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1. Einleitung
1.1 Einfuhrung in die Thematik

Trotz jahrzehntelanger intensiver Bemihungen in der Erforschung, der Pravention und
der Behandlung sind die Atherosklerose und ihre Folgeerkrankungen unverandert die
weltweit haufigste Todesursache (WHO, 2015). Bei den wesentlichen
Folgeerkrankungen der Atherosklerose handelt es sich um Herzinfarkte,
Herzinsuffizienz, Niereninsuffizienz, periphere arterielle Verschlusskrankheit und
Schlaganféalle (Kroger, 2016). Auch in Deutschland stellen atherosklerotische
Folgeerkrankungen bei beiden Geschlechtern einen Grol3teil der Todesursachen dar.
Zudem verursachten Erkrankungen des Herzkreislaufsystems in Deutschland im Jahr
2015 Kosten in Hohe von Uber 46 Milliarden Euro und waren ursachlich fur rund 14 %
der vollstationdren Krankenhausentlassungen (Statistisches Bundesamt (Destatis),
2019). Somit stellen die Atherosklerose und ihre Folgen nicht nur ein grol3es
gesundheitliches Risiko fir jedes einzelne betroffene Individuum dar, sondern auch

einen erheblichen Belastungsfaktor flr die Gesamtgesellschaft.

Waéhrend noch in der Mitte des 20. Jahrhunderts Herz-Kreislauferkrankungen als
unvermeidliches Schicksal galten, sind heute die Risikofaktoren fur die Entstehung der
Atherosklerose gut erforscht (Mahmood et al., 2014). Einige Risikofaktoren wie
Ubergewicht, arterielle Hypertonie und Hypercholesterinamie (Dawber, 1957; Dawber
TR, Moore FE, Mann GV, 1957; Yusuf et al., 2004) sowie Rauchen (Doll et al., 2004;
Reid; Teo et al., 2006) sind mittlerweile gut belegt. Die primére Pravention, also das
Verhindern der Entstehung atherosklerotischer Veranderungen, zielte bis vor wenigen
Jahren auf die Reduktion der oben genannten Risikofaktoren ab (Arnett et al., 2019).
In den letzten Jahren kristallisierte sich die Rolle der chronischen
Entztndungsreaktion, die zur Entstehung der Atherosklerose beitragt, immer mehr
heraus, wie zum Beispiel Soehnlein und Libby in ihrem Review-Artikel aus dem Jahr
2021 darlegen (Soehnlein und Libby, 2021). Durch die neuen Erkenntnisse ergaben
sich auch neue wegweisende Ansatzpunkte in der Pravention der Atherosklerose und
ihrer Folgeerkrankungen. So konnte zum Beispiel ein Zusammenhang zwischen
erhohten Werten des Entzindungsmarkers hoch-sensitives C-reaktives Protein
(hsCRP) und dem Risiko kardiovaskularer Ereignisse gefunden werden (Ridker et al.,
1997; Ridker et al., 2000).



10

Auch Behandlungsansétze bereits bestehender atherosklerotischer Veranderungen
ergaben sich aus den Forschungsarbeiten der letzten Jahre. Mit Canakinumab, einem
anti-IL-1B-Antikorper, erforschten Ridker et al. 2017 einen Behandlungsansatz fur
Patienten mit Myokardinfarkt und erhéhtem hs-CRP (Ridker et al., 2017a). Hierdurch
konnten erneute kardiovaskulare Ereignisse bei den mit Canakinumab behandelten
Patienten signifikant reduziert werden. Auch die Behandlung mit Colchicin, einem seit
vielen Jahren bekannten Wirkstoff, zeigte in verschiedenen klinischen Studien einen
positiven Effekt auf die Wiederholung kardiovaskularer Ereignisse bei Patienten im
Zustand nach Myokardinfarkt (Nidorf et al., 2020; Tardif et al., 2019). Durch diese und
viele weitere Forschungsschwerpunkte der letzten Jahrzehnte zeigt sich, dass es sich

bei der Atherosklerose um eine chronisch entzindliche Erkrankung handelt.

1.2 Ein historischer Einblick in die Erforschung der Atherosklerose

Bereits 1856 postulierte Rudolf Virchow einen Zusammenhang zwischen Verletzungen
des GefalRendothels und der Entstehung von ,fettigen Metamorphosen®, Atheromen
und Verkalkung der Gefal3e (Virchow, 1856). Im Jahr 1973 beschrieb Russel Ross die
Atherosklerose als fokale Verdickung der Arterienwénde in Verbindung mit fettigen
Ablagerungen. Vor allem die Aorta sowie die iliakalen, femoralen, koronaren und
zerebralen Arterien seien von diesen Verdnderungen betroffen, bei denen es im
Bereich der Gefaldintima zunachst zur Entwicklung von sogenannten ,fatty streaks”
komme. Im Verlauf kdme es zur Ausbildung von fibrésen Plaques und schlussendlich
zu komplizierten Lasionen, die durch Einblutungen, Kalzifikationen und Zellnekrosen
gekennzeichnet seien (Ross und Glomset, 1973). Er pragt in der Beschreibung der
Pathogenese die Theorie eines ,response to injury” als Ursache der
atherosklerotischen Verédnderungen. Durch eine Verletzung des Endothels der
Arterien (zum Beispiel durch die Scherkrafte des Blutflusses) komme es zu
Interaktionen zwischen Thrombozyten, Plasmabestandteilen und dem Endothel. Dies
fuhre letztendlich zu einer Proliferation der glatten Muskelzellen der Intima (Ross et
al.,, 1977). In den folgenden Jahren konnten Monozyten als Grundlage der
sogenannten Schaumzellen, mit Lipiden geflllten Zellen innerhalb der
atherosklerotischen Gefaldveranderungen, identifiziert werden (Gerrity et al., 1979;
Gerrity, 1981a, 1981b). Hiermit wurde die Grundlage fir das heutzutage géangige
Verstandnis der Atherosklerose als immunologische Erkrankung gelegt. In den
folgenden Jahrzehnten gewann die Hypothese eines ,response to retention“ an

Bedeutung. Hierbei wird die Einlagerung von Lipoproteinen und ihre anschlie3ende
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Oxidation als Schliisselereignis in der Atherogenese beschrieben (Lipton et al., 1995;
Skalén et al., 2002). Durch die Einfihrung immunhistochemischer Methoden konnte
die zellulare Zusammensetzung der atherosklerotischen L&sionen aufgeschlisselt
werden. Hierdurch wurde die fihrende Rolle von Immunzellen, vor allem T-
Lymphozyten und Makrophagen, an der Atherogenese deutlich (Jonasson et al.,
1986).

1.3 Die Rolle des Immunsystems in der Atherogenese

Seit der Entdeckung der bedeutenden Rolle des Immunsystems in der Entstehung der
Atherosklerose wurde das Wissen um die genauen zellularen Ablaufe immer
tiefgehender untersucht und aufgeschlisselt. In frihen atherosklerotischen Lasionen
stellt, wie bereits beschrieben, die Akkumulation von Apolipoprotein B-haltigen
Lipoproteinen (z.B. VLDL, LDL, Chylomikronen) im subendothelialen Bereich einen
initialen Schritt in der Atherogenese dar (Williams und Tabas, 1995). Durch die
Ansammlung von Lipiden werden vaskulare glatte Muskelzellen und endotheliale
Zellen zur Produktion von inflammatorischen Mediatoren und Zytokinen angeregt
(Bochkov et al., 2002; Drake et al., 1991). Diese Veranderungen stimulieren
Endothelzellen zur Expression leukozytarer Adhasionsmolekile, wie z.B. E-Selektin,
P-Selektin, ICAM-1 und VCAM-1 (Bevilacqua et al., 1987; Cybulsky und Gimbrone,
1991; Nakashima et al., 1998). Auch wird die Produktion von Monozyten anlockenden
Chemokinen (z.B. MCP-1) initiiert, so dass es zu einer zunehmenden Infiltration von
Monozyten in die sich ausbildende Lasion kommt (Aiello et al., 1999; Cushing et al.,
1990). Unter dem Einfluss der Wachstumsfaktoren M-CSF und GM-CSF reifen die
eingewanderten Monozyten zu Makrophagen. Die eingelagerten Lipoproteine werden
durch verschiedene Oxidationsprozesse modifiziert (Carbamylierung, Acetylierung,
Methylierung), wodurch sogenannte sauerstoffspezifische Epitope (oxygen-specific
epitopes, OSEs) auf den oxidierten Lipoproteinen (z.B. oxidiertes low-density
Lipoprotein, oxLDL) entstehen (Hazen und Heinecke, 1997; Palinski et al., 1989;
Podrez et al., 1999). Diese wirken als pathogen-assoziierte molekulare Muster
(pathogen-associated molecular patterns, PAMPs) und werden von ,pattern
recognition receptors® (PRRs) erkannt (Chang et al., 1999; Gillotte-Taylor et al., 2001).
Diese Rezeptorklasse gehort zum angeborenen Immunsystem und dient der
unmittelbaren und unspezifischen Immunabwehr. Hierzu gehdren zum Beispiel
Scavenger-Rezeptoren, die sich vor allem auf Makrophagen finden, und Toll-like-

Rezeptoren, die auf dendritischen Zellen und Makrophagen zu finden sind (Matsumoto
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et al.,, 1990; Medzhitov et al., 1997). OxLDL kdnnen besser als natives LDL von
Scavenger-Rezeptoren auf Makrophagen erkannt und schneller aufgenommen
werden (Goldstein et al., 1979; Kunjathoor et al., 2002; Palinski et al., 1989). Nach
Erkennen und Internalisieren von oxLDL differenzieren die Makrophagen zu
Schaumzellen (Henriksen et al., 1981; Quinn et al., 1987). Uber eine Stimulation von
Toll-like Rezeptoren (TLR) auf Makrophagen fuhren oxLDLs zu einer Zunahme der
Immunreaktion (Miller et al., 2005; Stewart et al., 2010). Diese TLR befinden sich zum
Beispiel auf dendritischen Zellen und Antigenprasentierenden Zellen, welche die
OxLDLs prozessieren und prasentieren, sodass es zur Ansammlung von CD4* und
CD8* T-Lymphozyten in den friihen atherosklerotischen Plagues kommt (Sun et al.,
2010). Auch verschiedene Unterarten von B-Lymphozyten modifizieren die
immunologische Reaktion in der atherosklerotischen Lasion (Hilgendorf et al., 2014).
Nachdem sich durch die Einwanderung von Makrophagen und Leukozyten sowie die
Bildung von Schaumzellen eine friihe Lasion gebildet hat, kommt es zur Ausschiittung
multipler Mediatoren und Zytokine, wodurch das Wachstum von glatten Muskelzellen
und die Produktion von Kollagen und Matrix-Metalloproteinasen angeregt wird
(Amento et al., 1991). Im Verlauf der Plaques-Entwicklung bildet sich ein nekrotischer
Kern, der durch die Apoptose und Nekrose glatter Muskelzellen, Makrophagen und
Schaumzellen entsteht (Hegyi et al., 1996). Hierdurch werden Makrophagen zur
Sekretion weiterer Zytokine angeregt, es kommt durch proteolytische Aktivitat der
Makrophagen zur Destabilisierung der Plaque und im Verlauf zur Plaqueruptur mit den
maoglichen Folgen einer Ischamie und den bereits beschriebenen, daraus folgenden
Komplikationen (Myokardinfarkt, Schlaganfall, etc.) (Shah et al., 1995).

Die grol3e Rolle des Immunsystems in der Entstehung der Atherosklerose zeigt sich
auch durch das erhohte Risiko kardiovaskularer Erkrankungen bei Patienten mit
Stérungen des Immunsystems. Dies ist vor allem bei Infektionskrankheiten wie HIV
oder Autoimmunerkrankungen wie dem Systemischen Lupus erythematodes oder der
rheumatoiden Arthritis beschrieben (Bernatsky et al., 2006; Holmqvist et al., 2010)
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1.3.1 Monozyten und Makrophagen

Makrophagen, eine zentrale Figur des angeborenen Immunsystems, spielen eine
grol3e Rolle in der Entwicklung atherosklerotischer Lasionen und deren Fortschreiten
zu komplexen Plaques (Smith et al., 1995). In den letzten Jahrzehnten gab es in der
Erforschung der Monozyten und Makrophagen, sowie deren Subklassen, grol3e
Fortschritte und neue Erkenntnisse (Lin et al., 2021). Monozyten entstehen aus
hamatopoetischen Stammzellen und entwickeln sich zunachst im Knochenmark und
in der Milz. Bereits kurz nach der Geburt wandern im Blut zirkulierende Monozyten ins
Gewebe ein und differenzieren dort zu Makrophagen. Im Laufe des Lebens werden
durch Oberflachenmolekiile des Endothels weitere Monozyten in die Gefal3intima
gelockt und siedeln sich dort ebenfalls an. In der entstehenden atherosklerotischen
Lasion proliferieren die Makrophagen, sodass sie im Verlauf die Mehrzahl der
Immunzellen darstellen. Dies scheint von lokalen Umgebungsfaktoren gesteuert zu
werden (Ensan et al., 2016; Robbins et al., 2013; Swirski et al., 2006). Monozyten
gehoren zum angeborenen Immunsystem und sind durch die Oberflachenmarker
CD115 und CD11b gekennzeichnet.

Beim Menschen werden klassische Monozyten, nicht-klassische Monozyten und
intermediare Monozyten beschrieben, welche Uber die Expression verschiedener
Oberflachenproteine (CD14, CD 16, etc.) unterschieden werden kdonnen. Sowohl fur
klassische (CD14** CD16") als auch fir intermedidre Monozyten (CD14** CD16")
werden proinflammatorische Effekte beschrieben (Berg et al., 2012; Rogacev et al.,
2012). Auch die T-Zell-Antwort kann durch Monozyten beeinflusst und gesteuert
werden (Evans et al., 2009). Im Mausmodell werden verschiedene monozytare
Subklassen unterschieden: Zum einen den klassischen Monozyten entsprechende
Ly6C"9"-Monozyten, zum anderen Ly6C"°“-Monozyten (entsprechen den nicht-
klassischen Monozyten) (Geissmann et al., 2003). Ziel aktueller Forschung sind
weitere Subklassen, so zum Beispiel segregated-nucleus-containing atypical
monocytes (SatM), die eine Rolle in der Entstehung von Fibrosen zu spielen scheinen
(Satoh et al., 2017) .

Generell wurden bislang vereinfacht zwei Unterarten von Makrophagen unterschieden,
M1 und M2, wobei die Differenzierung in die Subtypen von der Konzentration von
Wachstumsfaktoren (M-CSF, GM-CSF) abhangig ist (Verreck et al., 2004). M-CSF
findet sich vornehmlich in gesunden Arterien und initiiert die Differenzierung von M2-
Makrophagen, wohingegen GM-CSF vermehrt in atherosklerotischen L&sionen zu
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finden ist und die Entwicklung von M1-Makrophagen begunstigt (Smith et al., 1998).
M1-Makrophagen entwickeln sich aus klassischen Monozyten und werden als
proinflammatorisch eingestuft. Sie entstehen unter dem Einfluss von Thl-assoziierten
Zytokinen wie TNFa und IFN-y (Dalton et al., 1993; Ohta et al., 2005). Sie produzieren
die Entzundungsreaktion fordernde radikale Sauerstoffspezies (reactive oxygen
species, ROS) ebenso wie proinflammatorische Chemokine und Zytokine, wie z.B.
TNF-q, IL-1a, IL-18, IL-6, IL-12, IL-13, IL-18 IL-23 und TGF-B (Devlin et al., 2002;
Mallat et al., 2001a; Whitman et al., 2000; Whitman et al., 2002). M2-Makrophagen
wiederum werden durch Th2-assoziierte Zytokine wie IL-4 und IL-13 stimuliert (Stein
et al., 1992). Sie werden nach der aktuell verbreiteten Nomenklatur in vier Subklassen
eingeteilt, denen, mit einer Ausnahme, antiinflammatorische Eigenschaften zuge-
schrieben werden. M2a-Makrophagen differenzieren unter dem Einfluss von IL-4 und
IL-13, sie sezernieren Fibronectin, IGF und TGF- und tragen so zur Gewebereparatur
bei (Gratchev et al., 2001; Lee et al., 2001). M2b-Makrophagen werden von
Immunkomplexen und TLR-Liganden oder IL-1-Rezeptoragonisten angeregt, sie
produzieren IL-13, IL-6, TNF, IL-10 und IL-12 (Anderson und Mosser, 2002). Durch die
Expression dieser Zytokine nehmen sie eine proinflammatorische Funktion ein
(Sutterwala et al., 1998). Unter dem Einfluss von Glukokortikoiden und IL-10 entstehen
M2c-Makrophagen. Sie sind an der Beseitigung apoptotischer Zellen beteiligt (Zizzo et
al., 2012). Zur Differenzierung von M2d-Makrophagen fuhrt die Ko-Stimulation von
TLR- und A2a-Rezeptoragonisten. Sie sezernieren vermehrt IL-10 und VEGF (Ferrante
et al., 2013; Grinberg et al.,, 2009). Die Differenzierung der Makrophagen aus
Monozyten wird auch durch oxLDL beeinflusst. Hierbei scheint der Oxidationsgrad der
Lipoproteine eine Rolle zu spielen. Wenig oxidiertes LDL fuhrt eher zu einer
Auspragung von M1-Makrophagen, wéhrend stark oxidiertes LDL eher zur
Differenzierung von M2-Makrophagen fuhrt (Seo et al., 2015). Ein weiterer Phanotyp
sind die sogenannten Mox-Makrophagen. Diese entstehen als Reaktion auf oxidativen
Schaden des Gewebes und konnen sich sowohl aus M1- als auch aus M2-
Makrophagen entwickeln (Kadl et al., 2010). M4-Makrophagen werden durch das
Thrombozyten-Chemokin CXCL4 aktiviert und scheinen mit einer erhdéhten Instabilitat
der atherosklerotischen Plaques assoziiert zu sein, sie werden als proatherogen
eingestuft (Gleissner et al., 2010). Schlussendlich werden noch M(Hb)-Makrophagen
beschrieben, welche durch Hamolyse in den Plaques freiwerdendes Hamoglobin

aufnehmen und daraufhin differenzieren (Landis et al., 2013).



15

Bereits zu Schaumzellen differenzierte Makrophagen weisen ein eher
antiinflammatorisches Profil auf (da Silva et al., 2016). Dendritische Zellen steuern
durch die Prasentation von Antigenen die Reifung und Differenzierung der T-Zellen
(Maldonado-L6pez et al., 1999)- Eine ausschlaggebende Rolle bei der Aktivierung von

T-Zellen scheint hierbei oxLDL zu spielen (Frostegard et al., 1992).

1.3.2 T-Zellen

T-Zellen sind wesentlicher Bestandteil des adaptiven Immunsystems. Sie identifizieren
Antigene durch spezifische Oberflachen-Rezeptoren, die T-Zell-Rezeptoren (T-cell
receptor, TCR). Alle T-Zellen exprimieren aufl3erdem das Oberflachenmolekil CD3,
sowie entweder CD4 oder CD8 und werden hierdurch unterschieden. CD4* T-Zellen
kénnen zu verschiedenen spezialisierten T-Helfer-Zellen (Thl, Th2, Th17) sowie zu
regulatorischen T-Zellen (Tregs) differenzieren. CD8" T-Zellen entwickeln sich zu

zytotoxischen T-Zellen.

1.3.2.1 CD4" T-Zellen
Innerhalb der CD4* T-Zellen werden verschiedene Subtypen beschrieben, die sich in

ihrer Funktion unterscheiden.
Th1-Zellen:

Thl-Zellen wird eine verstarkende Wirkung auf die Atherogenese zugeschrieben
(Elhage et al., 2003). Die Differenzierung von Thl-Zellen wird durch den IL-12-]L-18-
T-bet-IFN-y-Signalweg angeregt, der wiederum durch oxLDL stimuliert wird (Afkarian
et al., 2002; Newton und Benedict, 2014; Stemme et al., 1995). Durch Thl-Zellen
werden Zytokine wie IFN-y und IL-2 produziert, diese haben einen steuernden Effekt
auf die Einwanderung von Immunzellen in die atherosklerotische Lasion, sowie auf die
Entstehung von Schaumzellen (Frostegard et al., 1999; Look et al., 1994; Whitman et
al., 2000). Th1-Zellen sind in menschlichen atherosklerotischen Plagues der haufigste
Subtyp der T-Zellen, ihre proinflammatorischen Zytokine wie IL-1 und IFN-y scheinen

einen wesentlichen Anteil an der Atherogenese zu haben (Frostegard et al., 1999).
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Th2-Zellen:

Die Ausbildung von Th2-Zellen wird durch IL-4 geférdert (Wurtz et al., 2004). Sie
produzieren unter anderem IL-4, IL-5, IL-10 und IL-13, wobei ihr Einfluss auf die
Atherogenese nicht eindeutig geklart ist. Fur die Zytokine IL-4 und IL-5 werden sowohl
protektive als auch atherogene Effekte beschrieben. IL-4 werden eher proatherogene
Effekte zugeschrieben (Feng et al., 2000; King et al., 2002), wohingegen fur IL-5 vor
allem durch seine Funktion als Stimulator der Produktion von natirlichen Antikérpern
durch B-Zellen protektive Effekte vermutet werden (Binder et al., 2004; H6rkko et al.,
1999). Insgesamt gibt es Hinweise fur eine eher protektive Rolle der Th2-Zellen in der

Atherogenese (Engelbertsen et al., 2013).

Th17-Zellen:

Die Rolle der Thl7-Zellen in der Entwicklung der Atherosklerose ist aktuell nicht
vollstandig verstanden, dieser Zellpopulation kénnen sowohl pro- als auch anti-
inflammatorische Effekte zugeschrieben werden. lhre Differenzierung wird durch IL-6
und TGF-B hervorgerufen und sie sezernieren IL-17A, IL-17F, IL-22 und IL-23. IL-17A
konnte eine proinflammatorische Wirkung nachgewiesen werden. Es sorgt zudem flr
eine Zunahme der Instabilitdt der Plaques (Erbel et al., 2009; Jovanovic et al., 1998;
Smith et al, 2010). Auch Wang et al. schreiben Th1l7-Zellen einen pro-
inflammatorischen Effekt zu. Die Autoren vermuten, dass Thl7-Zellen einen
aktivierenden Effekt auf die Mobilisation proinflammatorischer Zellen im Rahmen der
Atherogenese haben (Wang et al., 2021). Antiinflammatorische Effekte wurden jedoch
ebenso von verschiedenen Autoren beschrieben (Danzaki et al., 2012; Taleb et al.,
2009). Taleb et al. fassen in ihrem Review-Artikel zusammen, dass die Rolle von Th17-
Zellen und IL-17 mutmallich stark von Umgebungsfaktoren und den Zytokin-
produzierenden Zellen abhangt. Eine erhdhte Ausschittung von IL-17 in Kombination
mit einer Reduktion von IL-10 und IFN-y scheint mit erhdhter Plaque-Stabilitat und
verminderter Atherogenese einherzugehen. Die gleichzeitige Produktion in IL-17 und

IFN-y hingegen scheint einen proatherogenen Effekt zu haben (Taleb et al., 2015)
Regulatorische T-Zellen (Tregs):

Regulatorische T-Zellen (Tregs) haben eine moderierende Funktion im Immunsystem
und sind verantwortlich fur die Unterdrickung der Immunantwort. Sie produzieren
TGF-, IL-10 und IL-35, welche einen antiinflammatorischen Effekt haben. Hierdurch

zeigen Tregs eine eher protektive Wirkung auf die Atherosklerose (Mallat et al., 2003;
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Tao et al., 2016). Mor et al. beschreiben bei menschlichen Probanden eine reduzierte
Anzahl an Tregs und IL-10 im peripheren Blut bei Patienten mit akutem
Koronarsyndrom im Vergleich zu Patienten mit stabiler koronarer Herzkrankheit und
zu gesunden Probanden (Mor et al., 2006). Sie kbnnen auch die Differenzierung von
M2-Makrophagen férdern sowie die Entwicklung von M1-Makrophagen inhibieren (Liu
etal., 2011).

1.3.2.2 CD8" T-Zellen

CD8* zytotoxische T-Zellen finden sich seltener in atherosklerotischen Plaques, ihre
Anzahl kann in fortgeschrittenen Lasionen jedoch deutlich zunehmen. lhre Rolle in der
Atherogenese ist noch umstritten. Es werden sowohl protektive als auch pro-

atherogene Einflisse beschrieben (Kyaw et al., 2013; van Duijn et al., 2019).

1.3.3 B-Zellen

Im Allgemeinen sind B-Zellen durch membrangebundene B-Zell-Rezeptoren
gekennzeichnet. Uber diese B-Zell-Rezeptoren werden die B-Zellen aktiviert und zur
Produktion von Immunglobulinen angeregt. Atherosklerotische Lasionen enthalten nur
wenige B-Zellen (Canducci et al., 2012; Zhou und Hansson, 1999), vielmehr finden
sich vermehrt B-Zellen in der Umgebung der atherosklerotischen Plaques, wo sie
lymphoide Formationen bilden und eine grof3e Rolle bei der lokalen humoralen
Immunantwort zu spielen scheinen (Houtkamp et al., 2001). Es werden verschiedenen
Klassen von B-Lymphozyten beschrieben, welchen unterschiedliche Einflisse auf die
Atherogenese zugeschrieben werden. B2 B-Lymphozyten zum Beispiel produzieren
alle Arten von Antikoérpern (IgM, 1gG, IgE, IgA), unter anderem gegen sogenannte
oxidation-specific epitopes (OSEs) (Yla-Herttuala et al., 1994). Diese OSEs entstehen
bei der Oxidation von LDL oder beim apoptotischen Zelltod (Chou et al., 2009). B2-
Lymphozyten werden als proatherogen eingestuft (Kyaw et al., 2010). Daneben
existiert eine weitere Form der B-Zellen, die B1-Zellen, welche unabhéngig von T-
Zellen agieren (Choi et al., 2012). Zu dieser Untergruppe gehoéren auch die Bla-Zellen,
die unspezifische nattrliche IgM Antikdrper produzieren und als atheroprotektiv gelten
(Kyaw et al., 2011). Auch diese unspezifischen IgM Antikorper richten sich teilweise
gegen OSEs. Diese Anti-OSE-Antikorper werden fur einen protektiven Effekt
verantwortlich gemacht, indem sie die Aufnahme von oxLDL in Makrophagen
verringern und die Anhaufung apoptotischer Zellen limitieren (H6rkkd et al., 1999;
Lewis et al., 2009). Zudem werden noch B1b-Zellen unterschieden, welche ebenfalls
OSE-spezifische IgM-Antikdrper produzieren konnen und sich ebenfalls
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atheroprotektiv auswirken (Rosenfeld et al., 2015). Eine weitere Form der B-Zellen
sind die sogenannten regulatorischen B-Zellen (Bregs). Diese wirken IL-10 vermittelt
atheroprotektiv (Strom et al., 2015).

1.4 Thymic stromal lymphopoietin

Bei Thymic stromal lymphopoietin (TSLP) handelt es sich um ein dem IL-7 strukturell
ahnliches Zytokin. Gebildet wird TSLP unter anderem von Epithelzellen in Thymus,
Lunge, Darm und Tonsillen, sowie von Stromazellen und Mastzellen (Rimoldi et al.,
2005; Soumelis et al., 2002). Der TSLP-Rezeptor findet sich auf dendritischen Zellen,
T-Zellen, B-Zellen, Mastzellen, Naturlichen Killer-Zellen, Monozyten sowie in Herz,
Skelettmuskulatur, Leber und Nieren (Park et al., 2000; Reche et al., 2001). Durch
TSLP werden dendritische Zellen aktiviert und eine Th2-Zell-Antwort induziert (Ito et
al., 2005; Reche et al.,, 2001; Soumelis et al., 2002). Durch die Th2-assoziierten
Zytokine IL-4 und IL-13 wird auf diesem Weg eine Makrophagen-Differenzierung in
Richtung antiinflammatorischer, antiatherogener M2-Makrophagen initiiert (Han et al.,
2013).

Auch eine direkte Wirkung von TSLP auf CD4* T-Zellen konnte nachgewiesen werden.
Sie differenzierten nach Stimulation mit TSLP in Abwesenheit von exogenem IL-4 oder
Antigenprasentierenden Zellen zu Th2-Zellen (Omori und Ziegler, 2007). TSLP nimmt
auch Einfluss auf die Entwicklung von regulatorischen T-Zellen (Tregs) (Lee et al.,
2008). Bei den B-Lymphozyten scheint TSLP die Differenzierung zu IgM* B-Zellen zu
fordern (Levin et al., 1999).

Die Rolle von TSLP auf das Immunsystem wurde in den letzten Jahren vor allem im
Zusammenhang mit Allergien und Erkrankungen des atopischen Formenkreises unter-
sucht. Diesbezuglich wurden in der Vergangenheit auch Behandlungsansatze mit Hilfe
von TSLP untersucht. Hierbei wurde TSLP als Adjuvans fur nasale Impfungen
eingesetzt (van Roey et al., 2012). Doch auch auf die Atherogenese scheint TSLP
Einfluss zu nehmen. Yu et al. zeigten 2013, dass TSLP durch eine erhdhte
immunologische Toleranz einen atheroprotektiven Effekt aufweist. In dieser Studie
wurde sechs Wochen alten ApoE”-Mausen TSLP subkutan injiziert. Die so
behandelten Mause wiesen in der Folge signifikant weniger atherosklerotische
Plaques der Aortenwurzel auf als die Vergleichsgruppe. Der atheroprotektive Effekt
wurde einer Herunterregulation des Immunsystems zugeschrieben (Yu et al., 2013).
Jedoch wird auch ein gegenteiliger, proatherogener Effekt von TSLP beschrieben. So
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erforschten Wu et al. 2014 die Entwicklung atherosklerotischer Plaques in
TSLPR/ApoE Doppelknockout-Mausen und fanden hierbei Hinweise auf eine

Reduktion der Plaquelast bei diesen Tieren (Wu et al., 2014).

Der TSLP-Rezeptor findet sich auch auf menschlichen Thrombozyten, wodurch es
durch TSLP zu einer Thrombozyten-Aktivierung kommen kann. Wang et al. fanden
heraus, dass eine hthere Expression des TSLP-Rezeptors auf Thrombozyten bei
Patienten mit Koronarer Herzerkrankung mit einem erh6hten Risiko fur das Auftreten
eines akuten Koronarsyndroms einhergehen kénnte. Die Autoren schreiben TSLP und
dem TSLPR/TSLP-Signalweg somit einen proatherogenen Effekt zu (Wang et al.,
2013). Auch andere Studien schreiben TSLP einen atherogenen Effekt zu. So konnte
nachgewiesen werden, dass TSLP durch Angiotensin Il und somit durch Hypertonie
induziert wird und seinerseits durch Aktivierung der Thl7-Immunantwort die
Atherogenese fordert (Zhao et al., 2012).

Untersucht wurde auch der Einfluss von TSLP auf Endothelzellen. Peng et al. zeigten,
dass bei Patienten mit atherosklerotischen Lasionen weniger HOTAIR (HOX transcript
antisense RNA) in Endothelzellen exprimiert wird. HOTAIR wird eine protektive
Wirkung fir endotheliale Verletzungen, wie sie im Rahmen der Atherogenese eine
Rolle spielen, zugeschrieben. Die Autoren fanden heraus, dass TSLP die Transkription
von HOTAIR unterstitzt. Zudem fanden sie einen erniedrigten TSLP-Spiegel bei
Patienten mit Atherosklerose. Durch die Autoren wird TSLP daher eine protektive

Wirkung vor Atherosklerose zugeschrieben (Peng et al., 2017).

1.5 Aktueller Stand der Forschung in der Pravention der Atherosklerose

Die aktuelle Forschung beschaftigt sich mit verschiedenen immunmodulatorischen
Ansatzen zur Pravention der Atherosklerose. Diese ergeben sich aus den
Erkenntnissen der letzten Jahre, dass einige Immunzellen einen eher
atheroprotektiven Effekt aufweisen (Tregs, Bregs, M2-Makrophagen, dendritische
Zellen), wohingegen andere Gruppen von Immunzellen proatherogen wirken (einige
Makrophagen-Subgruppen, Thl-Zellen, B2-Zellen). Fur andere Zelltypen bleibt die
wesentliche Funktion unklar und bietet Anlass fur weitere Forschung (CD8* T-Zellen,
Th2-Zellen, Th17-Zellen, B1-Zellen). In der 2017 verdffentlichten CANTOS-Studie
untersuchten Ridker et al. beispielsweise den Effekt von subkutan appliziertem
Canakinumab, einem monoklonalen Antikorper gegen IL-1B, auf Patienten mit
vorangegangenem Myokardinfarkt und erh6hten Blutwerten fur hs-CRP. Hier zeigte
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sich eine signifikante Reduktion kardiovaskularer Ereignisse im Vergleich zur mit
Placebo behandelten Gruppe. Jedoch konnte wahrend der Behandlung mit
Canakinumab auch eine hohere Inzidenz fir Infektionen und Sepsen beobachtet
werden (Ridker et al., 2017a). In verschiedenen Studien mit Antikdrpern (Evolocumab,
Bococizumab) gegen proprotein convertase subtilisin—kexin type 9 (PCSK9) lie3en
sich verringerte Spiegel von LDL-Cholesterol und ein reduziertes Risiko fir
kardiovaskulare Ereignisse nachweisen (Ridker et al., 2017b; Sabatine et al., 2017).
Fur den Einsatz von niedrig-dosiertem Methotrexat (MTX) konnte in der CIRT-Studie
kein Effekt gefunden werden (Ridker et al., 2019). Auch andere Therapieansatze
konnten sich in klinischen Studien nicht beweisen. In der STABILITY-Studie wurde
2014 zum Beispiel der Effekt von Darapladip, einem spezifischen Inhibitor der
Lipoprotein-assoziierten Phospholipase A2 (Lp-PLA2), auf Patienten mit stabiler
koronarer Herzkrankheit untersucht. Fur diese Therapie liel3 sich kein signifikanter
Effekt nachweisen (White et al., 2014). Losmapimod, ein Inhibitor der p38-
mitogenaktivierte Proteinkinase (p38 MAPK), zeigte in einer klinischen Studie
ebenfalls keinen Vorteil bezlglich der Reduktion kardiovaskularer Risiken
(O'Donoghue et al., 2016). Auf Grundlage der Idee der Reduktion chronisch
entztindlicher Veranderungen im Rahmen der Atherosklerose erfolgte in den letzten
Jahren auch die Erforschung des Effekts von Colchicin bei Patienten mit chronischer
koronarer Herzkrankheit. Bei Colchicin handelt es sich um ein seit vielen
Jahrhunderten medizinisch bekanntes Alkaloid der Herbstzeitlosen, welches in den
letzten Jahren vor allem Einsatz in der Behandlung der Gicht fand. In verschiedenen
Studien (LoDoCo, COLCOT, LoDoCo2) wurden Patienten nach einem Herzinfarkt mit
niedrig dosiertem Colchicin behandelt. Hierbei konnten positive Effekte auf das
erneute Auftreten kardiovaskularer Ereignisse nachgewiesen werden (Nidorf et al.,
2020; Tardif et al., 2019).

Auch die Rolle reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) auf die Entstehung athero-
sklerotischer Plaques war Ziel der Erforschung praventiver Behandlungsansatze.
Zimmer at al. zeigten, dass eine Herabregulation der Bildung von ROS durch Inhibition
von Racl GTPase zu einer Reduktion atherosklerotischer Plaques bei ApoE-
defizienten Mausen fuhrte (Zimmer et al., 2021). Weitere Forschung auf diesem Gebiet

kénnte auch hier zu neuen Therapiemdoglichkeiten fuhren.

Generell standen Immunisierungsstrategien in den letzten Jahren im Fokus der

Forschung. Nettersheim et. al. beschreiben in Inrem Review verschiedene Modelle von
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Impfungen gegen Atherosklerose (Nettersheim et al., 2020). So befindet sich zum
Beispiel zusatzlich zu den bereits beschriebenen Antikdrpern gegen PCSK9 auch eine
anti-PCSK9-Impfung in der Erprobung. PCSK9 bindet an den LDL-Rezeptor und fuhrt
zu dessen Abbau, sodass eine Hemmung von PCSK9 zu einer verbesserten
Verfugbarkeit der LDL-Rezeptoren und zu einem vermehrten Abbau von LDL aus dem
Blut fuhren soll. In tierexperimentellen Studien konnte eine langanhaltende Produktion
von anti-PCSK9-Antikdrpern, ein erhdhtes MalR an LDL-Rezeptoren und ein
erniedrigter VLDL-Spiegel erreicht werden (Galabova et al., 2014; Kawakami et al.,
2018). Landlinger et al. konnten zuséatzlich auch eine Reduktion der Grof3e der
atherosklerotischen Lasionen nachweisen (Landlinger et al., 2017). Ein weiterer, in
tierexperimentellen Studien erforschter Ansatz waren Impfungen mit oxLDL bzw.
oxLDL ausgesetzten dendritischen Zellen. Hierbei zeigte sich eine Reduktion der
atherosklerotischen Lasionen in LDLR”-Mausen (Habets et al., 2010). Hermansson et
al. fanden ebenfalls einen atheroprotektiven Effekt fur die Behandlung mit oxLDL
(Hermansson et al., 2010). Im Rahmen der verschiedenen Studien zu Impfstrategien
gegen Atherosklerose zeigte sich zudem, dass allein die Injektion von Adjuvantien,
z.B. Freund’s Adjuvans, bereits einen positiven Effekt auf die Atherogenese zu haben
scheint und bereits zu einer Reduktion der Plaquelast fihren kann. Dieser Effekt zeigte
sich jedoch nur bei ApoE-defizienten Mausen, nicht bei CD4*/ApoE-Doppelknockout-
Tieren. Die Autoren schlossen daher darauf, dass der atheroprotektive Effekt der
Injektion der Adjuvantien CD4*-vermittelt sein kénnte (Zhou et al., 2005).

In der eigenen Arbeitsgruppe wurde der Einfluss von TSLP bei der Injektion von
Freund's Adjuvans auf die Atherogenese bei ApoE-defizienten Mausen untersucht.
Hierfir wurden ApoE-defiziente und TSLPR/ApoE-defiziente Mause mit komplettem
Freund's Adjuvans (CFA), inkomplettem Freund's Adjuvans (IFA) oder Placebo
subkutan behandelt. Bei den mit CFA oder IFA behandelten, ApoE-defizienten Tieren
konnte eine Reduktion der atherosklerotischen Plagues beobachtet werden, wahrend
sich bei den gleichsam behandelten TSLPR/ApoE-defizienten Mausen kein Effekt
fand. Nach der subkutanen Injektion von CFA kam es zu einem raschen Anstieg von
TSLP im umgebenden Gewebe. Dies lasst darauf schlielen, dass bei der
Immunomodulation mittels Freund‘s Adjuvans TSLP eine Rolle spielen kénnte sowie
der TSLPR/TSLP-Signalweg von Bedeutung ist. Zudem konnte nachgewiesen
werden, dass der TSLPR/TSLP-Signalweg durch die Induktion einer Th2-
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Immunantwort nach Injektion von Freund’s Adjuvans einen atheroprotektiven Effekt
aufweist (Steinmetz et al., 2020).

1.6 Eigenes Forschungsvorhaben

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, die Auswirkung von TSLP auf die Entstehung
atherosklerotischer Plaques prospektiv zu untersuchen. Vor dem Hintergrund der
gesellschaftlichen und individualpersonlichen Relevanz atherosklerotischer
Folgeerkrankungen soll diese Dissertation langfristig einen Beitrag zur Pravention der
Atherosklerose leisten. Um dies zu erreichen, wurden tierexperimentelle
Untersuchungen am Mausmodell durchgefuihrt. Diese zielten darauf, aufzuzeigen,
inwiefern TSLP einen Einfluss auf die Entstehung atherosklerotischer Plagues hat oder
ob TSLP sogar einen Rickgang bereits bestehender atherosklerotischer
Veranderungen bewirken kann. Hierfur wurden ApoE-defiziente und TSLPR/ApoE-
defiziente mannliche Mause verschiedener Altersstufen mit TSLP oder Placebo

behandelt und der Effekt auf die Atherogenese beobachtet.
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2. Material und Methoden

2.1 Versuchstiere

Alle Mausexperimente wurden gemall den EU-Richtlinien fur Tierversuche
durchgefuhrt (Tierversuchsnummer: 84-2.04.2013.A197). Es wurden maximal funf
Tiere pro Kéfig bei 22 °C Raumtemperatur in einem 12-Stunden-Tag/Nacht-Rhythmus
gehalten und die Tiere erhielten Futter und Wasser ad libitum. Es erfolgten insgesamt

drei mausexperimentelle Versuchsreihen mit unterschiedlichen Versuchsaufbauten.

2.1.1 ApoE-defiziente Mause

Bei sdmtlichen Versuchstieren dieser Mausexperimente handelte es sich um ApoE-
defiziente Mause mit C57BL/6-Hintergrund (Charles River Laboratories, Wilmington,
USA). In verschiedenen Versuchsaufbauten wurden die Mause unterschiedlichen

Behandlungen unterzogen.

Eine Gruppe mannlicher, ApoE-defizienter Mause wurde im Alter von sechs bis acht
Wochen einer Injektionsbehandlung mit rekombinantem murinem TSLP (Mouse TSLP
Recombinant Protein, affymetrix eBioscience, Thermofisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA) unterzogen. Hierfur wurde an funf aufeinanderfolgenden Tagen
300 ng TSLP in 200 ul PBS (Phosphate buffered Saline) i.p. (intraperitoneal) injiziert.
Eine Kontrollgruppe erhielt im selben Zeitraum 200 pl PBS i.p. Die Organentnahme
und Analyse erfolgten im Alter von sechs Monaten.

In einer weiteren Versuchsgruppe erhielten mannliche, ApoE-defiziente Mause im
Alter von sechs Monaten an funf aufeinanderfolgenden Tagen eine i.p. Injektion mit
300 ng rekombinantem murinen TSLP (s.0.) in 200 pl PBS, eine weitere Injektionsserie
wurde nach demselben Schema im Alter von elf Monaten durchgefihrt. Eine
Kontrollgruppe erhielt im Alter von sechs und elf Monaten Injektionen mit PBS. Die

Organentnahme und Analyse erfolgten hier im Alter von zwoélf Monaten.

2.1.2 TSLPR/ApoE-defiziente Mause

Bei den Tieren dieser Versuchsreihe handelte es sich um mannliche TSLPR/ApoE-
defiziente Mause (C57BL/6-Hintergrund, Charles River Laboratories, Wilmington,
USA), die freundlicherweise von Prof. Ziad Mallat, MD, Ph.D (PARCC (Paris-Centre
de Recherche Cardiovasculaire) INSERM U970 in Paris, Frankreich) zur Verfigung
gestellt wurden. Die Versuchstiere erhielten analog zu den ApoE-defizienten

Versuchstieren im Alter von sechs bis acht Wochen eine i.p. Injektion von 300 ng
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rekombinantem murinen TSLP (s.0.) in 200 yl PBS. Zum Vergleich erfolgte die
Behandlung einer weiteren Gruppe nach demselben Schema mit 200 pl PBS i.p. Im

Alter von sechs Monaten erfolgte bei diesen Tieren die Organentnahme und Analyse.

2.1.3 Organentnahme

Fur die Organentnahme erhielten alle Mause eine gewichtsadaptierte i.p. Injektion von
Ketaminhydrochlorid und Xylazin im Verhéltnis 2:1. AnschlieBend erfolgte nach Exitus
letalis die Offnung der Bauchdecke sowie die Blutentnahme aus der Vena cava inferior
mit Hilfe einer Heparin-beschichteten Spritze. Das so gewonnene Vollblut wurde bei
7500 G fur 20 Minuten bei 4 °C zentrifugiert, das Plasma abpipettiert und anschlieRend
bei -20 °C eingefroren. Nach der Praparation der Rippen, der Lungen und der
Bauchorgane erfolgte die Entnahme des Herzens und der Milz. Das Herz wurde mit
einer Feinwaage gewogen und nach der Einbettung in Tissue Freezing Medium (Leica
Biosystems, Sulzfeld, Deutschland) auf Trockeneis gefroren und anschliel3end bei
-80 °C gelagert. Die Milzen wurden ebenfalls mit einer Feinwaage gewogen und in

flussigem Stickstoff schockgefroren.

2.1.4 Histologie der atherosklerotischen Plagues

Von den in Einbettmedium (s.0.) fixierten Herzen der Versuchstiere wurden bei -22 °C
mittels eines Kryostaten (Leica CM3050 S) in 10 um Schnittdicke serielle Schnitte auf
Hohe der Aortenklappe angefertigt. Von jedem Herzen wurden je zehn Schnitte auf
zehn Objekttrager (Superfrost Plus Objekttrager, Menzel Glaser bei Thermofisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) aufgebracht.

2.1.4.1 Olrot-Farbung

Zur Quantifizierung der atherosklerotischen Plaques wurden histologische Schnitte der
Herzen aller Versuchstiere mittels einer Olrot-Farbung nach Standardprotokoll
angefarbt. Hierfir wurden die histologischen Préaparate aufgetaut und getrocknet,
bevor sie fur 45 Minuten in 4 % PFA (AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland)
fixiert wurden. Anschliel3end wurden die Schnitte unter flieRendem aqua dest. und in
60 % Isopropanol gespult. Danach erfolgte eine 15-minttige Farbung mit 0,5 % Oil-
Red-O-Ldsung (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland) in 60 % Isopropanol, sowie
ein weiteres Spullen in aqua dest. Die Gegenfarbung erfolgte fir 20 Sekunden in
Hamatoxylinlésung (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland)., wonach
eine weitere Spullung in aqua dest. und in lauwarmem Leitungswasser erfolgte.

Abschlielend wurden die gefarbten histologischen Praparate mit Aquatex (Merck
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KGaA, Darmstadt, Deutschland) eingedeckt. Die Untersuchung der Praparate wurde
mit einem Zeiss Axiovert 200 M Mikroskop und der AxioVision Rel. 4.8 Software
durchgefuhrt. Mit Hilfe des Grafikprogramms ImageJ 1.51f wurde die GrolRe der
atherosklerotischen Veranderungen aller Schnitte vermessen und ein Mittelwert aus
allen Schnitten sowie aus funf um die Mitte der Klappenebene liegenden Schnitten
gebildet.

2.1.4.2 Monozyten-Makrophagen-Farbung

Zur Quantifizierung der in die atherosklerotischen Plaques infiltrierten Monozyten und
Makrophagen wurde eine Immunfluoreszenzfarbung durchgefihrt. Hierfar wurden die
histologischen Préaparate der Aortenklappen der Versuchstiere nach dem Auftauen
und Trocknen fur 30 Minuten bei -20 °C in Aceton fixiert und permeabilisiert. Nach
erneutem Trocknen und Umranden der einzelnen Schnitte mit einem Fettstift (Dako
Agilent, Glostrup, Danemark) wurden die Objekttrager anschliel3end in PBST (PBS mit
0,05 % Tween 20 (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland)) drei Mal fur jeweils funf
Minuten gewaschen. Anschlie3end erfolgte die Blockierung unspezifischer Antikorper-
Bindungen mit 10% Normal Goat Serum (Jackson ImmunoResearch,
Cambridgeshire, United Kingdom) in PBS fir eine Stunde bei Raumtemperatur.
Danach erfolgte die einstiindige Inkubation bei Raumtemperatur mit einem priméarem
Anti-Makrophagen/Monozyten-Antikrper  (Anti-Macrophages/Monocytes  1gG2b
Antibody (MOMA-2), intrazellular, unkonjugiert, monoklonal, Ratte (Millipore,
Temecula, USA)), der im Verhéltnis 1:100 in 2 % Bovinem Serum Albumin (PAA
Laboratories, Pasching, Osterreich) in PBS verdiinnt wurde. Daraufhin wurden die
Objekttrager erneut fur drei Mal finf Minuten in PBST gewaschen, bevor der Sekundar-
Antikorper (Goat anti Rat IgG (H+L), Cross-Adsorbed Secondary Antibody Alexa Fluor
488, polyklonal, Ziege (Thermofisher Scientific, Rockford, USA)) in einer 1:500
Verdunnung in PBS aufgebracht wurde. Nach einer dreiBigminutigen Inkubation bei
Raumtemperatur, die zur Vermeidung eines Ausbleichens des Fluorochroms im
Dunkeln durchgefuhrt wurde, erfolgte ein weiteres Waschen in PBST flr drei Mal funf
Minuten. AbschlieRend erfolgte die Gegenfarbung der Kerne und das Eindecken der
Praparate mit ProLong Gold antifade perfomance Medium with DAPI (Invitrogen by
Thermofisher Scientific, Eugene, USA). Zur Auswertung der in die Plaques
eingewanderten Makrophagen und Monozyten wurden die immunfluoreszenz-

gefarbten Praparate mit dem Zeiss Axiovert 200 M Mikroskop und der AxioVision Rel.
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4.8 Software mikroskopiert und anschlielend die Flachen der Makrophagen- und

Monozyten-Aggregate mittels des Grafikprogramms ImageJ 1.51f vermessen.

2.1.5 Durchflusszytometrie

Fur die Analyse der genaueren Zusammensetzung der Immunzellen im Blut der
untersuchten Mause wurde eine Durchflusszytometrie durchgefiihrt. Hierfir wurden
jeweils 50 ul des Vollbluts der Versuchstiere auf eine Mikrotiterplatte pipettiert. Auf jede
Probe wurde sodann zunachst ein pl Fc-Block (BD Bioscience, Becton, Dickinson and
Company, Franklin Lakes, USA) in neun pl PBS hinzugefiigt und anschliel3end bei
Raumtemperatur fir fanf Minuten inkubiert. Danach erfolgte die Zugabe eines
Antikdrper-Gemisches aus jeweils 0,5 ul der folgenden Antikoérper und 6,5 pl PBS pro
Vollblut-Probe (Tab. 1).

Tab. 1: Zur Durchflusszytometrie verwendete Antikdrper

Antikdrper Fluorochrom Hersteller

CD11b FITC eBioscience, ThermoFisher Scientific, San Diego, USA

CD115 PE eBioscience, ThermoFisher Scientific, San Diego, USA

B220/CD45R V500 BD Bioscience, Becton, Dickinson and Company, Franklin

Lakes, USA

CD4 eFluor450 eBioscience, ThermoFisher Scientific, San Diego, USA

CD8 APC Biolegend, San Diego, USA

Ly6C PerCP-Cytochrome eBioscience, ThermoFisher Scientific, San Diego, USA
5.5

NK1.1 PE-Cy7 eBioscience, ThermoFisher Scientific, San Diego, USA

Der Ansatz wurde anschlieBend 25 Minuten im Dunkeln auf Eis inkubiert. Daraufhin
erfolgte die Lyse der Erythrozyten. Hierfir wurde BD Pharm Lyse Lysing Buffer (BD
Bioscience, Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, USA) 1:10 mit Aqua
dest. angesetzt und jeweils 200 pl pro Probe hinzugegeben. Anschliel3end erfolgte
erneut eine Inkubation Uber zehn Minuten im Dunkeln bei Raumtemperatur. Daraufhin
wurde die Mikrotiterplatte fiir zehn Minuten bei 400 G zentrifugiert und der Uberstand
anschlieBend verworfen. Dasselbe Procedere erfolgte jeweils ein zweites Mal auf
dieselbe Weise. Im Anschluss wurden die Proben mit jeweils 200 pl PBS gewaschen,
erneut fiir zehn Minuten bei 400 G zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Zur
Durchflusszytometrie wurden 250 pl PBS hinzugegeben und resuspendiert, bevor die

Analyse mit dem BD FACSCanto Il Cell Analyzer durchgefuhrt wurde.
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2.2 Statistik

Die dargestellten Werte sind als Mittelwerte + ,standard error of mean“ (SEM)
angegeben. Die Analyse erfolgte mit Hilfe von Microsoft Excel und Prism Version 6.02
(GraphPad Software Inc.) Zum Vergleich zweier Gruppen wurden Mann-Whitney-U-
Tests durchgefuhrt, wobei Ergebnisse mit p < 0,05 werden als signifikant (*), mit
p<0,01 als sehr signifikant (**) und mit p <0,001 als hochsignifikant (***)

angenommen wurden.
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3. Ergebnisse
Ziel der vorliegenden Arbeit war es zu untersuchen, ob die i.p. Injektion von TSLP bei
ApoE-defizienten Mausen einen Effekt auf die Entwicklung atherosklerotischer Plaques

zeigt.

3.1 TSLP-Behandlung bei alteren ApoE-defizienten Mausen

Fur diesen Versuch erfolgte die i.p. Injektion von 300 ng TSLP oder 200 ul PBS bei
mannlichen ApoE-defizienten Mausen (ApoE™) an jeweils fuinf aufeinanderfolgenden
Tagen jeweils im Alter von sechs und elf Monaten. Im Alter von zwolf Monaten erfolgte
die Organentnahme und Analyse. Hinsichtlich der GroRe der Plaques auf Hohe der
Aortenklappe, die mittels Olrot-Farbung und quantitativer Analyse untersucht wurde,
konnte zwischen den beiden Gruppen kein signifikanter Unterschied festgestellt werden
(ApoE”’ + PBS 0,35 + 0,03 mm2 vs ApoE 7~ + TSLP 0,36 + 0,02 mmz2, p = 0,9624; Abb. 1).
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Abb. 1: Einfluss von rekombinantem TSLP auf die Plaqueentwicklung &lterer ApoE
Méause. a) Mannliche ApoE-defiziente Mause wurden im Alter von sechs und elf Monaten
an funf aufeinander folgenden Tagen einer intraperitonealen Injektion mit 300 ng TSLP (n
= 7) oder 200 pl PBS (n = 9) unterzogen. b) Die GroRe der Plaques, welche mittels Olrot-
Farbung serieller histologischer Schnitte in Hohe der Aortenklappe quantifiziert wurde,
unterscheidet sich in beiden Gruppen nicht signifikant (ns = nicht signifikant, p > 0,05). c)
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Reprasentative Olrot-Farbungen der atherosklerotischen Plaques auf Hohe der
Aortenklappe.

Mit Hilfe immunhistochemischer Farbungen wurde zudem die Infiltration von Monozyten
und Makrophagen in die atherosklerotische Lasion dargestellt und ebenfalls quantitativ
untersucht. Dies sollte Aufschluss Uber die immunologische Aktivitdt im untersuchten
Gewebe geben. Hierbei zeigte sich eine signifikante Zunahme der Infiltration von
Monozyten und Makrophagen nach Injektion von TSLP im Vergleich zur Injektion von PBS
(ApoE -+ PBS 11,08 + 1,81 % vs Apo E -+ TSLP 21,31 + 2,22 %, p = 0,0033; Abb. 2).
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Abb. 2: Einfluss von rekombinantem TSLP auf die Infiltration von Monozyten und
Makrophagen in die atherosklerotischen Plaques alterer ApoE - Mause (Injektion mit
300 ng TSLP (n =7) oder 200 pl PBS (n = 9)). Die atherosklerotischen Plaques in Hohe
der Aortenklappe wurden mittels Immunfluoreszenzfarbung serieller histologischer
Schnitte untersucht. a) Die Gabe von TSLP fuhrte zu einer signifikanten Zunahme der
Infiltration von Monozyten und Makrophagen (p =0,0033). b) Repréasentative
Immunfluoreszenz-Farbungen mit Darstellung der Zellnuklei (blau) sowie der Monozyten
und Makrophagen (grun).
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Auch hinsichtlich der Gewichtsprofile der verschiedenen Versuchsgruppen wurden Unter-
suchungen angestellt. So wurden die Kdrpergewichte der Mause jeweils vor Beginn der
Versuchsreihe und vor der Organentnahme gemessen. Zudem wurden die Gewichte der
Herzen und die Gewichte der Milzen ermittelt und verglichen (Tab. 2, Tab. 3).

Tab. 2: Effekt von rekombinantem TSLP auf das Gewicht von &lteren ApoE-defizienten
Mausen

Koérpergewicht vor der Behandlung Kérpergewicht nach der Behandlung

(9] (9]

PBS TSLP PBS TSLP

34,79+ 1,43 31,66 £ 0,75 36,68 +£1,13 33,63 £ 0,97

p = 0,0894 p =0,0899

Tab. 3: Effekt von rekombinantem TSLP auf das Gewicht der Herzen und der Milzen von
alteren ApoE-defizienten Mausen

Herzgewicht nach der Behandlung Milzgewicht nach der Behandlung
[9] [9]
PBS TSLP PBS TSLP
0,24 £ 0,01 0,22 £ 0,01 0,12 + 0,02 0,09 + 0,006
p = 0,0950 p = 0,4525

Bei den Kdrpergewichten der Tiere vor Beginn der Behandlung zeigte sich zwischen den
Versuchsgruppen kein Unterschied (ApoE - + PBS 34,79 + 1,43 g vs ApoE - + TSLP
31,66 £ 0,75 g, p = 0,0894; Abb. 3). Auch bei den Kérpergewichten unmittelbar vor der
Organentnahme ergab sich kein Unterschied zwischen den Gruppen (ApoE - + PBS
36,68 + 1,13 g vs ApoE - + TSLP 33,63 + 0,98 g, p = 0,0899; Abb. 3). Das Gewicht der
Herzen unterschied sich bei verschiedenen Behandlungen ebenfalls nicht signifikant
(ApoE -+ PBS 0,24 +0,01 g vs ApoE "+ TSLP 0,22 + 0,01 g, p = 0,0950; Abb. 3), ebenso
verhielt es sich bei den Milzgewichten (ApoE 7~ + PBS 0,12 + 0,02 g vs ApoE - + TSLP
0,09 + 0,006 g, p = 0,4525, Abb. 3).
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Abb. 3: Der Effekt von rekombinantem TSLP auf die Gewichtsprofile alterer
ApoE - Mause (Injektion mit 300 ng TSLP (n = 7) oder 200 pl PBS (n = 9)). a) — b) Weder
beim Korpergewicht der Mause vor Beginn der Versuchsreihe noch beim Kdrpergewicht
der Mause bei der Organentnahme war ein Unterschied zwischen den Gruppen
feststellbar (ns = nicht signifikant, p > 0,05). ¢) Das Gewicht der Herzen unterschied sich
ebenfalls nicht. d) Die Behandlung mit rekombinantem TSLP brachte keinen Unterschied
bezlglich des Gewichts der Milz.

Mittels FACS-Analyse erfolgte zudem die Untersuchung des peripheren Blutes der Mause
auf die Subspezialisierung der Immunzellen in CD11b positive Zellen (ein Marker fur
murine Makrophagen), klassische Monozyten und Nicht-klassische Monozyten. Bei den
CD11b positiven Zellen zeigte sich ein signifikanter Rlickgang des prozentualen Anteils
im peripheren Blut nach Behandlung mit TSLP (ApoE - + PBS 29,91 + 2,47 % vs ApoE™"
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+ TSLP 19,67 + 3,61%, p = 0,0164; Abb. 4). Im Vergleich der absoluten Zahlen der CD11b
positiven Zellen zeigte sich hingegen kein signifikanter Unterschied (ApoE 7~ + PBS 22725
+ 3355 Zellen vs ApoE - + TSLP 13593 + 1760 Zellen, p = 0,0545; Abb. 4).

Bei den klassischen Monozyten konnte weder fiir den prozentualen Anteil (ApoE 7~ + PBS
4,79 +0,42 % vs ApoE -+ TSLP 2,86 + 0,57 %, p = 0,0511; Abb. 4), noch fir die absolute
Anzahl (ApoE - + PBS 3824 + 708,8 Zellen vs ApoE - + TSLP 1938 + 264,1 Zellen,
p =0,0706; Abb. 4) ein Unterschied zwischen den Versuchsgruppen nachgewiesen
werden. Auch bei den Nicht-klassischen Monozyten gab es keine Unterschiede zwischen
den prozentualen Anteilen (ApoE 7~ + PBS 2,92 + 0,4 % vs ApoE -+ TSLP 2,72+ 0,73 %,
p = 0,6556; Abb. 4) und den absoluten Zahlen
(ApOE 7 + PBS 1927 + 433,7 Zellen vs ApoE 7~ + TSLP 1704 + 246,5 Zellen, p = 0,9305;
Abb. 4) zwischen den beiden Behandlungsgruppen.
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Abb. 4. FACS-Analyse des peripheren Blutes in der TSLP-Behandlungsstudie bei alteren
ApoE-defizienten Mausen (Injektion mit 300 ng TSLP (n = 7) oder 200 ul PBS (n = 9)). a)
Die Behandlung mit TSLP fuhrte zu einem Rickgang des prozentualen Anteils der
CD11b-positiven Zellen im peripheren Blut (p = 0,0164). b) — c) Der prozentuale Anteil der
Klassischen und der
Unterschied (ns = nicht signifikant, p > 0,05). d) Bei den mit PBS behandelten Mausen
fand sich eine hohere absolute Anzahl CD11b-positiver Zellen, der Unterschied war
jedoch nicht signifikant. e) — f) Klassische und Nicht-klassische Monozyten unterschieden
sich bezuglich der absoluten Anzahl nicht zwischen den Behandlungsgruppen.

Nicht-klassischen Monozyten zeigte keinen signifikanten
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3.2 TSLP-Behandlung bei jingeren ApoE-defizienten Mausen

Um den Effekt von TSLP auf die Atherogenese jingerer Mause zu beobachten, wurden
sechs bis acht Wochen alte, mannliche, ApoE-defiziente Mause an funf aufeinander-
folgenden Tagen einer intraperitonealen Injektion von 300 ng TSLP oder 200 pyl PBS
unterzogen. Die Organentnahme erfolgte im Alter von sechs Monaten. Es erfolgte die
Untersuchung der atherosklerotischen Lasionen in Hohe der Aortenklappe mittels Olrot-
Farbung und quantitativer Analyse. Es zeigte sich ein signifikanter Rickgang der
atherosklerotischen Plaques bei den mit TSLP behandelten Tieren im Vergleich zu den
mit PBS behandelten Mausen (ApoE 7~ + PBS 0,15 + 0,03 mm?2 vs ApoE 7~ + TSLP 0,07 +
0,01 mm?, p = 0,0147; Abb. 5).
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Abb. 5: Einfluss von rekombinantem TSLP auf die Plaqueentwicklung jingerer ApoE
Mause. a) Mannliche ApoE-defiziente Mause wurden im Alter von sechs Wochen an funf
aufeinander folgenden Tagen einer intraperitonealen Injektion von 300 ng TSLP (n = 10)
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oder 200 pl PBS (n = 10) unterzogen. Die Grol3e der atherosklerotischen Lasionen wurde
durch serielle histologische Schnitte in Hohe der Aortenklappe mittels Olrot-Farbung
guantifiziert. b) Es zeigt sich eine signifikante Reduktion der Grél3e der Plaques zwischen
der mit TSLP und der mit PBS behandelten Gruppe (p = 0,0356). c) — d) Reprasentative
Olrot-Farbungen der atherosklerotischen Plaques auf Hohe der Aortenklappe.

Im Vergleich der Infiltration von Monozyten und Makrophagen in die atherosklerotischen
Plaques konnte kein Unterschied, zwischen den mit TSLP und den mit PBS behandelten
Mausen festgestellt werden (ApoE - + PBS 8,96 + 1,48 % vs ApoE 7~ + TSLP 9,85 *
1,89 %, p = 0,9017; Abb. 6).
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Abb. 6: Einfluss von rekombinantem TSLP auf die Infiltration von Monozyten und
Makrophagen in die atherosklerotischen Plaques jungerer ApoE - Mause (Injektion von
300 ng TSLP (n = 10) oder 200 pl PBS (n = 10)). Die atherosklerotischen Plaques in Hohe
der Aortenklappe wurden mittels Immunfluoreszenzfarbung serieller histologischer
Schnitte untersucht. a) Zwischen den mit TSLP und den mit PBS behandelten Mausen
zeigt sich kein signifikanter Unterschied in der Infiltration von Monozyten und
Makrophagen in die atherosklerotischen Plaques (ns = nicht signifikant, p > 0,05). b) — c)
Repréasentative Immunfluoreszenz-Farbungen mit Darstellung der Nuklei (blau) und der
Monozyten und Makrophagen (grun).
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Auch in der Versuchsreihe der jingeren ApoE-defizienten Mause wurden die
Korpergewichte sowie die Gewichte der Herzen und Milzen ermittelt und verglichen (Tab.
4).

Tab. 4: Der Effekt von rekombinantem TSLP auf das Korpergewicht, sowie das Gewicht
der Herzen und der Milzen von jiingeren ApoE-defizienten Mausen

Koérpergewicht nach der Herzgewicht nach der Milzgewicht nach der
Behandlung [g] Behandlung [g] Behandlung [g]
PBS TSLP PBS TSLP PBS TSLP
31,78+1,43 32,63 +0,36 0,18 + 0,01 0,2+0,01 0,097 + 0,004 0,13+0,01
p =0,5104 p = 0,2486 p = 0,1037

Beziglich des Korpergewichts zeigte sich kein Unterschied zwischen der mit
rekombinantem TSLP und der mit PBS behandelten Gruppe (ApoE - + PBS 31,78 +
1,43 g vs ApoE 7 + TSLP 32,63 + 0,36 g, p = 0,5104; Abb. 7).

Zwischen dem Herzgewicht der mit rekombinantem TSLP und der mit PBS behandelten
Gruppe fand sich kein signifikanter Unterschied (ApoE 7~ + PBS 0,18 + 0,01 g vs ApoE
+ TSLP 0,2 £ 0,01 g, p = 0,2486; Abb. 7).

Die Milzgewichte in der mit TSLP behandelten Gruppe erschienen tendenziell héher als
in der mit PBS behandelten Gruppe. Es zeigte sich jedoch kein signifikanter Unterschied
(ApoE - + PBS 0,097 + 0,004 g vs ApoE -+ TSLP 0,13 + 0,01 g, p = 0,1037; Abb. 7).
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Abb. 7: Der Effekt von rekombinantem TSLP auf die Gewichtsprofile jingerer ApoE
Mause (Injektion mit 300 ng TSLP (n =7) oder 200 ul PBS (n =9)). a) Beim Kdrpergewicht
weisen die beiden Behandlungsgruppen keinen Unterschied auf (ns = nicht signifikant, p
> 0,05). b) Das Gewicht der Herzen unterschiedet sich zwischen den mit TSLP und mit
PBS behandelten Tieren nicht. ¢) Die Gewichte der Milzen unterschieden sich nicht
signifikant zwischen den beiden Behandlungsgruppen.

Auch in dieser Versuchsreihe wurde die Zusammensetzung des peripheren Blutes der
Méuse hinsichtlich des Anteils und der absoluten Anzahl an CD11b positiven Zellen,
klassischen Monozyten und Nicht-klassischen Monozyten mittels FACS-Analyse unter-
sucht. Bei den CD11b positiven Zellen zeigte sich bei den mit TSLP behandelten Tieren
ein erhohter prozentualer Anteil der Zellen, der im Vergleich zur mit PBS behandelten
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Gruppe signifikant war (ApoE -+ PBS 28,74 + 1,51 % vs ApoE 7~ + TSLP 41,84 + 3,78 %,
p = 0,0023, Abb. 8). Bei der absoluten Anzahl Cd11b positiver Zellen im peripheren Blut
lie3 sich kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Versuchsgruppen
nachweisen (ApoE -+ PBS 13538 + 1485 Zellen vs ApoE -+ TSLP 18004 + 3472 Zellen,
p = 0,5935, Abb. 8).

Bei den klassischen Monozyten zeigten die mit PBS behandelten Méause sowohl
prozentual als auch absolut die geringsten Werte, es zeigte sich jedoch kein signifikanter
Unterschied zur mit rekombinantem TSLP behandelten Gruppe (ApoE -+ PBS 3,88 +
0,7 % vs ApoE - + TSLP 5,28 + 1,08 %, p = 0,4181 bzw. ApoE " + PBS 2227 + 570,5
Zellen vs ApoE - + TSLP 2504 + 622 Zellen, p = 0,8315, Abb. 8). Beziiglich der Nicht-
klassischen Monozyten wies die mit TSLP behandelte Gruppe prozentual und absolut den
geringeren Anteil auf. Auch hier fand sich jedoch kein statistisch signifikanter Unterschied
zwischen den beiden Gruppen (ApoE 7~ + PBS 2,18 + 0,35 % vs ApoE 7 + TSLP 1,7 +
0,24 %, p = 0,4181 bzw. ApoE 7~ + PBS 1240 + 304 Zellen vs ApoE 7~ + TSLP 792 + 155
Zellen, p = 0,3599, Abb. 8).
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Abb. 8: FACS-Analyse des peripheren Blutes in der TSLP-Behandlungsstudie bei jungen
ApoE-defizienten Mausen (Injektion mit 300 ng TSLP (n = 7) oder 200 ul PBS (n = 9)). a)
Die Injektion von TSLP fiuhrte im Vergleich zur PBS-Injektion zu einem signifikanten
Rickgang des prozentualen Anteils der CD11b positiven Zellen (p = 0,0023). b) Die
absolute Anzahl CD11b-positiver Zellen unterschied sich zwischen den Gruppen nicht (ns
= nicht signifikant, p> 0,05). c) - d) Auch beim Anteil sowie der absoluten Anzahl
Klassischer Monozyten gab es keinen Unterschied zwischen den verschiedenen
Versuchsgruppen. e) - f) Beim Anteil und bei der absoluten Anzahl Nicht-klassischer
Monozyten zeigte sich ebenfalls kein signifikanter Unterschied (ns = nicht signifikant,
p > 0,05).
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3.3 TSLP-Behandlung bei TSLPR/ApoE-defizienten Mausen

Um den Einfluss des TSLP/TSLPR-unabhéngigen TSLP-Signalwegs auf die Entwicklung
atherosklerotischer Plaques weiter zu untersuchen, wurde auf3erdem eine Versuchsreihe
mit TSLPR/ApoE-defizienten mannlichen Mausen durchgefihrt. Hierbei erhielten die
Tiere im Alter von sechs bis acht Wochen an funf aufeinanderfolgenden Tagen eine
intraperitoneale Injektion mit 300 pug TSLP oder 200 pl PBS. Nach sechs Monaten erfolgte
die Organentnahme, analog zu den vorher beschriebenen Versuchsreihen erfolgten
Untersuchungen hinsichtlich der Plague-Last, der Infiltration von Monozyten und

Makrophagen, der Organ- und Korpergewichte sowie verschiedener Immunzellen im Blut.

Fur die Analyse der atherosklerotischen Lasionen wurden erneut Olrot-Farbungen der
Aortenklappen durchgefuhrt und quantitativ ausgewertet. Zwischen der mit PBS und der
mit TSLP behandelten Gruppe zeigte sich kein signifikanter Unterschied (TSLPR/ApoE -
+ PBS 0,70 + 0,01 mm?2 vs TSLPR/ApoE - + TSLP 0,72 + 0,02 mm?2, p = > 0,9999; Abb.
9).
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Abb. 9: Einfluss von rekombinantem TSLP auf die Plaqueentwicklung jtngerer
TSLPR/ApOE -Mause. a) Mannliche TSLPR/ApoE-defiziente Mause wurden im Alter von
sechs Wochen an fiinf aufeinander folgenden Tagen einer intraperitonealen Injektion von
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300ng TSLP (n = 3) oder 200 ulPBS (n = 6) unterzogen. Die Grol3e der
atherosklerotischen Lasionen wurde durch serielle histologische Schnitte in Hohe der
Aortenklappe mittels Olrot-Farbung quantifiziert. b) Es zeigte sich kein Unterschied
zwischen den verschiedenen Behandlungsgruppen (ns = nicht signifikant, p > 0,05). c)
Reprasentative Olrot-Farbungen der atherosklerotischen Plaques auf Hohe der
Aortenklappe.

Um die Infiltration von Monozyten und Makrophagen in die atherosklerotischen L&sionen
zu untersuchen, wurden erneut immunhistochemische Farbungen durchgefihrt und
anschlieBend quantitativ analysiert. Hier konnten keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Versuchsgruppen nachgewiesen werden (TSLPR/ApoE 7~ + PBS 12,21 +
5,64 % vs TSLPR/ApoE * + TSLP 11,69 + 1,49 %, p = 0,6190, Abb. 10).
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Abb. 10: Einfluss von rekombinantem TSLP auf die Infiltration von Monozyten und
Makrophagen in die atherosklerotischen Plaques jingerer TSLPR/ApoE “ Mause
(Injektion von 300 ng TSLP (n = 3) oder 200 ul PBS (n = 6)). Die atherosklerotischen
Plaques in Hohe der Aortenklappe wurden mittels Immunfluoreszenzfarbung serieller
histologischer Schnitte untersucht. a) Zwischen den mit TSLP und den mit PBS
behandelten Mausen zeigt sich kein signifikanter Unterschied in der Infiltration von
Monozyten und Makrophagen in die atherosklerotischen Plaques (ns = nicht signifikant, p
> 0,05). b) Reprasentative Immunfluoreszenz-Farbungen mit Darstellung der Nuklei (blau)
und der Monozyten und Makrophagen (griin).
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Auch in diesen Versuchsgruppen wurden die Koérper-, Herz- und Milzgewichte der
einzelnen Gruppen miteinander verglichen (Tab. 5).

Tab. 5: Der Effekt von rekombinantem TSLP auf das Korpergewicht, sowie das Gewicht
der Herzen und der Milzen von jingeren TSLPR/ApoE-defizienten Mausen

Kérpergewicht nach der Herzgewicht nach der Milzgewicht nach der
Behandlung [g] Behandlung [g] Behandlung [g]
PBS TSLP PBS TSLP PBS TSLP
34,79+1,69 33,29 0,69 0,21 + 0,01 0,2+0,01 0,11 +0,01 0,13+ 0,02
p = 0,3290 p =0,6494 p =0,5152

Hinsichtlich des Korpergewichts der Mause zeigte sich zwischen den Gruppen kein
Unterschied (TSLPR/ApoE /- + PBS 34,79 + 1,69 g vs TSLPR/ApoE - + TSLP 33,29 *
0,69 g, p =0,3290, Abb. 11). Auch bezlglich des Gewichts der Herzen zeigte sich kein
signifikanter Unterschied (TSLPR/ApoE - + PBS 0,21 +0,01 g vs TSLPR/ApoE - + TSLP
0,2 £ 0,01 g, p=0,6494, Abb. 11). Beim Milzgewicht zeigte sich tendenziell ein héherer
Wert bei den mit TSLP behandelten Tieren, der Unterschied war statistisch nicht
signifikant (TSLPR/ApoE -+ PBS 0,11 + 0,01 g vs TSLPR/ApoE -+ TSLP 0,13 + 0,02 g,
p = 0,5152, Abb. 11).
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Abb. 11: Gewichtsprofile in der TSLP-Behandlungsstudie bei jungen TSLPR/ApoE-
defizienten Mausen (Injektion von 300 ng TSLP (n = 3) oder 200 pl PBS (n = 6)). a) Beim
Korpergewicht weisen die verschiedenen Behandlungsgruppen keinen Unterschied auf
(ns = nicht signifikant, p > 0,05). b) Das Gewicht der Herzen unterscheidet sich zwischen
den Gruppen nicht. c) Die Gewichte der Milzen unterschieden sich nicht signifikant
zwischen den Behandlungsgruppen.
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Erneut wurde eine FACS-Analyse des peripheren Blutes durchgefihrt, um die
Zusammensetzung der Immunzellen aufzuschlisseln. Bezogen auf den prozentualen
Anteil CD11b positiver Zellen zeigten die mit TSLP behandelten Tiere einen hdheren
Anteil als die mit PBS behandelten Tiere, der Unterschied war jedoch nicht signifikant
(TSLPR/ApoE - + PBS 25,48 + 2,71 % vs TSLPR/ApoE * + TSLP 30,3 * 2,12 %,
p = 0,2222; Abb. 12). Der absolute Anteil CD11b positiver Zellen war ebenfalls bei der mit
TSLP behandelten Gruppe groRRer als bei der mit PBS behandelten Gruppe, auch hier
ohne signifikanten Unterschied (TSLPR/ApoE 7 + PBS 12638 + 2882 Zellen vs
TSLPR/ApOE - + TSLP 17088 + 1895 Zellen, p = 0,3095; Abb. 12).

Beide Versuchsgruppen wiesen einen sehr ahnlichen prozentualen Anteil klassischer
Monozyten auf, die Unterschiede waren nicht signifikant (TSLPR/ApoE - + PBS 4,85 +
0,40 % vs TSLPR/ApOE -+ TSLP 4,79 + 0,59 %, p = 0,7706; Abb. 12). Bei der absoluten
Anzahl klassischer Monozyten wiesen erneut die mit TSLP behandelten Tiere eine héhere
Anzahl auf (TSLPR/ApoE -+ PBS 1217 + 341 Zellen vs TSLPR/ApoE + TSLP 1238 +
262 Zellen, p = 0,5152; Abb. 12).

Prozentual wiesen beide Gruppen einen ahnlichen Anteil Nicht-Klassischer Monozyten
auf. Die Unterschiede zwischen den Vergleichsgruppen waren jedoch nicht signifikant
(TSLPR/ApoE ' + PBS 2,37 + 0,4 % vs TSLPR/ApoE * + TSLP 2,12 + 0,31 %,
p = 0,6494; Abb. 12). Auch bezlglich der absoluten Anzahl Nicht-klassischer Monozyten
gab es zwischen den beiden untersuchten Gruppen keinen signifikanten Unterschied
(TSLPR/ApPOE -+ PBS 1217 + 341 Zellen vs TSLPR/ApoE - + TSLP 1238 + 262 Zellen,
p = 0,9004; Abb. 12).
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Abb. 12: FACS-Analyse des peripheren Blutes in der TSLP-Behandlungsstudie bei
jungen TSLPR/ApoE-defizienten Méausen (Injektion von 300 ng TSLP (n = 3) oder 200
ul PBS (n = 6)). a — e) Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiedene zwischen den
Behandlungsgruppen (p > 0,05)
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4. Diskussion

In dieser Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass die intraperitoneale Injektion von
TSLP einen positiven Effekt auf die Entwicklung atherosklerotischer Lasionen bei
jungeren, mannlichen ApoE-defizienten Mausen hat. Es zeigte sich eine signifikante
Reduktion der Plaquegr63e im Vergleich zur Kontrollgruppe.

Zu einem ahnlichen Ergebnis kam die Arbeitsgruppe von Yu et. al., die in ihrer Studie
ebenfalls eine Reduktion der Grof3e atherosklerotischer Plaques bei ApoE-defizienten
Méausen nach Injektion von TSLP nachweisen konnten (Yu et al., 2013). Dieser Effekt
wurde auf die TSLP-gestutzte Induktion der Differenzierung von naiven CD4*-T-Zellen zu
CD4* LAP*-Tregs zurtickgefuhrt. Diese Unterart regulatorischer T-Zellen reduziert die
Thl- und Th2-Immunantwort durch die Produktion von TGFB und scheint dadurch vor
Atherosklerose zu schiitzen (Mallat et al., 2001b; Sasaki et al., 2009; Zhong et al., 2012).
In der Arbeit von Yu et. al. erfolgte die Injektion im Gegensatz zur vorliegenden Arbeit
jedoch subkutan und nicht intraperitoneal. Insgesamt stehen die Ergebnisse der Studie
jedoch im Einklang mit den Ergebnissen dieser Arbeit. Eine andere Arbeit der eigenen
Arbeitsgruppe zeigte, dass nach einer Injektion von Freund’s Adjuvans bei TSLPR/ApoE-
defizienten Mausen keine TSLP-vermittelte Wirkung nachweisbar ist. Bei ApoE-
defizienten Mausen fihrte die Injektion zu einer Reduktion der Plaquelast sowie zu einer
Aktivierung der Th2-Immunantwort (Steinmetz et al., 2020).

Zu einem anderen Ergebnis kommen die Untersuchungen der Arbeitsgruppe von Wu et
al. Hier wurden ApoE- und TSLPR/ApoE-defiziente Mause hinsichtlich der Entwicklung
der Atherosklerose beobachtet. Bei den alteren beobachteten TSLPR/ApoE-defizienten
Mausen konnte dabei eine geringere Grol3e der atherosklerotischen Lasionen, sowie eine
geringere Invasion von Monozyten und Makrophagen beobachtet werden. Zudem wurde
bei den TSLPR/ApoE-Doppelknockout-Mausen eine geringere Rate apoptotischer Zellen
in den atherosklerotischen Lasionen nachgewiesen, was als Anzeichen fir eine stabilere
Lasion gewertet wurde. Die Ergebnisse legten nahe, dass die Reduktion der Plaques nicht
allein durch ein Th1/Th2-Ungleichgewicht zu erklaren waren. Vielmehr wurde der Einfluss
von TSLP auf das Gleichgewicht zwischen Thl7- und Treg-Zellen fir diesen Effekt
verantwortlich gemacht. So wurden bei den TSLPR-defizienten M&usen erniedrigte
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Spiegel von Thl7-Zellen und deren assoziierten Zytokinen gemessen. Die Autoren
schreiben TSLP und dem TSLP/TSLPR-Signalweg einen proinflammatorischen und somit
proatherogenen Effekt zu (Wu et al., 2014).

Bei der Bewertung dieser Ergebnisse gilt jedoch zu berlcksichtigen, dass in der Studie
eine besonders fettreiche Ernahrung verwendet wurde, die zu einer signifikanten
Veranderung der Entzindungsreaktion im atherosklerotischen Mausmodell fihrt. Im
Gegensatz hierzu spielen T- und B-Lymphozyten bei der Atherosklerose normal erndhrter
ApoE-defizienter Mause, sowie bei der menschlichen Atherogenese fast keine Rolle
(Dansky et al., 1997). Damit ist die Aussagekraft dieser Studie gerade hinsichtlich des
TSLP/TSLPR-Signalweges modellbedingt madglicherweise zu artifiziell und somit
eingeschrankt. In den Untersuchungen dieser Arbeit sowie in der Mehrzahl der
aufgefiihrten Studien, wurde daher eine Normaldiat verwendet, um das pro- und
antiatherogene Zusammenspiel von angeborener und erworbener Immunitét inklusive der

T- und B-Lymphozyten zu erhalten.

Der Einfluss von TSLP auf Th17-Zellen wurde auch von Lin et al. untersucht. In dieser
Arbeit wurde gezeigt, dass in gesunden menschlichen Gefalen kein TSLP exprimiert
wird, in atherosklerotischen L&asionen hingegen schon. Weiterhin wurde beschrieben,
dass durch ox-LDL unter anderem menschliche glatte Muskelzellen in Gefal3en zur
Expression von TSLP angeregt werden. TSLP induziert dann Uber die Aktivierung
dendritischer Zellen die Th1l7-gesteuerte Entziindungsreaktion (Lin et al., 2013). Eine
abschlieRende wissenschaftliche Bewertung des Effekts von Th17-Zellen auf die Athero-

genese steht aktuell noch aus.

Um auszuschliel3en, dass abseits des TSLP/TSLPR-Signalwegs andere Effekte zur
Reduzierung des Plaquelast nach TSLP-Injektion gefihrt haben, wurden in der
vorliegenden Arbeit auch TSLPR/ApoE-defiziente Mause untersucht. Ein positiver Effekt
von TSLP auf die Plagueentwicklung war bei diesen Tieren, die bei der Organentnahme
ebenfalls 24 Wochen alt waren, im Vergleich zur Kontrollgruppe nicht mehr nachweisbar.
Durch diesen Versuchsaufbau wurde ein alternativer Wirkungsmechanismus der TSLP-
Injektionen somit weitgehend ausgeschlossen. Der TSLP/TSLPR-Signalweg scheint
daher vollstandig verantwortlich fiir die beobachteten Effekte zu sein.
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In der Behandlungsstudie mit alteren mannlichen ApoE-defizienten Mausen konnte kein
Effekt der Injektion mit TSLP festgestellt werden. Dies konnte darauf zurtickzufiihren sein,
dass TSLP an einem friheren Zeitpunkt der Atherogenese ansetzt und bereits
vorhandene Lasionen nicht mehr beeinflusst werden. Weitere Forschungsergebnisse zu
diesem Thema liegen bislang nicht vor, sind jedoch von grofem Interesse, um die
Moglichkeiten einer Immunmodulation durch TSLP als Praventionsmal3nahme

weitergehend zu untersuchen.

Hinsichtlich der Invasion von Immunzellen in die Plaques zeigte sich bei den Injektions-
versuchen mit jungeren Tieren Kkein Unterschied zwischen den einzelnen
Versuchsgruppen. Jedoch konnte bei dieser Versuchsgruppe eine insgesamt geringere
Plaquelast, und somit auch ein absolut geringerer Anteil von Monozyten und
Makrophagen in den atherosklerotischen Lasionen beobachtet werden. Ein interessanter
Versuchsaufbau von Li et al. hatte im Gegensatz dazu eine Zunahme der aus
Makrophagen entstandenen Schaumzellen nach Behandlung mit TSLP gezeigt. Dies
wurde durch eine Stimulation der Expression des Scavenger Rezeptors sowie einer
Herunterregulation der Ausbildung von ABCA1 auf den Makrophagen erklart (Li et al.,
2014). Passend zu diesen Ergebnissen war im Untersuchungsaufbau dieser Arbeit die
Migration von Monozyten und Makrophagen in die atherosklerotischen Plaques in der mit
TSLP behandelten Gruppe alterer Mause signifikant erhoht. Dies kénnte darauf
hindeuten, dass die Immunzellen erst zu einem spateren Zeitpunkt der Atherosklerose in

die Lasionen einwandern.

Bei der Bewertung dieser Ergebnisse sollte jedoch berlcksichtigt werden, dass die in
dieser Arbeit verwendete Methodik keine funktionelle Zuordnung der einzelnen
Immunzellen erlaubt. Fir zukinftige Studien kénnte daher interessant sein, die genaue
zellulare Zusammensetzung von Monozyten und Makrophagen in atherosklerotischen
Plaques unter dem Einfluss von TSLP zu untersuchen. Damit kdnnten weitere funktionelle
Effekte untersucht werden. Des Weiteren scheint die Quantifizierung der Makrophagen
und Monozyten in den atherosklerotischen Lasionen durch die hier angewandte Methodik
fehleranfallig zu sein. So kann bereits ein kleiner Prozentsatz unspezifischer immun-

histochemischer Reaktion zu einer signifikanten Veranderung des prozentualen Anteils
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an Immunzellen in der vermessenen Lasion fihren. Hierzu wéaren weiterfiihrende Studien,

eventuell unter Zuhilfenahme weiterer, genauerer Methoden, empfehlenswert.

Untersuchungen zur funktionellen Zusammensetzung von Makrophagen im
Zusammenhang mit Atherosklerose und TSLP wurden in den letzten Jahren bereits
durchgefuhrt. Liu et al. untersuchten z.B. den Effekt von rekombinantem TSLP bei
Mausen im Zustand nach Myokardinfarkt. Hierbei konnte die Arbeitsgruppe einen friiheren
Wechsel von M1- zu M2-Makrophagen, eine verbesserte myokardiale Heilung sowie eine
Verbesserung der ventrikularen Pumpfunktion nachweisen (Liu et al., 2019). Dies
unterstutzt die Theorie, dass die Behandlung mit TSLP, mutmalflich Gber eine Aktivierung
der Th2-Antwort, zu einer erhdhten Konversion von M2-Makrophagen fuhrt und somit

einen atheroprotektiven Effekt aufweist.

In einer weiteren Arbeit untersuchten Deng et al. den Effekt des TSLPR/TSLP-Signalwegs
auf die Differenzierung von Makrophagen im Rahmen einer allergischen Inflammation.
Hierbei konnten sie den TSLP-Rezeptor auch auf Makrophagen nachweisen und zudem
eine durch TSLP/TSLPR-getriggerte Differenzierung zu M2-Makrophagen aufzeigen
(Deng et al., 2019). In dieser Studie wurden konjunktivale Zellen nach Behandlung mit
allergenen Pollen beobachtet. Unklar ist, ob sich diese Ergebnisse auch bei Makrophagen

in atherosklerotischen Lasionen reproduzieren lassen wirden.

Um den Einfluss von TSLP auf verschiedene Immunzellen im peripheren Blut der
behandelten Mause =zu untersuchen, wurden in dieser Arbeit auch durch-
flusszytometrische Untersuchungen durchgefiihrt. Bei der dieser Analyse des peripheren
Blutes liel3 sich Folgendes feststellen: bei den &lteren, mit TSLP behandelten Tieren, war
ein im Vergleich zur Placebo-Gruppe signifikant geringerer Anteil an CD11b* Zellen
nachweisbar, wohingegen im Blut der jingeren Tiere nach der Behandlung mit TSLP ein
signifikanter Anstieg CD11b* Zellen zu beobachten war. Bei CD11b handelt es sich um
einen immunhistochemischen Marker fir vor allem murine Monozyten und Makrophagen.
Rombouts et al. beschreiben einen Zusammenhang zwischen der Menge zirkulierender
CD11b* Zellen und der Grol3e der Plaques (Rombouts et al., 2016). Dies passt zu den in
der vorliegenden Arbeit gefundenen Ergebnissen der jingeren Tiere, nicht jedoch zum
Ergebnis der alteren Vergleichsgruppe. Hier ist zu diskutieren, ob nach Abschluss der
Atherogenese die Injektion von TSLP Uberhaupt einen signifikanten Einfluss auf das
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Verhalten verschiedener Immunzellen und ihren Einfluss auf die atherosklerotischen
Plagues hat. Ebenfalls konnte durch weitere Forschung beleuchtet werden, ob das Alter
der Mause Uberhaupt einen Einfluss auf die Anzahl der CD11b*-Zellen hat, und ob der

gefundene Effekt auf die TSLP-Injektion oder auf andere Einfliisse zuriickzufihren ist.

Im Fokus der aktuellen Forschung zum Thema TSLP steht neben dem Einfluss auf die
Atherogenese vor allem der Einfluss des Zytokins auf Erkrankungen des allergischen

Formenkreises.

Wie Liu et al. in ihrem Review darlegen, handelt es sich sowohl bei allergischem Asthma
als auch bei der Atherosklerose um chronisch inflammatorische Erkrankungen. Beide
Entitaten weisen ahnliche Subklassen von Entztindungszellen auf. Hieraus lasst sich die
Frage ableiten, ob Patienten mit allergischem Asthma ein erhohtes Risiko fur die
Entwicklung von Atherosklerose und den bekannten kardiovaskularen Folge-
erkrankungen aufweisen, oder ob es sich bei allergischem Asthma um einen Risikofaktor
fur die Entwicklung von Atherosklerose handeln konnte (Liu et al., 2016). Diese
Fragestellung wurde in den letzten Jahren in verschiedenen Bevdlkerungsstudien
untersucht, konnte bislang jedoch nicht abschlieRend beantwortet werden. So legen
einige Studien nahe, dass das Vorliegen eines allergischen Asthmas das Risiko
kardiovaskularer Ereignisse erhoht, bzw. diese Patienten vermehrt atherosklerotische
Lasionen aufweisen (Knoflach et al., 2005; Vijayakumar et al., 2013; Yilmaz et al., 2018).
Iribarren et al. konnten bspw. ein erhéhtes Risiko fir das Auftreten von kardiovaskularen
Ereignisse bei an Asthma erkrankten Frauen nachweisen, wohingegen bei Mannern kein
signifikanter Zusammenhang erkennbar war (Iribarren et al., 2004). Zu einem &hnlichen
Ergebnis kam die Arbeitsgruppe von Onufrak et al. In deren Untersuchungen konnte ein
Zusammenhang zwischen im Erwachsenenalter beginnendem Asthma und der
Entwicklung atherosklerotischer Lasionen der Carotiden bei Frauen festgestellt werden.
Bei bereits seit der Kindheit bestehendem Asthma sowie mannlichem Geschlecht zeigte
sich auch in dieser Studie kein signifikanter Effekt (Onufrak et al., 2007). Schanen et al.
dagegen konnten in ihrer Studie weder bei Mannern noch bei Frauen einen
Zusammenhang zwischen dem Vorliegen von Asthma und dem Auftreten

kardiovaskularer Ereignisse zeigte (Schanen et al., 2005).
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Insgesamt scheinen - gemal} aktueller Datenlage - Patienten mit allergischem Asthma ein
hoheres Risiko fur die Entwicklung atherosklerotischer Lasionen zu haben. Die genaue
Ursache dieses moglichen Zusammenhangs bleibt bislang unklar. Zu diskutieren ist in
diesem Zusammenhang bspw. der Einfluss Ubereinstimmender Signalwege sowie
verschiedener, proinflammatorischer Zytokine. So spielen sowohl Mastzellen als auch
Leukotriene bei beiden Erkrankungen eine zentrale Rolle. Mastzellen finden sich unter
anderem in der sogenannten Schulterregion atherosklerotischer Lasionen (Kaartinen et
al.,, 1994). Eine systemische Aktivierung von Mastzellen fihrte in tierexperimentellen
Studien an ApoE-defizienten Mausen zu einer Zunahme der atherosklerotischen Plaques,
eine lokale Aktivierung der Mastzellen zu einer Zunahme an Hamorrhagien innerhalb der
Plaques (Bot et al., 2007). Bei humanmedizinischen Untersuchungen fanden sich bei
Patienten nach einem Myokardinfarkt sehr hohe Anteile an Mastzellen in den Regionen
der Arterien, in denen die zum Infarkt fihrende Ruptur stattgefunden hatte. Ebenso
wurden die Enzyme Tryptase und Chymase gefunden (Laine et al., 1999). Fir beide
Enzyme, die auch in der Pathogenese des allergisches Asthmas eine grofRe Rolle spielen,

konnte ein proatherogener Effekt nachgewiesen werden (Bot et al., 2011; Zhi et al., 2013).

Es gibt jedoch auch unterschiedliche Effekte der bei beiden Erkrankungen beteiligten
Signalwege. Im Gegensatz zur Atherosklerose, bei der ein protektiver Effekt von M2-
Makrophagen sowie dem Th2-Signalweg vermutet wird, haben diese beim allergischen
Asthma eine verstarkende Wirkung (Lee et al., 2021; Liu et al., 2016; Robbe et al., 2015).
Daher wéare auch ein vermindertes Auftreten von atherosklerotischen Lasionen bei an
allergischem Asthma erkrankten Personen zu erwarten gewesen. Mdglicherweise
Ubertrifft der Effekt anderer beteiligter Immunzellen sowie der anderen ausgeschutteten
Zytokine und Enzyme den Effekt der Th2-Aktivierung, sodass es insgesamt zu einem

vermehrten Auftreten von Atherosklerose kommt.

Die Rolle von TSLP und der dadurch hervorgerufenen Th2-Antwort beim allergischen
Asthma ist in den letzten zwei Jahrzehnten gut erforscht worden. Dem Zytokin wird dabei
eine verstarkende Wirkung auf die Erkrankung zugeschrieben. So konnte bei Patienten
mit allergischem Asthma eine vermehrte Expression von TSLP nachgewiesen werden.
Dies korreliert auch mit dem Schweregrad des Asthmas (Li et al., 2018; Shikotra et al.,

2012). Aus diesem Grund ist aktuell ein anti-TSLP-Antikorper (Tezepelumab) als ein
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moglicher Behandlungsansatz bei unkontrolliertem allergischem Asthma Ziel der
Forschung (Corren et al., 2017) und scheint hierbei eine gute Wirkung zu zeigen. Daher
kénnten mdgliche Interaktionen zwischen einer TSLP-basierten Immunisierung gegen
Atherosklerose und zum Beispiel atopischen Erkrankungen interessante Ziele zukUnftiger
Forschungsvorhaben sein. Eine TSLP-basierte Impfung bspw. kdnnte bei Menschen mit
atopischen Erkrankungen zum haufigeren Auftreten unerwinschter Wirkungen fihren.
Des Weiteren konnte eine Behandlung mit anti-TSLP-Antikérpern die Wirkung einer
TSLP-basierten Impfung beeintrachtigen. Weitere Forschungen konnten ebenfalls
untersuchen, ob eine Behandlung mit anti-TSLP-Antikorpern einen negativen Effekt auf
die Atherosklerose der behandelten Personen zeigt.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass durch die Injektion von TSLP bei ApoE-
defizienten, mannlichen M&usen in sehr jungem Alter eine Reduktion der Plaquegr6i3e in
signifikantem Ausmald beobachtet werden konnte. Dies lasst auf TSLP als praventiver,
immunmodulierender Ansatz in der Bekampfung der Atherosklerose und ihrer
Folgeerkrankungen hoffen. Erganzende Untersuchungen zur Wirkungsweise von TSLP
auf die Atherogenese erscheinen dabei sinnvoll, auch weil in der hier vorliegenden Arbeit
nur eine kleine Fallzahl betrachtet werden konnte. Zudem konnte eine grof3e Streuung
der Daten beobachtet werden. Eine Wiederholung der Versuchsaufbauten mit einer
grolReren Fallzahl erscheint daher sinnvoll, um die Relevanz der Ergebnisse zu

bestatigen.
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5. Zusammenfassung

Bei der Atherosklerose und ihren Folgeerkrankungen handelt es sich um weltweit sowohl
fur das Individuum als auch fur die Gesamtgesellschaft relevante, potenziell tédliche
Erkrankungen. Da es sich bei der Atherosklerose um eine immunologische, chronisch
entzundliche Erkrankung handelt, stehen auch potenzielle immunmodulatorische

Behandlungsansatze zur Verfigung.

Ziel dieser Arbeit war es, die madglicherweise protektive Wirkung einer immun-
modulierenden Behandlung mit dem Zytokin Thymic stromal lymphopoietin (TSLP) auf
die Atherogenese zu untersuchen. Hierflir wurden in verschiedenen tierexperimentellen
Versuchsaufbauten ApoE-defiziente und TSLPR/ApoE-defiziente mannliche Mause
verschiedener Altersstufen einer intraperitonealen Behandlung mit TSLP oder mit
Placebo unterzogen — zum einen im Alter von sechs bis acht Wochen zur Untersuchung
der prospektiven Wirksamkeit von TSLP. Zum anderen nach sechs und elf Monaten, um
eine  madgliche Reduktion bereits bestehender atherosklerotischer Plaques zu
untersuchen. AnschlieBend erfolgten Untersuchungen hinsichtlich der Ausbildung
atherosklerotischer Lasionen, der Infiltration von Monozyten und Makrophagen in die

Plaques, sowie zur Verteilung von Immunzellen im peripheren Blut.

Bei den alteren, mit sechs und elf Monaten mit TSLP behandelten ApoE-defizienten
Mausen zeigte sich eine signifikante Zunahme der Invasion von Monozyten und
Makrophagen in die atherosklerotischen Lasionen. Der Anteil CD11b*-Zellen war bei
diesen Tieren erniedrigt. In dieser Altersgruppe konnte keine Reduktion der Plaquegrof3e
nach Gabe von TSLP beobachtet werden.

Bei den jungeren, im Alter von sechs bis acht Wochen behandelten ApoE-defizienten
Tieren zeigte sich dagegen ein signifikanter Rickgang der atherosklerotischen Plaques
bei den mit TSLP behandelten Tieren im Vergleich zu der Placebo-Gruppe. Dies impliziert
eine protektive Wirksamkeit von TSLP, wenn es vor der Entstehung atherosklerotischer
Lasionen zur Anwendung kommt. Zudem liel3 sich bei dieser Behandlungsgruppe eine

Zunahme von CD11b*-Zellen im peripheren Blut nachweisen.

In einer Versuchsreihe mit sechs bis acht Wochen alten, TSLPR/ApoE-defizienten

mannlichen Mausen konnte kein Effekt von TSLP auf die Atherogenese festgestellt
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werden, wodurch ein alternativer Wirkmechanismus von TSLP abseits des TSLP/TSLPR-
Signalwegs weitestgehend ausgeschlossen wurde.

Auch wenn die genauen Mechanismen der atheroprotektiven Wirkung von TSLP aktuell
noch nicht vollstandig verstanden sind, stellt der in dieser Arbeit untersuchte
Behandlungsansatz perspektivisch somit eine Moglichkeit zur primaren Pravention der
Atherosklerose dar. Hieraus entsteht ein interessanter Ansatzpunkt fur weitere
Forschung, die dazu beitragen konnte, einer der gréRten ,Volkskrankheiten“ neue

Behandlungsoptionen entgegenzusetzen.
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