedene Oberflachenmarker als Angriffspunkte modifiziert werden. Der
CD28-spezifische superagonistische monoklonale Antikérper D665 kann ohne
zusatzliche T-Zell-Rezeptor Interaktion regulatorische T-Zellen aktivieren. Ein
anderer Antikdrper, PC61, depletiert spezifisch CD25+-T-Zellen. Die Injektionen
erfolgten intraperitoneal. Grundlage dieser  Arbeit  sind zwei

Hauptversuchsreihen:

Versuch A: Alleinige Stimulation der Treg durch zweimalige Injektion mit dem
CD28 Superagonisten D665.

Versuch B: Zunachst Depletion der Treg durch zweimalige Injektion des CD25+
Antikdrpers PC61. Jeweils eine Woche spater folgt eine Stimulation der Treg
durch den CD28 Superagonisten D665.

Versuch zur Auswirkung der Amplifikation requlatorischer T-Zellen durch den

CD28-spezifischen superagonistischen monoklonalen Antikdrper D665

(Versuch A)

Mit Versuchsbeginn wurden weibliche ApoEko-Mause (Woche 0, im Alter von 13

Wochen) auf ,western-type“ Diat gesetzt und 100 pg des Antikdrpers D665 bzw.
als Kontrolle MOPC intraperitoneal injiziert. In Versuchswoche 4 erfolgte eine
erneute Injektion mit 100 ug D665 bzw. MOPC. Die Organentnahme erfolgte in
Versuchswoche 8, vier Wochen nach der zweiten Injektion im Alter von 21
Wochen. Die Aorta wurde im Ganzen fiur Imaging und Planimetrie entnommen
und die Zellen der Milz und des Blutes in FACS-Analysen untersucht.
Physiologische Parameter wie Gewicht und Gesamtcholesterin wurden

verglichen.
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Organentnahme

(7] 4 8
Woche ,western-type” Didt

13 17 21
Alter Maus (Wochen)

Abb. 4: Versuchsaufbau (Versuch A) - zweimalige D665-Injektion

Versuch zur Auswirkung der Depletion regulatorischer T-Zellen auf die

Plagueentwicklung in ApoEko-Méausen und therapeutische Wirkung der Treq Nach

folgender Amplifikation (Versuch B)

In der zweiten Versuchsreihe wurden weibliche ApoEko-Méause (Versuchswoche
null, im Alter von sechs Wochen) auf ,western-type“ Diat gesetzt. In Woche null
und vier erfolgte die Impfung mit dem Treg-depletierenden Antikdrper PC61 bzw.
mit dem Kontroll-Antikdrper MOPC (Kontrollgruppe). In Versuchswoche eins und
funf wurde der Treg-stimulierenden Antikdrper D665 injiziert. Als Kontrolle diente
erneut MOPC. Eine ,fluorescence-activated cell sorter‘-Analyse (,FACS-
Analyse®) aus retroorbital in Kurznarkose gewonnenem Blut folgte jeweils eine
Woche spater (Woche zwei und sechs). In der achten Versuchswoche folgte die
Organ- und Blutentnahme. Das Alter der Mause betrug zu diesem Zeitpunkt 14
Wochen. Die Aorta wurde fur Planimetrie und Imaging prapariert und Blut und
Milz in FACS-Analysen untersucht. Die Karotiden wurden fir histologische
Untersuchungen in TissueTek® konserviert. Zusammenfassend bestand die

erste Versuchsreihe aus drei Gruppen. Gruppe 1 erhielt zwei Injektionen mit
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PC61, jeweils gefolgt von einer D665 Injektion. Der Gruppe 2 wurde zwei Mal
PC61 injiziert, jeweils gefolgt von einer Injektion des Kontrollantikdrpers MOPC.
Die 3. Gruppe erhielt nur Kontrollantikérper. In den Versuchswochen zwei, sechs

und acht erfolgten FACS-Analysen.

U Organentnahme
o - -

= .

4

0 1 2 3 5 6 7 8
Woche ,western-type” Diit

6 7 8 9 10 11 12 13 14
Alter Maus (Woche)

- I |

Abb.5: Versuchsaufbau (Versuch B) - zweimalige PC61-Injektion gefolgt von D665-
Injektion

Versuche zum Wirksamkeitsnachweis von D665 (Versuch C)

Um die Wirksamkeit des CD28-spezifischen superagonistischen monoklonalen
Antikérpers D665 auf die Treg zu belegen, wurden mannliche ApoEko-Méause
einmalig mit 100 pg D665 geimpft. An Tag drei post injectionem wurde in Narkose
Retroorbitalblut entnommen. Eine weitere Blut- und Organentnahme fand an Tag

acht statt.

Eine andere Gruppe weiblicher ApoEko-Mause wurde nach zweimaliger Injektion

mit 100 pg Antikorper D665 im Abstand von vier Wochen 14 Tage nach zweiter
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Injektion untersucht. Blutproben und Milzen wurden mittels FACS-Analysen auf
ihre Zellbestandteile untersucht. Farbungen fir CD4+, CD25+ und FoxP3+ Zellen

wurden durchgefihrt.

Versuch zur Dosisfindung von PC61 (Versuch D)

Zur Bestimmung der wirksamsten Treg-depletierenden Dosis des AntikOrpers
PC61 wurden gemischtgeschlechtliche ApoEko-Mause einmalig mit 100 pg bzw.
300 pg PC61 intraperitoneal injiziert. Als Kontrolle diente PBS. Am fiinften Tag
nach Injektion wurden aus Blut und Milz FACS-Analysen mit den Féarbungen
CD4, CD25 und FoxP3 durchgefihrt.

2.2.3 Organentnahme

Funf Minuten nach intraperitonealer Injektion von 100 U Heparin wurde das Tier
mit 0,8 ml Avertin intraperitoneal anasthesiert. Die Narkosetiefe wurde Gberpruft,
der Situs erdffnet und mittels einer heparinisierten Omnifix®-Spritze mit 25G-
Kanidle ca. 1ml Vollblut entnommen. Das Vollblut wurde zur raschen
Weiterverarbeitung auf Eis gelegt oder bei 10000 U/min fir 5 min abzentrifugiert,
das Serum abpipettiert und in flissigem Stickstoff eingefroren. Die Milz wurde
entnommen und in ,RPMI 1640“ Medium fir FACS-Analysen konserviert. Die
Aorta wurde mit 3 ml eiskaltem PBS (pH 7,4) gespult und anschliel3end unter
mikroskopischer Sicht vom Aortenbogen bis zur iliakalen Bifurkation freiprapariert

und in 4% Paraformaldehyd eingelegt.

2.2.4 Planimetrie und Imaging: Plaqueflache

Die Aorta wurde unter mikroskopischer Sicht mit Feinbesteck von adventitiellem
Fett- und Bindegewebe freiprapariert und von der iliakalen Bifurkation bis zur
Aortenwurzel longitudinal aufgeschnitten. Sie wurde dann gestreckt und plan mit
der Innenseite nach oben auf ein schwarzes Wachsbrett gepinnt. Uber eine auf
ein Stereomikroskop (Leica® MZ 6) montierte Schwarz-Weil3 Videokamera
(COHU®) wurden Fotos von der ertffneten Aorta aufgenommen und mit dem
Programm Image-Pro-Plus® digitalisiert. Die arteriosklerotischen Lasionen
wurden danach mit Sudan IV Losung zur besseren Identifizierung rot gefarbt und

Farbfotos mit einer Leica® 35 mm Kamera aufgenommen. Der prozentuale Anteil
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der Plaqueflache an der Gesamtflache der Aorta wurde im Programm Image-Pro-
Plus® (Version 4.1; Media Cybernetics®) mittels Oberflachenplanimetrie
berechnet. Statistisch analysiert wurden die Daten mit dem Programm
SigmaPlot® (Version 8.0) und dem Student’s T-Test.

2.2.5 FACS-Analyse von Blut und Milz

Die FACS-Analysen dieser Arbeit wurden in freundlicher Unterstitzung
durchgefuhrt von Dr. Karin Elflein, Immunologie Universitatsklinik Wtrzburg,
Team Professor Hunig. Zur Methodik siehe bitte ihre Verdffentlichung
,verstarkung und Modulation der Immunantwort der Ratte mit Hilfe eines
superagonistischen, CD28-spezifischen, monoklonalen Antikdrpers®,[138],
veroffentlicht durch die Universitatsbibliothek der Universitat Wurzburg. Die
Zellsuspensionen wurden mit der FACS-Maschine FACScalibur® und der
Software LYSIS lI® analysiert. Die Rohdaten wurden mit der Cell-Quest®-
Software durch Dr. Karin Elflein erhoben. Die statistische Auswertung,
Interpretation und graphische Darstellung mit Microsoft Office® und Sigma-Plot®
erfolgte durch die Autorin dieser Arbeit.

Generierung des Vollblutes

Auf zwei Arten wurde Vollblut zur weiteren Untersuchung entnommen. Bei der
retrobulb&aren Blutentnahme wurde dem narkotisierten Tier mittels heparinisierter
Glaskapillare Blut aus dem retrobulbaren Venengeflecht abgenommen. Es
wurden jeweils 50-100 pl Blut entnommen. Mit der oben beschriebenen direkten
Punktion des rechten Ventrikels im Rahmen des Finalversuches wurde ca. 1 mi

Blut entnommen.

2.2.6 Cholesterinanalyse

Der Gesamtcholesterinspiegel im Plasma wurde spektrophotometrisch mit Hilfe
enzymatischer Tests bestimmt. 10 yl Plasma wurden mit 10 ul HPLC-Wasser
verdinnt, davon 2 pl in eine Mikrotiterplatte pipettiert und 200 pl Infinity™
Cholesterolreagenz hinzugegeben. Als Kontrollen wurden 20 pl HPLC-Wasser
und Standardproben mit bekannter Cholesterinkonzentration mit 100, 200 und

400 mg/dl verwendet. Nach 10 Minuten Inkubation im Warmeschrank bei 37 °C
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wurde die Absorption bei einer Wellenlange von 490 nm im Spektrophotometer
gemessen und mit dem Programm Softmax® ausgewertet. Die statistische

Auswertung erfolgte mit dem Programm Sigma Plot® und dem Student’s T-Test.

Im Cholesterolreagenz enthalten sind die Enzyme Cholesterinesterase,
Cholesterinoxidase und eine Peroxidase. Am Ende mehrerer Reaktionsschritte
entsteht 4 Aminophenazon, das zu rotem 4-P-Benzochinon-monoimino-
phenazeton oxidiert wird. Die Farbintensitat dieses Stoffes ist direkt proportional

zur Cholesterinkonzentration und kann im Spektrophotometer gemessen

werden.
. Cholesterinesterase . .
Cholesterinester + H,0 Cholesterin + Fettsaure
. Cholesterinoxidase
Cholesterin + 0, Cholestenon + H,0,

2H,0, + Phenol + 4Aminophenazon
Peroxidase . L
—— > 4(p — Benzochinonmonoimino)phenazeton

2.3 Statistik

Die Angabe der Zellzahlen im Text erfolgt als Mittelwert + Standardabweichung.
Die Tieranzahl wird im Folgenden mit ,N“ die statistische Berechnung mit dem
Student’s T-Test mit ,P“ abgekirzt. P < 0,05 (markiert mit einem Stern ,*“) und

P < 0,01 (markiert mit 2 Sternen ,***) wurden als statistisch signifikant bewertet.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Der CD28 Superagonist D665 amplifiziert signifikant regulatorische
T-Zellen (Versuch C)

Um die Wirksamkeit des Antikdrpers D665 auf regulatorische T-Zellen zu testen,
wurden ApoEko-Mause mit 100 pg D665 injiziert und FACS-Analysen des Blutes
(Tag drei, acht und vierzehn nach Injektion) sowie der Milz (Tag acht und

vierzehn nach Injektion) durchgefthrt.

An Tag 3 und 8 zeigte sich im Blut ein Trend zur Zunahme der Treg Nach D665
Injektion, ein Signifikanzniveau wurde bei geringer Tieranzahl jedoch nicht
erreicht. (Werte siehe Tabelle 3)

Im Gegensatz hierzu konnte in Milzzellen am Tag 8 nach einmaliger Injektion mit
D665 eine signifikante Amplifikation der CD4+FoxP3+ T-Zellen nachgewiesen
werden. Die CD25+FoxP3+, CD4+CD25+ und die FoxP3+ an CD4+-Zellen
zeigten bei nur sehr kleinen Versuchsgruppen keinen signifikanten Unterschied

zwischen den einzelnen Gruppen.
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FACS (Milz, Tag 8) Abb. 6: FACS-Analyse
3 (Milz) an Tag 8 nach
~ einmaliger D665-Injektion
P =0,014
* FACS-Analyse der Milz von

mannlichen ApoEko-Mausen,
8 Tage nach einmaliger
Injektion des CD28 Super-
agonisten D665. Dargestellt
sind die jeweiligen Zelltypen
in % an den mononukleéren
Zellen der Milz mit Standard-
abweichung. Tieranzahl pro
Gruppe ,N“=3.

*  Signifikanter Unterschied
(P <0,05)

CD4+FoxP3+ Zellen [%] an mononuklearen Zellen

MOPC D665

An Tag 14 nach zweimaliger D665-Injektion konnte im Blut eine signifikante
Zunahme der CD4+CD25+ Zellen festgestellt werden. In der Milz zeigte sich zum
gleichen Zeitpunkt kein Unterschied.

FACS (Blut, Tag 14) Abb. 7: FACS-Analyse

(Blut), an Tag 14 nach
zweimaliger D665-Injektion

P =0.009

* FACS-Analyse des Blutes
von weiblichen  ApoEko-

Méausen, 14 Tage nach
zweimaliger Injektion des
CD28 Superagonisten D665.
Dargestellt sind die jeweiligen
Zelltypen in % an den
mononukledren Zellen des

2 Blutes mit Standard-
abweichung. Tierzahl pro
Gruppe N = 2.

*  Signifikanter Unterschied
(*P < 0,05)

CD4+CD25+ Zellen [%] an mononuklearen Zellen
w

MOPC D665
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Anteil der jeweiligen Zellen an den mononuklearen Zellen in Blut / Milz

CD4+FoxP3+ MOPC D665 P-Wert Anzahl
Tag 3 Blut 1,62% + 0,86 2,54% + 0,81 0,245 3
Tag 8 Blut 1,31% + 0,54 2,12% + 0,60 0,156 3
Tag 8 Milz 4,71% + 0,52 6,37% + 0,45 *0,014 3

CD4+CD25+ MOPC D665 P-Wert Anzahl
Tag 3 Blut 1,66% + 0,88 2,28% * 0,53 0,356 3
Tag 8 Blut 1,74% + 0,56 2,55% + 0,67 0,184 3
Tag 14 Blut 0,89% * 0,28 5,16% * 0,49 **0,009 2
Tag 8 Milz 5,37% + 0,38 5,64% + 0,90 0,656 3

Tag 14 Milz 3,23% + 0,32 3,91% + 0,68 0,325 2
CD25+FoxP3+ MOPC D665 P-Wert Anzahl
Tag 3 Blut 1,48% + 0,69 2,30% * 0,68 0,219 3
Tag 8 Blut 1,54% + 0,67 2,10% + 0,49 0,304 3
Tag 8 Milz 4,16% * 0,39 4,58% * 0,39 0,260 3
FoxP3+ an CD4+ MOPC D665 P-Wert Anzahl
Tag 3 Blut 16,9% + 6,27 22,97% + 9,60 0,411 3
Tag 8 Blut 12,80% + 5,59 22,23% + 6,34 0,125 3
Tag 8 Milz 23,73% + 1,66 30,30% + 7,00 0,189 3

Tab. 1: FACS-Analyse (Blut und Milz) an Tag 3, 8 und 14 nach einmaliger D665-Injektion

FACS-Analyse aus Blut und Milz von ApoEko-M&ausen nach einmaliger Injektion mit dem CD28
Superagonisten D665. FACS-Analyse an Tag 3 und 8 nach D665-Injektion, sowie an Tag 14
nach zweimaliger Injektion mit D665. Geschlechter: Tiere von Tag 3 und 8 méannlich, Tag 14
weiblich. Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichung des Anteils der jeweiligen
Zellreihe an den mononukleéren Zellen des Blutes und der Milz bzw. an den CD4+ Zellen des
Blutes, die Anzahl der Tiere pro Gruppe ,N“ sowie die statistische Wahrscheinlichkeit mittels
Student’s T-Test ,P“. * Signifikanter Unterschied (*P < 0,05; **P < 0,01)
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3.2 Der CD25-spezifische monoklonale Antikérper PC61 reduziert
signifikant die Treg-Zahl in ApoEko-Méausen (Versuch D)

Um eine angemessene Treg-depletierende Dosis zu finden, wurden ApoEko-
Méause mit 100 pg bzw. 300 pg PC61 injiziert und Blut und Milz an Tag funf mittels
FACS-Analyse untersucht.

Die CD4+FoxP3+ Zellen der Milz wurden sowohl mit 100 ug PC61 (1,46% = 0,26;
N =3; P =0,048) als auch mit 300 pg PC61 (1,52% + 0,07; N=3; P =0,042)
gleichwertig signifikant gegentber der Kontrollgruppe depletiert. Ebenso wurde
die Zahl der FoxP3+CD25+-Zellen signifikant vermindert (100 ug PC61:
0,79% + 0,16, N = 3, P = 0,002; 300 pg PC61: 0,89% + 0,09, N = 3, P = 0,002).

Im Blut zeigte sich eine signifikante Depletion der FoxP3+CD25+-Zellen mit
300 pg PC61 (0,49% £ 0,21, N = 3, P = 0,048). Mit 100 pg PC61 (0,58% + 0,32,
N = 3, P = 0,066) fiel eine deutliche Tendenz zur Depletion dieser Zellen auf. Bei
den CD4+FoxP3+ Zellen war ein Trend zur Depletion der Zellreihe mit 100 ug
PC61 (0,94% +0,27, N=3, P=0,148) und 300ug (0,77% +0,27, N=3,
P =0,108) im Vergleich zur Kontrollgruppe zu sehen.

Mannliche und weibliche Tiere wurden gepoolt. Es zeigten sich in Milz und Blut
keine signifikanten Unterschiede zwischen der Injektion von 100 pg oder 300 ug
PC61. Die Versuche wurden daher mit der fir den gewlnschten Effekt
gleichermalRen wirksamen Menge von 100 pg PC61 durchgefihrt, da hiermit

weniger potentielle Nebenwirkungen zu erwarten waren.
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FACS (Milz, Tag 5) Abb. 8: FACS-AnaIyse Milz
35 (Dosisfindung PC61)
FACS-Analyse der Milz von
5 %07 P=0042 P =0,002 ApoEko-Mausen 5 Tage nach
3 [ booous ¥ b 0000 ¥* einmaliger  Injektion  mit
S 257 : T : 100 pg bzw. 300 pg des Treg-
S ﬂ a depletierenden CD25+-
2 201 Antikorpers PC61. Dargestellt
o . - - .
< sind die jeweiligen Zelltypen in
E 15 % an den mononukleéren
s Zellen der Milz. Tierzahl pro
T Gruppe N = 3, Mannchen und
3 Weibchen gepoolt.
N 051 . :
Signifikanter Unterschied
oo (*P < 0,05, **P > 0,01)
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FACS (Blut, Tag 5) Abb. 9: FACS-Analyse Blut
30 (Dosisfindung PC61)
FACS-Analyse des Blutes
2,5 von ApoEko-Mausen, 5 Tage
P=0,048 nach einmaliger Injektion mit

1,5 - sind die jeweiligen Zelltypen
in % an den mononuklearen
Zellen des Blutes. Tierzahl

~ 100 pg bzw. 300 pug des Treg-
20 1 P =0.086 * depletierenden CD25+
Antikorpers PC61. Dargestellt

FoxP3+C25+ Zellen [%] an mononukledren Zellen

101 pro Gruppe N = 3, Mannchen
und Weibchen gepoolt.
0,5 A
Signifikanter Unterschied
oo (*P < 0,05)

Kontrolle 100pg PC61 300ug PC61
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3.3 Die Amplifikation regulatorischer T-Zellen durch den Antikorper
D665 hat keinen Einfluss auf die Arterioskleroseentwicklung in

»gesunden® ApoEko-Mausen (Versuch A)

3.3.1 Plagueflache

In diesem Versuch wurde ein hypercholesterindmes, aber sonst immunologisch
,gesundes” Tiermodell simuliert. Durch Amplifikation der Treg nach Injektion mit
100 pg D665 (20,38% + 3,54, N=7, P =0,581) konnte keine Reduktion der
Plaqueflache gegenuber der Kontrollgruppe (IgG2aok-AK = MOPC,

19,43% + 2,18, N = 6) in den weiblichen ApoEko-Méausen nachgewiesen werden.

Abb. 10: Arteriosklerotische Plagues in der langs erdffneten Aorta nach D665-Injektion

Luminale Seite der langs eroffneten Aorten von 21 Wochen alten ApoEko-Méausen nach 8
Wochen ,western-type” Diat und zweimaliger Injektion mit dem CD28 Superagonisten D665.
Die lipidreichen, angeféarbten, im schwarz-weil3-Bild weil3 erscheinenden arteriosklerotischen
Plagues sind deutlich sichtbar.
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21 Wochen Abb. 11: Plaqueflache
30 Aorta nach D665-
Injektion

Prozentuale Plaqueflache
der Aorta im Verhaltnis
zur  Aortengesamtflache
von weiblichen ApoEko-
Méausen im Alter von 21
Wochen nach 8 Wochen
.western-type“ Diat und
zweimaliger Injektion mit
dem CD28 Super-
agonisten D665. Tierzahl
pro Gruppe N=6/7.
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3.3.2 Gewicht, Cholesterin und Zellzahlen

Gewicht /| Gesamtcholesterin:

In  den vergleichenden Messungen des  Gewichts und der
Gesamtcholesterinwerte von weiblichen ApoEko-Méausen nach 8 Wochen
.western-type“ Diat und zweimaliger Injektion des CD28 Superagonisten D665
zeigten sich an Tag 28 nach letzter Injektion keine signifikanten Unterschiede

zwischen der Versuchstier- und Kontrollgruppe.

Antikorper Kdrpergewicht [g] Gesamtcholesterin [mg/dl] N

Kontrolle (MOPC) 26,65+ 2,38 487,03 + 109,79 6

D665 26,68 £ 1,67 502,74 + 76,02 7
P-Wert 0,978 0,774

Tab. 2: Kérpergewicht und Gesamtcholesterin nach D665-Injektion

Messwerte von Korpergewicht [g] und Gesamtcholesterin [mg/dl] von weiblichen ApoEko-
Méausen im Alter von 21 Wochen nach 8 Wochen ,western- type“ Diadt und zweimaliger Injektion
mit dem CD28 Superagonisten D665. Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichung,
Anzahl ,N“ der Tiere sowie der P-Wert des Student's T-Tests.
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T-Zell-Veranderungen

In den FACS-Analysen der Milz konnte an Tag 28 nach zweimaliger D665-
Injektion kein signifikanter Unterschied der T-Zell-Subpopulationen im Vergleich
zur Kontrolle festgestellt werden. (CD4+FoxP3+ Zellen (D665 3,56%+0,58,
MOPC 4,12%+1,27; P=0,317), CD4+CD25+ Zellen (D665 4,30%+0,60, MOPC
4,11%+0,62; P=0,591), CD25+FoxP3+ Zellen (D665 2,57%+0,28, MOPC
2,72%+0,46; P=0,569) und der Anteil der FoxP3+ Zellen an den CD4+ Zellen
(D665 20,74%+3,20, MOPC 25,64%+5,24; P=0,063)).

3.4 Die Amplifikation regulatorischer T-Zellen mit dem CD28
Superagonisten D665 nach initialer Treg-Depletion mit dem
Antikorper PC61 fuhrt zu einer signifikanten Reduktion der
Plaqueentwicklung (Versuch B)

3.4.1 Plagueflache

Um den Effekt von D665 auf die Plaqueentwicklung in Treg-depletierten Mausen
zu testen, wurden weibliche ApoEko-Mause unter ,western-type“-Diat in
Versuchswoche null und vier mit dem Treg-depletierenden Antikdrper PC61
behandelt und jeweils eine Woche spater in Woche eins und funf durch Injektion
mit dem CD28-spezifischen superagonistischen monoklonalen Antikdrper D665
stimuliert. In Woche acht (im Alter von 14 Wochen) erfolgte die Organentnahme
und morphometrische Bestimmung der arteriosklerotischen Plaqueflache der

Aorta.

Es zeigte sich eine signifikante Reduktion der Plaqueflache um 28,73% bei den
zunachst mit PC61 Treg-depletierten und dann mit D665 stimulierten Tieren
(3,82% £ 0,55; N=10; P=0,011) gegenuber der mit PC61+MOPC
(5,36% £ 1,65; N = 11) allein injizierten Gruppe und um 32,02% gegentuber der
Kontrollgruppe (MOPC+MOPC, 5,62% + 1,95; N = 10; P = 0,012). Zwischen der
alleinig Treg-depletierten Gruppe (PC61+MOPC) und der Kontrollgruppe zeigten

sich keine signifikanten Unterschiede.
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PC61+D665

PC61+MOPC

Abb. 12: Arteriosklerotische Plaques in der langs erdffneten Aorta nach PC61+D665-
bzw. PC61+MOPC- Injektion

Luminale Seite der langs eroffneten Aorten von 14 Wochen alten weiblichen ApoEko-Mausen
nach 8 Wochen ,western-type“ Diat und zweimaliger Injektion mit dem CD28 Superagonisten
D665 und/oder PC61. Die lipidreichen, angefarbten, im schwarz-weil3-Bild weil3 erscheinenden
arteriosklerotischen Plaques sind deutlich sichtbar.

14 Wochen Abb. 13: Plaqueflache Aorta
10 nach PC61+D665- bzw.
PC61+MOPC-Injektion

g | Prozentuale arterio-
sklerotische Plaqueflache der
P=0012 P=0.011 Aorta im Verhdltnis zur
Aortengesamtflache von
weiblichen ApoEko-M&ausen
im Alter von 14 Wochen nach
8 Wochen ,western- type”
Diat und zweimaliger Injektion
des Treg-depletierenden
Antikoérpers PC61, jeweils
gefolgt von Injektion des
CD28 Superagonisten D665
bzw. MOPC. Dargestellt sind
die Mittelwerte mit
More POoLrDoes PesLIMoPe Standardabweichung und der
P-Wert des Student’s T-Test
.P¢ Tierzahl pro Gruppe

N=10/10/11.

Plaqueflache Aorta [%]
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3.4.2 FACS-Analyse von Blut und Milz

Bei denselben Versuchstieren wurden in Versuchswoche 2, 6 und 8 ab Beginn
der ,western-type” Diat FACS-Analysen des Blutes und in Woche 8 der Milz
durchgefuihrt. Die Angabe der Zellzahlen im Text erfolgt als Mittelwert =
Standardabweichung. Die Tieranzahl wird im Folgenden mit ,N* die statistische

Berechnung mit dem Student’s T-Test mit ,P* abgekurzt.

Bei der Untersuchung des Anteils der CD4+FoxP3+ Zellen im Blut fiel eine
durchgehend signifikante Amplifikation dieser Zellen durch den Antikbrper D665
nach vorheriger Depletion mit PC61 in Woche 2 (2,40% + 1,87 der Lymphozyten;
N=6; P=0,006) und Woche 6 (1,82% + 0,89 der Lymphozyten; N =10;
P =0,001) gegenuber den mit PC61+MOPC nur Trg-depletierten Tieren auf
(Woche 2: 0,6% + 0,32 der Lymphozyten, N =11; Woche 6: 0,50% + 0,35 der
Lymphozyten, N =9). Gegeniber der mit MOPC injizierten Kontrollgruppe
(Woche 2: 1,24% +0,41 der Lymphozyten, N=7, P =0,136; Woche 6:
1,08 + 0,62 der Lymphozyten, N =10, P =0,046) zeigte sich ebenfalls eine
Amplifikation der CD4+FoxP3+ Zellen durch Injektion mit PC61+D665. Durch
Injektion mit PC61+MOPC wurde in Woche 2 (P =0,002) und Woche 6
(P = 0,024) eine signifikante Verminderung der CD4+FoxP3+ Zellen gegeniber
der Kontrollgruppe erreicht. In Versuchswoche 8, drei Wochen nach letzter D665
Injektion, zeigten sich keine Unterschiede mehr zwischen den drei
Versuchsgruppen. Der Prozentsatz der CD4+FoxP3+ Zellen sank nach
PC61+D665-Injektion kontinuierlich und signifikant von Woche 2 nach Woche 8
(P =0,02) und von Woche 6 nach Woche 8 (P = 0,005). (siehe unten, Abbildung
14)

In der Analyse der CD25+FoxP3+ Zellen zeigte sich eine signifikante
Amplifikation dieser Zellen nach Injektion mit PC61+D665 (Woche 2:
1,93% + 1,49 der Lymphozyten, N =6, P =0,013; Woche 6: 1,35% %= 0,71 der
Lymphozyten, N = 10, P = 0,009) gegenuber der mit PC61+MOPC depletierten
Gruppe (Woche 2: 0,63% 0,33 der Lymphozyten, N =11; Woche 6:
0,57% + 0,51 der Lymphozyten, N = 11). Mittels PC61+MOPC-Injektion allein
wurde der Anteil der CD25+FoxP3+ Zellen gegenuber der Kontrolle in Woche 2
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(P =0,027) signifikant reduziert. Es zeigten sich keine signifikanten
Veranderungen zwischen der Injektion mit PC61+D665 und der Kontrolle in
Woche 2, 6 und 8 bei allen untersuchten Parametern. Der Prozentsatz der
CD25+FoxP3+ Zellen sank nach PC61+D665-Injektion kontinuierlich und
signifikant von Woche 2 zu Woche 8 (P = 0,039) und von Woche 6 zu Woche 8
(P =0,017). (siehe unten, Abbildung 15)

Auch bei der Untersuchung des Anteils der FoxP3+ Zellen an den CD4+ Zellen
gesamt zeigte sich eine signifikante Zunahme der FoxP3+ Zellen durch die
Antikorper PC61+D665 (Woche 2: 16,45% + 13,45, N = 6, P = 0,005; Woche 6:
19,91% + 8,71, N = 6, P = 0,001) gegenuber der PC61+MOPC-Gruppe in Woche
2 (3,29% + 1,70, N = 11) und Woche 6 (3,71% + 2,22, N = 7) und gegenuber der
Kontrolle in Woche 6 (5,81% + 3,32, N=5, P =0,008). In Woche 2 war eine
signifikante Reduktion dieser Zellen durch den Antikdrper PC61+MOPC
(3,29% + 1,70, N =11, P = 0,008) gegenuber der Kontrollgruppe (6,69% * 2,35,
N = 4) zu erkennen. Auch hier kam es wie bei den anderen Zellreihen zu einem
kontinuierlichen Sinken des Prozentsatzes der FoxP3+ Zellen an den CD4+
Zellen nach PC61+D665-Injektion von Woche 2 zu Woche 8 (P = 0,039) und von
Woche 6 zu Woche 8 (P = 0,001). (Siehe unten, Abbildung 16)
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Abb. 14: FACS-Analyse
(Blut): CD4+FoxP3+ Zellen
nach PC61+D665- bzw.
PC61+MOPC-Injektion in
Woche 2, 6, 8

FACS-Analyse des Blutes
weiblicher  ApoEko-Mause
unter ,western- type“ Diat und
zweimaliger Injektion des
Antikdrpers PC61 und jeweils
eine  Woche spater des
Antikdrpers D665 bzw.
MOPC. FACS-Analyse in
Versuchswoche 2/6/8.
Dargestellt ist der prozentuale
Anteil der CD4+FoxP3+
Zellen an den Lymphozyten
sowie die Anzahl der Tiere
»N.

Signifikanter Unterschied
(*P < 0,05, *P < 0,01)

Abb. 15: FACS-Analyse
(Blut): FoxP3+CD25+ Zellen
nach PC61+D665- bzw.
PC61+MOPC-Injektion in
Woche 2, 6, 8

FACS-Analyse des Blutes
weiblicher  ApoEko-Mause
unter ,western- type“ Diat und
zweimaliger Injektion des
Antikdrpers PC61 und jeweils
eine  Woche spater des
Antikdrpers D665 bzw.
MOPC. FACS-Analyse in
Versuchswoche 2/6/8.
Dargestellt ist der prozentuale
Anteil der FoxP3+CD25+
Zellen an den Lymphozyten
sowie die Anzahl der Tiere
»N.

Signifikanter Unterschied
(*P < 0,05, *P < 0,01)
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FACS (But) Abb. 16: FACS-Analyse
(Blut): Anteil FoxP3+ an
CD4+-Zellen nach PC61+
D665- bzw. PC61+MOPC-
Injektion in Woche 2, 6, 8

30 1

P =0.008 | P =0.001

FACS-Analyse des Blutes
weiblicher  ApoEko-Mause
unter ,western- type“ Diat und
zweimaliger Injektion des
Antikdrpers PC61 und jeweils
eine  Woche spater des
Antikdrpers D665 bzw.
MOPC. FACS-Analyse in
Versuchswoche 2/6/8.
Dargestellt ist der prozentuale
Anteil der FoxP3+ Zellen an
CD4+ T-Zellen sowie die
Anzahl der Tiere ,N*.
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In der FACS-Analyse der Milz in Versuchswoche 8 zeigte sich ein deutlicher
Trend zur Amplifikation der CD4+FoxP3+ Zellen nach Injektion mit den
Antikdrpern PC61+D665 (3,59% + 0,59 der Lymphozyten, N = 10) gegenuber
der mit PC61+MOPC Treg-depletierten Gruppe (2,90% + 0,96 der Lymphozyten,
N=10; P=0,067) und zur Erh6hung dieser Zellen im Vergleich zur
Kontrollgruppe (2,94% + 0,96 der Lymphozyten; N = 10; P = 0,086).

Die CD25+FoxP3+ Zellen wurden durch Injektion mit PC61+D665 (2,92% + 0,49;
N = 10) signifikant gegentber den nur mit PC61+MOPC (2,11% + 0,95; N = 10;
P =0,026) injizierten Tieren erhoht. Keine Veranderungen zeigten sich im
Vergleich mit der Kontrollgruppe (2,67% + 0,68; N = 10, P = 0,352).

Es fiel ein Trend auf zur Steigerung des Anteils der FoxP3+ Zellen an den CD4+
Zellen durch Injektion mit den Antikérpern PC61+D665 (19,37% + 7,33; N = 9) im
Vergleich zu den mit PC61+MOPC allein injizierten Tieren (15,14% + 6,38;
N =10; P =0,174) und im Vergleich zur Kontrollgruppe (14,85% + 4,45; N = 10,
P =0,115).
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FACS (Milz), Woche 8 Abb. 17: FACS-Analyse
30 (Milz) PC61+D665- bzw.
P=0114 P=0.174 PC61+MOPC-Injektion in
25_— f T Woche 8
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Zusammengefasst zeigten die FACS-Analysen von Blut und Milz, dass die
alleinige Injektion mit PC61+MOPC zu einer transienten Reduktion der
regulatorischen T-Zellen fuhrte und dass durch den CD28 Superagonisten D665

eine transiente Amplifizierung dieser Treg erreicht wurde.
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3.4.3 Gewicht

Bei den oben genannten weiblichen ApoEko-Mausen zeigte sich eine signifikante
Gewichtszunahme der nur mit PC61+MOPC Treg-depletierten Tiere
(26,359 £ 2,58, N = 11) gegenuber der Kontrollgruppe (23,92g + 1,58, N = 10,
P =0,02) und der mit PC61+D665 injizierten Gruppe (23,90g + 2,13, N =10,
P =0,03). Zwischen der mit PC61+D665 injizierten Gruppe und der
Kontrollgruppe zeigte sich kein Unterschied.

Abb. 18: Korpergewicht

nach PC61+D665- bzw.
P = 0,02 PC61+MOPC-Injektion.

40

20 P =0,03 ‘ Korpergewicht [0] von
’*7 weiblichen ApoEko-Mausen
im Alter von 14 Wochen nach
8 Wochen ,western-type“ Diat
20 4 und zweimaliger Injektion des
Treg-depletierenden
Antikdrpers PC61 und jeweils
eine Woche spater des CD28
10 - Superagonisten D665 bzw.
MOPC. Tierzahl pro Gruppe
N=10/10/11

Kdrpergewicht [g]

T * Signifikanter Unterschied
MOPC PC61+D665 PC61+MOPC (*P <0,05)
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4 DISKUSSION

4.1 Rolle regulatorischer T-Zellen in der Arteriosklerose

Die Arteriosklerose ist ein multifaktorielles Geschehen, in dem eine Vielfalt von
endogen und exogen induzierten immunologischen, autoimmunen,
entziindlichen und infektiologischen Faktoren zum Tragen kommt.
Regulatorische T-Zellen spielen dabei eine entscheidende Rolle. In dieser Arbeit
wird gezeigt, dass mit Hilfe eines CD28-spezifischen superagonistischen
monoklonalen Antikorpers eine Modulation regulatorischer T-Zellen in ApoEko-
M&ausen moglich ist und die Arterioskleroseprogression dadurch signifikant

vermindert werden kann.

In bisherigen Versuchen beziglich der Arteriosklerose wurden Treg aus kongenen
Donoren isoliert und dann transplantiert. Als Alternative amplifizierten andere
Gruppen endogene Treg in vivo durch den Antikdrper D665 und konnten Erfolge
in Bereichen der Autoimmunitat, Entziindung und Transplantation nachweisen.
So zeigte sich in Nagetieren der Antikérper D665 hocheffektiv in der Behandlung
von bestimmten Autoimmunerkrankungen (experimentelle autoimmune
Enzephalomyelitis, experimentelle Autoimmunneuritis, Diabetes)[84, 98, 132,
139, 140], Entzindungsreaktionen (adjuvante Arthritis, Glomerulonephritis, TNF-
induzierte Knochenzerstorung, Trypanosomiasis assoziierte Entziindung),[141-
144] und ungewollten T-Zell Reaktionen bei Transplantationen von soliden
Organen [145-147] sowie Stammzellen.[148, 149]

Ein erster Phase | Versuch im Menschen mit der menschspezifischen Variante
des Antikorpers D665 (TGN1412) in gesunden menschlichen Probanden fiihrte
2006 zu lebensbedrohlichen Zytokin-Stirmen.[150] Die Ursachen wurden
umfangreich untersucht. Nach Anpassung der Dosis und Co-Administration von
Kortikosteroiden zeigte ein weiterer Phase | Versuch an gesunden menschlichen
Probanden eine signifikante Aktivierung und Expansion der Treg ohne
signifikante Zytokinfreisetzungen.[151] Ein Phase IB Versuch an Patienten mit
rheumatoider Arthritis zeigte laut Hersteller von TABO8 (Equivalent zu TGN1412)
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Erfolge in der Kranheitsschwere und keine Zytokinstiirme. Ein Phase Il Versuch
ist in Vorbereitung und geplant fir Sommer 2015.[152]

In den vorliegenden Versuchen wurde nun erstmals die Wirkung endogener,
mittels Antikdrperstimulation induzierter regulatorischer T-Zellen auf die
Arterioskleroseentwicklung untersucht. Der Treg-amplifizierende Effekt des CD28
Superagonisten D665 und der Treg-depletierende Effekt des Antikdrpers PC61

wurden mittels FACS-Analysen von Blut- und Milzzellen bestéatigt.

4.1.1 Alleinige Stimulation regulatorischer T-Zellen in der naiven

ApoEko-Maus zeigt keinen Nutzen beziglich Arteriosklerose

ApoEko-Mausen wurde unter atherogener ,western-type® Diat (im Alter von
dreizehn und siebzehn Lebenswochen) der Treg-amplifizierende CD28-
spezifische superagonistische monoklonale Antikorper D665 bzw. die Kontrolle
(MOPC) injiziert. Im Alter von 21 Wochen fand nach insgesamt 8 wéchiger
,western-type“ Diat die Organentnahme statt. Obwohl in diesen Versuchen die T-
Zell Amplifikation mittels FACS-Analysen stabil nachgewiesen werden konnte,
zeigte die Planimetrie der Aorta keine signifikante Reduktion der Arteriosklerose.
Ebenso zeigte sich kein Unterschied in der Gewichtsentwicklung und dem

Gesamtcholesteringehalt im Blut beider Gruppen.

Ein moglicher Grund fur den ausbleibenden Effekt des Antikorpers D665 auf die
Plagueentwicklung ohne vorhergehende Trg-Depletion konnte das bereits
fortgeschrittene Stadium der Arteriosklerose bei Injektion und Plagueanalyse
sein. Verglichen mit Versuchen von Veillard et al.[49] hat die Entwicklung der
Arteriosklerose bezlglich aktiver Zellkomponenten schon vor erster
Antikorperinjektion ihre grof3te Aktivitdt erreicht und ein chronisches Stadium
begonnen. Ab einem Alter von 10 Wochen haben Veillard et al. bereits eine
Abnahme atheroprotektiver Tu2-Zellen festgestellt bei bis dahin progredienter
Zunahme atherogener Tul-Zellen. Nach Woche 10-14 konnten sie keine weitere
Zunahme der Entzindungsmediatoren feststellen, bei jedoch weiter
progredienten Lasionen.[49] Proatherogene Faktoren scheinen das

Plaquegeschehen von diesem Zeitpunkt an zu dominieren.
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Durch Inhibition der Ty1-Zellen zu Gunsten der Ty2-Zellen sollte eine Reduktion
der Plaqueflache erreicht und das zellulare Gleichgewicht wieder in Richtung
Atheroprotektion verlagert werden. Trotz zweimaliger Boosterung der Treg Wurde
in diesem Stadium jedoch kein Vorteil beztiglich der Plaqueentwicklung erreicht.
Das Gleichgewicht der atheroprotektiven und atherogenen Faktoren schien bei
Injektionsbeginn schon zu weit in Richtung der Atherogenese verschoben

gewesen zu sein, sodass Treg allein dies nicht mehr verhindern konnten.

Ait-Oufella et al. haben durch externen Treg -Transfer in immunkompromittierte
ApoEko/Rag2ko-M&use im Alter von 8 Wochen, gefolgt von 6 Wochen
atherogener Diat, erfolgreich eine signifikante Reduktion der Plaqueflache
nachweisen kdénnen.[39] Mor et al. konnten zeigen, dass die Anzahl der Treg in
alten ApoEko-Méausen verglichen mit Jungtieren signifikant geringer ist.[106] Der
fehlende Effekt von D665 auf die Plaqueentwicklung trotz Boosterung endogener
Treg konnte demnach durch das bereits fortgeschrittene Stadium der
Arteriosklerose und eine mit zunehmendem Alter verminderte Reaktionsfahigkeit

des Immunsystems begriindet werden.

Die Wirksamkeit des CD28 Superagonisten D665 bezuglich Amplifizierung der
Treg wurde in dieser Arbeit mehrfach mittels FACS-Analysen belegt. In Versuch
B konnte ein signifikanter Anstieg der Treg im Blut nach vorheriger Depletion mit
PC61 bewiesen werden. Insbesondere bei zeitnaher Treg-Bestimmung nach
Injektion konnten signifikante Zunahmen dieser Zellgruppe beobachtet werden,

dies auch repetitiv.

Legrand et al. konnten 2006 nachweisen, dass der Effekt des Antikdrpers D665
auf die Treg nach jeder Boosterung nur transient ist und die Wirksamkeit des
Antikorpers bei repetitiver Injektion abnimmt.[153] Dies zeigte sich auch in den
Versuchen dieser Arbeit. Lin et al. dokumentierten, dass durch D665 stimulierte
CD4+CD25+ Treg expandieren und ihre Aktivitat insgesamt noch mindestens 3
Wochen andauert, sie ihre hochste Aktivitat aber nach ca. 3 Tagen erreichen.[85]
Durch D665 lassen sich bereits aktivierte Treg restimulieren und CD25- T-Zellen
stark aktivieren. Sie produzieren dann viel IL-2,[85] welches wiederum ein

Wachstumsfaktor fur die Treg iSt. Langenhorst et al. zeigte 2012, dass die durch

52



Diskussion

den CD28 Superagonisten transient aktivierten Treg das Muster ihres
Migrationsrezeptors andern und sich damit von Lymphknoten-Suchenden zu
Entziindungsherd-Suchenden Treg verandern.[154] Im arteriosklerotischen
Gewebe konnen diese Treg vermutlich l&nger wirken, auch wenn sie im Blut nicht
mehr nachweisbar sind. Trotzdem zeigte sich in diesem Versuch keine Reduktion
der Arteriosklerose. Mdoglicherweise besitzen alte Mause schon Treg In
ausreichender Sattigung, so dass selbst eine weitere Stimulation durch D665

keinen sichbaren Effekt zeigt.

4.1.2 Alleinige Suppression regulatorischer T-Zellen fuhrt nicht zur
Progression der Arteriosklerose

In Annahme der Hypothese, dass Treg atheroprotektiv sind, sollte eine Depletion
dieser Zellen eine Zunahme der Plaqueflache bewirken. Durch Injektion der
ApoEko-Mause mit dem CD25+-depletierenden Antikorper PC61 konnte in dieser

Arbeit jedoch keine Progression der Arteriosklerose festgestellt werden.

Die Wirksamkeit des hier verwendeten Antikérpers PC61 bezlglich einer
Depletion der Treg konnte in dieser Arbeit mittels FACS-Analysen mehrfach belegt
werden. PC61 fuhrte zu einer signifikanten Depletion der FoxP3+CD25+ und
CD4+FoxP3+ Treg gegeniuber der Kontrollgruppe sowohl im Versuch zur
Dosisfindung (Versuch D), wie auch im Hauptversuch (Versuch B). Trotz dieser
nachweisbaren Treg-Depletion kam es jedoch nicht zu einer Plaque-Zunahme im
Vergleich zur Kontrollgruppe.

Im Vergleich zeigten Ergebnisse von Ait-Oufella et al.[39] eine Progression der
Arteriosklerose in mit PC61 Trg-depletierten ApoEko-Mausen. Ihr
Versuchsaufbau stimmte zeitlich mit dem hier vorliegenden uberein, jedoch
wurde eine individuelle Chow-Diéat (Standard Mausefutter, enthalt weniger Fett)
anstelle der proatherogenen ,western-type“-Diat gefuttert und mannliche Mause

verwendet anstelle von weiblichen.

Mittels ahnlicher Versuche wie den hier durchgefuihrten haben Ait-Oufella et al.
einen Treg-Mangel simuliert. Nach Transfer von CD287-CD4+CD25"- Splenozyten
(also Treg-defizient) in immundefiziente ApoEko/Rag2ko-M&ause konnten sie eine
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Progredienz der Arteriosklerose im Vergleich zur Kontrollgruppe sowie
vermehrtes Auftreten anderer Autoimmunerkrankungen wie Kolitiden,
Dermatitiden und Splenomegalien nachweisen. Nach Transfer von
Wildtypsplenozyten oder CD4+CD25+ Treg Waren die M&use gesund und hatten
weniger Arteriosklerose. In einem anderen Versuch kam es nach Treg-Depletion
durch PC61 zu einer signifikanten Zunahme der Plaqueentwicklung sowie der
CD3+ Zellen innerhalb der Lasionen.[39] Transfer von CD4+ T-Zellen in
immundefiziente Mause wirkte bei Zhou et al. atherogen.[155] Diese Versuche
deuten darauf hin, dass eine Art leicht verletzliche Homoostase vorliegt, die durch
Schwankungen der zellularen Zusammensetzung aus dem Gleichgewicht
gebracht werden kann und durch Uberwiegen atherogener Zelltypen zu
Veranderungen am Endorgan fuhrt. In Organismen mit zuséatzlichen Pathologien
und weiteren arteriosklerotischen Risikofaktoren (z.B. genetische Defekte wie
ApoEko, atherogene Diat) scheint die Rolle der Treg noch durch weitere,

unbekannte Faktoren mit beeinflusst zu werden.

In den vorliegenden Versuchen wurden nur weibliche ApoEko-Mause untersucht.
In der Interpretation der Versuche sind aber mdglicherweise
geschlechtsspezifische Unterschiede zu beachten. Surra et al. konnten 2010
zeigen, dass ApoEko-M&ause mit verschiedenen genetischen Hintergrinden
geschlechtsspezifische Unterschiede in der Entwicklung der Arteriosklerose
zeigen. Nur weibliche Tiere mit atherogenem genetischen Hintergrund unter
fettreicher Diat zeigten eine signifikante Progression der Arteriosklerose im
Vergleich zu einem weniger atherogenen Genotyp unter gleicher Diat, wahrend
in den mannlichen Versuchsgruppen kein signifikanter Unterschied zu erheben
war.[156] Ait-Oufella untersuchte die PC61-Wirkung in mannlichen Mausen, den
CD287-CD4+CD25" Splenozyten-Transfer in  Knochenmark ablatierten
Weibchen.[39] In beiden Versuchen konnten proatherogene Effekte
nachgewiesen werden. Die Mdoglichkeit geschlechtsspezifischer Unterschiede

sollte in weiterfihrenden Versuchen genauer beobachtet werden.

Die Mause in der vorliegenden Arbeit waren nach Treg-Depletion signifikant

schwerer als die ihrer Kontrolle, ein Hinweis auf einen unterschwellig trotz allem
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fortschreitenden Krankheitsprozess. Nimmt man an, dass bei erhhtem Gewicht
auch erhohte Blutfette als Risikofaktor fur die Arteriosklerose vorliegen, wéare
allerdings eine Plaquezunahme zu erwarten.[4, 155] Im Versuch A (s. 0.) wurden
nach zweimaliger Injektionen mit D665 die Cholesterinwerte verglichen. Hier
zeigte sich kein Unterschied im Gesamtcholesterin. Eine genaue
Fettstoffwechselanalyse sollte in weiteren Versuchen auch nach PC61-Injektion
folgen. Geht man wie oben beschrieben von einem sich langsam entwickelnden
Prozess der Arterioskleroseentstehung aus, kdnnten signifikante Unterschiede
auch erst bei langerer Versuchsdauer nachweisbar werden. Demnach kdénnten
stabile Versuchsbedingungen und kurze Versuchszeitrdume den fehlenden
Unterschied in der Plagueentwicklung begriinden. Hinweise auf klinisch sichtbare
Autoimmunerkrankungen oder Entzindungsreaktionen ergaben sich in den

Versuchen dieser Arbeit nicht.

Die hier vorgestellten Versuche suggerieren, dass die Treg Depletion in ApoEko-
Mausen mit atherogener Diat zum untersuchten Zeitpunkt keinen Einfluss auf die
arteriosklerotische Plaqueentwicklung hat. Mdglicherweise lagen aber
geschlechtsspezifische Unterschiede und/oder ein zu kurzer Versuchszeitraum
vor, die diese unterschiedlichen Ergebnisse bedingten.

4.1.3 Erfolgreiche Reduktion der Plaqueflache durch Stimulation zuvor

Treg-depletierter ApoEko-Mause

Der Versuch B untersuchte die Wirkung des CD28-spezifischen
superagonistischen monoklonalen Antikdrpers D665 nach vorheriger Depletion
der regulatorischen T-Zellen durch den CD25+-depletierenden Antikorper PC61.
ApoEko-Méause wurden im Alter von 6 Wochen auf ,western-type“ Diat gesetzt
und zusatzlich zum gleichen Zeitpunkt eine Reduktion der Treg durch PC61 zur
starkeren Arterioskleroseinduktion durchgefihrt. Darauf folgte eine Woche spater
die ,protektive“ Injektion des Antikorpers D665 zur Amplifikation der Treg zur
Therapie der Arteriosklerose. Durch Injektion mit D665 nach vorheriger Depletion
der Treg zeigte sich eine signifikante Minderung der Plaqueflache in der Aorta um
28,73% gegenuber der mit PC61+MOPC allein injizierten Gruppe und um
32,02% gegeniber der Kontrollgruppe. Die Wirksamkeit beider Antikorper konnte
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mittels FACS-Analysen belegt werden. PC61 depletierte die CD4+FoxP3+ Treqg
signifikant in Woche 2 und 6 gegenuber der MOPC Kontrolle, sowie die
FoxP3+CD25+ Zellen (also die aktivierten Treg) signifikant in Woche 2. D665
bewirkte in diesem ,Toleranz-kompromittierten“ Tier, trotz des oben
beschriebenen kurzzeitigen Effekts, eine erneute signifikante Amplifikation der
CD4+FoxP3+ und FoxP3+CD25+ Zellen sowie des Anteils der FoxP3+ an CD4+
Zellen in Woche 2 und 6 gegeniber PC61. Diese zellularen Effekte korrelierten
zudem umgekehrt mit dem Plaguewachstum. Wie Langenhorst et al. publiziert
haben, suchen durch D665 stimulierte Treg Entztindungsherde auf und kdnnen
in das Gewebe ubertreten.[154] Der Effekt des Antikdrper D665 auf das
Plaguewachstum halt damit vermutlich langer an als im Blut mittels FACS-

Analysen nachweisbar.

Die signifikante Minderung der Plagueflache nach Treg-Boosterung durch D665
im Vergleich zu der mit PC61 Treg-depletierten Gruppe zeigt eine deutliche
Mitbeteiligung der Treg im Plaguegeschehen. Unterstitzt wird dieses Ergebnis
durch Versuche von Ait-Oufella et al., die nach einmaligem CD28+CD4+CD25+
Splenozyten-Transfer in immunkompromittierte weibliche ApoEko/Rag2ko-
Mause eine Abnahme der Plaqueflache nachwiesen. Ait-Oufella beobachtete in
Versuchen nach alleiniger Treg-Depletion die 0.g. Plaqueprogredienz sowie eine
deutliche Zunahme von CD3+ T-Zellen innerhalb der Lasion.[39] In weiteren
Versuchen sollte eine MOPC+D665-Gruppe angeschlossen werden, um die
Wirkung des CD28 Superagonisten im nicht Treg-depletierten Mausmodell

besser vergleichen zu kénnen.

4.2 Impfung gegen Arteriosklerose?

Die Entdeckung, dass die Arteriosklerose ein chronisch inflammatorischer
Prozess mit ausgepragten immunologischen Komponenten ist, eréffnet neue
immuntherapeutische Behandlungsstrategien. Dies vor allem vor dem
Hintergrund, dass die bisherigen Therapieerfolge zur Pravention
kardiovaskulérer Ereignisse noch nicht befriedigend sind. Durch die Reduktion
von Risikofaktoren und mit Hilfe medikamentdser Therapien wie zum Beispiel
Statinen kann das Risiko fur kardiovaskulare Ereignisse nur um ca. 40%
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gemindert werden.[50] Mit immuntherapeutischen Behandlungsansatzen
hingegen hofft man, schon durch Préavention weit h6here Risikoreduktionen zu

erreichen.

Im hier untersuchten Trg defizienten ApoEko-Mausmodell wurde die
arteriosklerotische Lasionsflache signifikant vermindert. Dies erfolgte mittels
eines speziellen CD28 spezifischen superagonistischen Antikorpers, der zu einer
Expansion von regulatorischen T-Zellen fihrte. Im Rahmen von
Autoimmunerkrankungen hat dieser Antikérper bereits zur Milderung der
Erkrankungen gefuhrt. Dieser Sachverhalt konnte somitinsbesondere im Hinblick
auf Autoimmunerkrankungen interessant werden, die mit friihzeitiger Entwicklung
arteriosklerotischer Lasionen einhergehen. Vor allem vor dem Hintergrund, das
bei den meisten Autoimmunerkrankungen nicht ein alleinig relevantes
Autoantigen identifiziert wurde, sondern mehrere verschiedene eine Rolle
spielen. Solche Patienten mit z.B. Systemischem Lupus erythematodes [157,
158] oder Rheumatoider Arthritis[159-161], die Defizite in ihrer quantitativen oder
qualitativen Treg-Zahl zeigen und mit einer verfrihten Arteriosklerose
einhergehen, konnten von Treg Amplifizierungen profitieren. Die in-vivo
Expansion und Aktivierung regulatorischer T Zellen wére daher eine elegante

Form der Immuntherapie.

Das Hauptproblem ist der multifaktorielle Ursprung der Arteriosklerose und die
vielen verschiedenen mitwirkenden Antigene, die ihrerseits nicht unbedingt
Arteriosklerose-spezifisch sind. So besteht bei jedem Versuch einer
Immunisierung die Gefahr, andere, mdglicherweise noch unbekannte [157]
antigenspezifische Ablaufe im Korper zu beeinflussen. Aufgrund dieser
Polyvalenz birgt auch die Ubertragung von Tierexperimenten auf den Menschen
schwer abschatzbare Risiken wie zum Beispiel die Induktion von

Autoimmunerkrankungen.

In Tiermodellen an Ratten, Mausen und Kaninchen konnten aktive
Immunisierungen gegen unterschiedliche Arteriosklerose-typische Antigene oder
Antigenbestandteile eine Reduktion der arteriosklerotischen Plaqueflache

induzieren. So konnten Palinski et al. 1995 und Ameli et al. 1996 durch Injektion
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von homologen LDL oder modifizierten LDL erfolgreiche Plaquereduktionen in
Kaninchen nachweisen.[131, 162] Andere Gruppen wahlten als Zielantigen
Substrukturen des LDL, wie das ApoB-100-Peptid bzw. strukturelle
Peptidsequenzen davon. Damit konnte die Arteriosklerose durch aktive
Immunisierung ebenso vermindert werden wie durch passive Immunisierung mit
eigens gegen sie entwickelten Antikorpern.[163-165] Klingenberg et al.
immunisierten im Jahr 2010 ApoEko-Méause nasal mit dem p210-Peptid des
ApoB-100, womit sie eine Verminderung der Arteriosklerose und Induktion
regulatorischer T-Zellen nachweisen konnten.[166] Verschiedene ApoB-100-
Peptidsequenzen, die mit LDL streng assoziiert sind, wurden isoliert und
appliziert.[130, 164] Die Immunisierung mit Malonaldehyd (MDA)-ApoB-100
Peptiden fuhrte zu einer Reduktion der Arteriosklerose, stabileren Plagues sowie
zu einer Treg-Aktivierung und Tw2-spezifischen 1gG-Bildung.[163, 167, 168] Ein
Vorteil dieser ApoB-Peptide als Impfstoff ist, dass sie synthetisch und spezifisch
hergestellt werden kénnen und an Tragersubstanzen und Adjuvanzien gebunden
werden konnen. Weiter wurden spezifische rekombinante humane IgG-
Antikdrper gegen bestimmte Aminosauresequenzen des Malonaldehyds in
ApoB-100 (MDA-p45) hergestellt. Diese fuhrten zu einer deutlichen Reduktion
der Arteriosklerose und einem geringeren oxLDL-Anteil innerhalb der Lasion in
Mausen sowie zu einem verminderten restriktiven Remodeling nach
Intimaverletzung.[165, 167] Phosphatidylcholin (PC) ist ein anderer Bestandteil
des LDL und apoptotischer Zellen. Eine Immunisierung mit Phosphatidylcholin
enthaltendem Streptococcus pneumoniae Impfstoff fuhrte zu verminderter
Arteriosklerose durch Bildung PC-spezifischer Antikdrper.[129] Auch das
atherogene  Antigen  Hitze-Schock-Protein 65  (,hsp65“)  wirkt im
arteriosklerotischen Plaquegeschehen. Harats et al. induzierten durch orale
Applikation von hsp65 eine Toleranz gegen hsp65-Antikdrper. Uber eine
Modulation der Twu-Zell-Profile in Richtung des eher atheroprotektivem Tn2
konnten sie die Arteriosklerose vermindern.[169] In weiteren Studien konnte
dieser atheroprotektive Effekt von van Puijvelde et al. mit antigenspezifischer
Treg-Bildung und ihren antiinflammatorischen Zytokinen wie IL-10 und TGFf

erklart werden.[170] Hauer et al. impften im Jahr 2007 Mause mit einem oral
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applizierten DNA-Impfstoff gegen den VEGFR2 (vascular endothelial growth
factor receptor 2), einen Rezeptor, der in der Entstehung der Arteriosklerose
ebenfalls beteiligt ist und von arteriosklerotischen Endothelzellen Gberexprimiert
wird. Sie konnten damit eine zellulare Immunitdt gegen die den Rezeptor
Uberexprimierenden Zellen aktivieren, die Angiogenese stoppen und bereits
existierende arteriosklerotische Lasionen vermindern.[171]

Bisher wurde allerdings keiner der genannten Antikorper in direkter Wirkung auf
den Menschen untersucht. Eine aktuell laufende Studie (Canakinumab Anti-
inflammatory Thrombosis Outcomes Study, ,CANTOS®) untersucht nun die
Wirksamkeit eines monoklonalen Antikdrpers am Menschen. Patienten mit
Zustand nach Herzinfarkt erhalten den IL-1B-inhibierenden monoklonalen
Antikdrper Canakinumab und werden evaluiert in Bezug auf die Protektion vor
neuen inflammatorisch bedingten kardiovaskuléren Ereignissen.[172] IL-1 ( ist
ein proinflammatorisches Zytokin, dem multiple Rollen im Cholesterin-Kristall-

induzierten atherothrombotischen Prozess zugesprochen werden.[172]

Alle genannten Versuche haben gemeinsam, dass antigenspezifische
Immunantworten mit Antikorperbildung im Organismus induziert werden.
Problematisch hierbei ist jedoch, dass bisher kein alleinig Arteriosklerose-
spezifisches Antigen entdeckt wurde. Somit besteht die Gefahr von
UberschieRenden oder unzureichenden Immunreaktionen bis hin zur Induktion
von Autoimmunreaktionen. Aber es wurde auch deutlich, dass regulatorische T-

Zellen und Tu-Zellen entscheidende Rollen im Plaguegeschehen spielen.

Ein zweiter Therapieansatz beschaftigt sich daher direkt mit der zellular
vermittelnden Ebene, den regulatorischen T-Zellen. Durch Aktivierung oder
direkten Transfer von Treg kann der antigenspezifische Weg umgangen werden.
Hier konnten Ait-Oufella et al. durch Transfer von regulatorischen T-Zellen in Treg

defiziente Tiermodelle eine Reduktion der Arteriosklerose bewirken.[39]
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Das Besondere dieser Arbeit ist, dass der Umweg uber oben genannte
spezifische Antigene erstmalig in Bezug auf die Arteriosklerose umgangen
werden kann. Durch direkte Aktivierung und Expansion regulatorischer T-Zellen
mittels des CD28 Superagonisten D665 konnte die Arteriosklerose in einem Treg-
defizienten ApoEko-Mausmodell signifikant gemindert werden. Im Rahmen von
Autoimmunerkrankungen wurde die humane Variante (TGN1412, ein
menschspezifischer CD28-spezifischer superagonistischer monoklonaler
Antikdrper) des hier verwendeten Antikorpers D665 bereits bis in Phase |
klinischer Studien untersucht. In Tierversuchen an Mausen (,D665%) und Ratten
(,JJ316%) konnten in mehreren Studien deutliche Vorteile in der Prophylaxe und
Therapie von Autoimmunerkrankungen gezeigt werden. Zytokinausschittungen
im Rahmen der Treg-Aktivierung wurden ohne nennenswerte Nebenwirkungen
gut von Nagern toleriert.[122, 173-175] Auch praklinische Versuche an einer
speziellen, dem Menschen ahnlichen Affenart wurden gut vertragen. In Studien
an gesunden menschlichen Probanden jedoch kam es zu massiven
Nebenwirkungen mit schwerer Lymphopenie und einem Zytokinsturm, der bis
zum Multiorganversagen fiuhrte.[150] In umfangreichen Untersuchungen wurde
nach den Ursachen fur diese vom Tiermodell abweichenden Ergebnisse gesucht.
Es wurde herausgefunden, dass die Zytokinfreisetzung aus CD4+ Effektor-
Gedachtniszellen erfolgte, die verwendete Affenart das CD28 Molekil auf diesen
Zellen aber nicht exprimiert.[176] Die im Phase | Versuch verwendete Dosis
wurde nach diesen Affenversuchen berechnet, war daher zu hoch dosiert. Junge,
in extrem sauberer Umgebung gehaltene Labortiere besitzen nur wenige dieser
das Molekil tragenden CD4+ T-Effektor-Gedachtniszellen. Selbst wenn diese
aktiviert werden, scheint ihre kleine Anzahl gut von den Treg zu kontrolliert
werden.[177] Ein weiteres Problem war, das in Zellkulturversuchen mit
zirkulierenden Lymphozyten und Monozyten das ,tonische“ TCR-Signal fehlt.
Dieses Signal entsteht in-vivo durch Interaktion von Zellen im Gewebe. Bei Eintritt
in die Zirkulation geht es verloren. Die Stimulation durch den CD28
Superagonisten reicht ohne Mitwirkung dieses ,tonischen® Signals nicht aus um
die Lymphozyten zu aktivieren. Wie herausgefunden wurde, ist in in-vitro

Versuchen dieses ,tonische® Signal auch nicht vorhanden, es kann aber durch
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spezielle Vorbereitung erzeugt werden.[178] In den vorbereitenden in-vitro
Versuchen zur Wirkung des CD28 Superagonisten war dies noch nicht bekannt,
die Lymphozyten wurden also trotz hoher Dosis nicht aktiviert und schutteten
daher keine Zytokine aus. Ein zweiter Phase | Versuch an menschlichen
Probanden mit dem CD28 Superagonisten TABO8 (Equivalent zu TGN1412) war
erfolgreich: durch starke Dosisreduktion wurden nur noch Treg aktiviert und
expandiert. Durch  Hinzufigen von Kortikosteroiden wurde Kkeine
proinflammatorischen Zytokine mehr gemessen, die Treg Aktivierung aber nur
partiell gehemmt.[151] Ein Phase IB Versuch mit TABO8 an Patienten mit
rheumatoider Arthritis zeigte laut Hersteller Erfolge in der Kranheitsschwere und
keine Zytokinstirme. Ein Phase Il Versuch ist in Vorbereitung und geplant fur
Sommer 2015.[152]

Bis zur Entwicklung eines ,Impfstoffes” gegen die Arteriosklerose sind noch
einige Hurden zu nehmen. Bisher wurden humane Impfstoffe gegen virale oder
bakterielle ,fremde“ Antigene produziert, um eine entsprechende Immunitat zu
induzieren. Es existiert zudem eine Vielzahl von monoklonalen Antikérpern, die
spezifisch gegen korpereigene Rezeptoren gerichtet sind und vor allem im
Bereich der Tumortherapie Verwendung finden. Im Fall einer Generierung von
Impfstoffen gegen korpereigene Proteine und Antigene besteht jedoch
unmittelbar und ggf. auch erst im Verlauf von Jahren die Gefahr, anstelle einer
Immunitat und Toleranz eine Autoimmunitat zu induzieren. In Bezug auf die
Arteriosklerose muissen die komplexen immunologischen Mechanismen im
Tiermodell und Menschen maoglichst vollstandig untersucht werden, was
aufgrund der multifaktoriellen Genese und fehlender spezifischer Antigene eine
besondere Herausforderung ist. Die Induktion von regulatorischen T-Zellen
umgeht diese Problematik in eleganter Weise, indem sie eine endogene
antiarteriosklerotische Immunantwort bewirkt. Jedoch ist auch hier die Gefahr
von unerwarteten oder auf andere Systeme ubergreifender Immunreaktionen zu

beachten.

Zusammenfassend ist die Arteriosklerose ein chronisch inflammatorischer

Prozess der GefaBwand, in dem CD4+CD25+FoxP3+ regulatorische T-Zellen
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eine wichtige Rolle spielen. Im immunkompromittierten, Treg depletierten
Tiermodell wurde die Lasionsflache signifikant reduziert durch Treg Amplifizierung
mit dem CD28-spezifischen superagonistischen monoklonalen Antikdrper D665.
Diese Versuchsergebnisse konnen insbesondere fur Patienten mit
Autoimmunerkrankungen Kklinisch relevant werden, die unter verfrihter

Arteriosklerose leiden.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Die Arteriosklerose ist ein chronisch entziindlicher Prozess der GefalRwand, in
dem CD4+CD25+FoxP3+ regulatorische T-Zellen (,Treg) eine atheroprotektive
Rolle spielen. Durch exogenen Treg-Transfer konnten andere Gruppen eine
Reduktion der Arteriosklerose nachweisen. In der vorliegenden Arbeit wurde die
Aktivitat der endogenen Treg durch spezielle Antikbrper modifiziert, ihr Einfluss
auf die Entwicklung arteriosklerotischer Plaques in ApoEko-Mausen untersucht
sowie eine mogliche Abh&ngigkeit dieser Wirkung vom zellularen Immunstatus

des Wirts gepruft.

Im Abstand von 28 Tagen wurde weiblichen ApoEko-Mausen zweimal der CD28-
spezifische superagonistische monoklonale Antikbrper D665 injiziert, um eine
polyklonale Vermehrung ihrer Treg anzuregen. In einer zweiten Versuchsreihe
wurden endogene Treg zweimal im Abstand von 28 Tagen durch Gabe eines
CD25-spezifischen Antikorpers (PC61) zunachst depletiert und jeweils 7 Tage
spater durch D665 geboostert, um den Effekt der Treg auf ein initial Treg defizientes
Tiermodell zu testen. Verglichen wurde mit der alleinigen Treg-Depletion durch
PC61 sowie mit einem Kontrollantikdrper (Isotyp-lgG, MOPC). Die
Quantifizierung der Arterioskleroseentwicklung erfolgte mittels Planimetrie der
Plaqueflache der Aorta. Die Wirksamkeit der Antikorper auf die Treg-

Konzentrationen wurde mittels FACS-Analysen aus Blut und Milz untersucht.

Nach alleiniger Treg-Amplifikation durch D665-Injektion zeigte sich kein
Unterschied in der prozentualen Plaqueflache im Vergleich zur Kontrollgruppe.
Auch eine alleinige Depletion mit PC61 zeigte keine Verdnderungen in der
Lasionsflache. Durch Kombination beider Antikorper jedoch kam es nach Treg-
Depletion mittels PC61, gefolgt von Treg-stimulierender D665-Behandlung, zu
einer signifikanten Verminderung der prozentualen Plaqueflache der Aorta um
32,02% im Vergleich zur MOPC Kontrolle und um 28,73% im Vergleich zur
alleinigen Treg-Depletion mit PC61+MOPC. Die FACS-Analysen bestatigten eine
signifikante Depletion durch PC61-Injektion sowie eine signifikante Zunahme der

Treg €ine Woche nach D665-Injektion.
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Zusammenfassung

Die  Stimulation regulatorischer T-Zellen in einem Treg-defizienten
arteriosklerotischen Tiermodell reduzierte die aortale arteriosklerotische
Lasionsflache signifikant. In der immunkompetenten ApoEko Maus jedoch
bewirkte die alleinige Vermehrung oder die alleinige Depletion regulatorischer T-
Zellen keine messbare Veranderung in der Plaqueentwicklung. Diese Arbeit
zeigt, dass ein Zusammenhang zwischen der Wirksamkeit regulatorischer T-

Zellen und der inflammatorischen Veranderung der GefaBwand besteht.
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Abb. Abbildung

Ag Antigen

Ak/Ab Antikdrper/Antibody

APC Antigen prasentierende Zelle

BSA Bovine serum albumin

BSS Balanced salt solution

B-Zellen B-Lymphozyten

Bzw. Beziehungsweise

Ca. Zirka

CD Cluster of differentiation

CTLA-4 Cytotoxic T-lymphocyte associated protein 4
DC Dendritische Zelle

FACS Fluorescence activated cell sorting
FITC Fluorescein Isothiocyanate

FoxP3 Forkhead box protein 3

GITR Glucocorticoid induced tumor necrosis factor
H Stunde

INFy Interferon Gamma

lg Immunglobulin

IL Interleukin

LAG-3 Lymphocyte activation gene 3

LTa Lymphotoxin alpha

mAk/mADb Monoklonaler Antikérper / Monoclonal antibody
MHC Major histocompatibility complex
min Minute

n/N Number/Anzahl

MmTEC Medullary thymic epithelial cell
PBS Phosphate buffered saline

PE Phycoerythrin

PRR Pattern recognition receptor

sec Sekunde

Tab. Tabelle

TGFB Transforming growth factor beta
TH T-Helfer Zelle

TLR Toll like receptor

TNFa/p Tumor necrosis factor alpha/beta
Treg Regulatorische T-Zelle

T-Zellen T-Lymphozyten

u.v.m. Und viele/s mehr

VCAM-1 Vascular cell-adhesion molecule 1
WHO World Health Organization / Weltgesundheitsorganisation
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