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1. Einleitung

1.1. Arterielle Hypertonie

Die Diagnose der arteriellen Hypertonie wird gdstelenn bei wiederholter sachgemaler
Blutdruckmessung ein systolischer Blutdruck von ek 140 mmHg, bzw. ein diastolischer
Blutdruck von mehr als 90 mmHg gemessen Witdhgefahr 30% der Bevélkerung in der
industrialisierten Welt leiden an arterieller Hyimetie und kdnnen Hypertonie-bedingte
Endorganschaden entwickélirterielle Hypertonie stellt den haufigsten Ridiktor fiir die
Entstehung der kardiovaskuldaren Erkrankungen®ddypertonie-bedingte Vaskulopathie
beginstigt die Entstehung der Atherosklerose uhd fiu Gefaldverschlissen und somit zu
Herz- und Gehirninfarkten bzw. transienten Ischarfii@uBerdem stellt sie den wichtigsten
Risikofaktor fiir intrazerebrale Blutungen dakardiale Hypertrophie und die daraus
resultierende Herzinsuffizienz sowie hypertensiveepNopathie mit chronischem

Nierenversagen sind weitere haufige Folgen eimegj#rigen arteriellen Hypertonie’

1.1.1. Pathogenese der arteriellen Hypertonie

Im Gegensatz zu den sekundaren Hypertonieformenemir klaren organspezifischen
Ursache oder zugrundeliegendem genetischen Defekler genaue Pathomechanismus der
arteriellen Hypertonie bei mehr als 90% der Pagiemicht bekannt, weshalb von essentieller,
primarer oder idiopathischer Hypertonie gesproched. An der Entstehung der essentiellen
arteriellen Hypertonie sind zugleich mehrere Patbdmanismen beteiligt: erhdhte
zirkulatorische und insbesondere lokale Aktivités dRenin-Angiotensin-Aldosteron-Systems
(RAAS)®, erhdhte Sympatikus-Aktivityt verschiedene genetische Faktdfesowie renale
Mechanismen, wie z.B. konstitutiv niedrige Anzabt 8lephronett. Hinzu kommen weitere
Faktoren, die die Entstehung der arteriellen Hypeet beginstigen, wie z.B. erhohte
Kochsalz-Einnahmé, Alkoholkonsunt®, Adipositas und Dyslipidamié Aus diesem
komplexen Zusammenspiel verschiedener Pathomechanis entsteht ein relativ
einheitliches klinisches Bild der arteriellen Hyjmerie; unterschiedliche Pathomechanismen
kénnen sich aber in der unterschiedlichen Ausprggies hypertensiven Endorganschadens
widerspiegeln.

Unter physiologischen Bedingungen dient das RAAS dghaltung des normalen

systemischen Drucks und wird beim Blutdruckabflthaert. Die wichtigsten Stimuli fir die
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renale Renin-Sekretion sind renale
Hypoperfusion und
Sympatikusaktivierung. Renin

spaltet Angiotensin (Ang) | von

RET'N dem, hauptsachlich in der Leber

Angiotensinogen —— ANGIOTENSIN | produzierten, Angiotensinogen.

ANGloiENSF e Angiotensin  converting enzyme

renale Na+ Reabsor;;on \E‘ntz(jndung (ACE) kataIySiert die Umwandlung
WS ens vom Ang | zum Ang Il Ang |
Fibrose bewirkt die systemische

kardiale Hypertrophie
Vasokonstriktion, steigert die renale

. . _Natrium- und Wasser-
Abbildung 1. Schematische Darstellung des RAAS. Physiologische

Aktivierung des RAAS ist in grauer und schwarzerr8tHargestellt. RUckresorption und erhoht die
In roter Schrift sind in Rahmen der prolongierten FBAAktivierung

auftretende Effekte aufgelistet. Aldosteronsekretion. In der Regel
beheben diese Ang lI-Effekte die initiale Hypotodie zur Aktivierung des RAAS gefuhrt
hat.
Allerdings sprechen mehrere Hinweise dafiur, dassRI®AS zumindest bei einem Teil der
Patienten entscheidend an der Entstehung deredigariHypertonie beteiligt ist. In diesem
Fall findet eine Aktivierung des RAAS ohne zugrundiegende Hypotonie oder
Volumendepletion statt. 60% der Patienten mit sefler Hypertonie sprechen auf eine
Monotherapie mit einem ACE-Inhibitor an. Sogar Heatienten mit einer niedrigen
zirkulatorischen Renin-Aktivitdt und niedrigen zifltorischen Ang IlI-Spiegeln kommt es
unter der Therapie mit einem ACE-Inhibitor zu aysgeter Blutdrucksenkurg.In diesem
Zusammenhang wird insbesondere die Bedeutung #afelo Ang II-Produktion deutlich
Seikaly et al. haben 1000 Mal hohere Ang ll-Spiegetarenal als in der Zirkulation
gemesser Weitere Beweise fiir die Beteiligung des RAAS anfetstehung der arteriellen
Hypertonie und des hypertensiven Endorganschademsmkn aus umfangreichen
Tierexperimenten. Mause denen das Gen fur Angiotegen, ACE, oder Ang Il Typ 1
(AT1)-Rezeptor fehlte, weisen einen um 35 mmHg mgeaden Blutdruck als Kontrolltiere
auf!’ Die fur Mausrenin transgenen Ratten sind im Geafendazu deutlich hypertensiv und
sprechen auf eine Therapie mit niedrigen Dosen AGfE-Inhibitoren arf Fir humanes
Renin und Angiotensinogen transgene Ratten weibemfalls eine ausgepragte arterielle
Hypertonie sowie hypertensive Endorganschaden %igf. sprechen auf die Therapie mit

einem ACE-Inhibitor sehr gut dfl. Aufgrund der (iberzeugender Hinweise fir die
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malfdgebliche Beteiligung des Ang Il in der Pathogenger arteriellen Hypertonie und des
hypertensiven Schadens wurde im experimentelleh dieser Arbeit ein Mausmodell mit
Ang ll-induzierter arteriellen Hypertonie verwendet

Wie bereits erwahnt, stellt die arterielle Hypertorein erhebliches Risiko fir die
Entwicklung kardiovaskularer Erkrankundefierzhypertrophie und Herzinsuffizienz sowie

der hypertensiven Nephropathie und Niereninsufiizie dar® ’

Die genannten
Endorganschaden entstehen aus einem komplexen #eswpiel biomechanischer und
neurohumoraler Faktoren. Im Folgenden wird die Moipgie des kardialen, vaskularen und
renalen hypertensiven Schadens geschildert. Desteldei werden die wichtigsten
biomechanischen und neurohumoralen Faktoren sowe wichtigsten molekularen

Mechanismen mit Betonung auf Ang llI-bedingter Eg@mschadigung dargestellt.

1.1.2. Morphologie und Mechanismen des kardialen 8adens

Hauptmerkmale der hypertensiven Herzerkrankung Biydertrophie der Kardiomyozyten,
perivaskulare und interstitielle Fibrosierung soetgzindliche Infiltrate.

Sowohl biomechanische als auch neurohumorale Stiftiiren zur Hypertrophie der
Kardiomyozyten bei arterieller Hypertonie. Der bmchanische Stress kann direkt tber
kardiale Mechanozeptoren intrazellulare Signallakonswege aktivieren, oder aber die
Sekretion mehrerer Hormone, Zytokine und Wachstakisfen anregen, die dann in
autokriner/parakriner Weise intrazellulare Sigraadgduktionswege aktivieren.
Veranderungen des Genexpressionsprofils, vermé&ymghese kontraktiler Proteine, sowie
allgemeine Kardiomyozytenhypertrophie stellen dieemginsame Endstrecke der
Signaltransduktion sowohl biomechanischer als aecltohumoraler Stimuli dar.

Es sind nur wenige dehnungsempfindliche kardiomigmigene Rezeptoren bekannt. Das
Protein Melusin interagiert mit Integrinen, dieahseits die extrazellulare Matrix mit dem
intrazellularen Zytoskelett verbinden, und steflimit einen moglichen Mechanozeptor dar.
Das so genanntauscle LIM proteindas im Bereich des Z-Streifen verankert istJtséghen
weiteren mdglichen Mechanozeptor @arDer biomechanische Stress kann auch ohne
Beteiligung spezialisierter Mechanozeptoren vondianyozyten wahrgenommen werden.
Dehnung fuhrt zur Assoziation zwischen dem (AT1p&#or und Janus Kinase-2 (JAK2),
wodurch G-Proteine ins Zellinnere wandern und dgsefrtrophie-Programm aktivierén.

Wie bereits erwahnt, werden verschiedene Hormogtkihe und Wachstumsfaktoren im

Rahmen von biomechanischem Stress von KardiomyoZy&gesetzt. Hinzu kommen die
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im Rahmen der arteriellen Hypertonie in der Zirkalia vorhanden Substanzen, wie z.B.
Katecholamine. Neurohumorale Stimuli aktivieren eeinVielzahl intrazellularer
Signaltransduktionswege. Ang I, Endothelin-1 undtéCholamine binden an denfai-
Protein gekoppelten Rezeptor, der in weiterer Folgier Beteiligung von Phospholipasg C
zur Entstehung von Diacylglycerol (DAG) und Inosiigphosphat fihrt. DAG aktiviert
Proteinkinase C, die unter anderen Histondiacetylaphosphoryliert und somit zur
Veranderungen der Chromatinstruktur und des Geesgmmprofils beitrdgt. Inositol-
triphosphat erhoht den intrazellularen Kalzium-8ple Dies vermittelt Gber Calmodulin-
Histondiacetylasen bzw. Uber Calcineurin-NFAT  undntetaktion mit dem
Transkriptionsfaktor GATA4 das Hypertrophie-Signidliclear factor kappa ENF-«B) ist
ebenfalls dem Calcineurin-NFAT nachgeschaltet upglts eine wichtige Rolle in der
Entstehung der kardialen HypertropfieDas aktivierte Protein Gyra1-Protein stellt einen
der wichtigstenen Stimuli fimitogen-activategbrotein kinasgMAPK) dar. Diese wird auch
von insulin growth factor-l (IGF-I) und fibroblast growth factor (FGF)-2 Uber einen
Tyrosinkinase-gebundenen Rezeptor aktiviert, vordidaophin-1 tber gp130-gebundenen
Rezeptor sowie votumor growth facto(TGF){3 tber Threonin/Serin-gebundenen Rezeptor.
MAPK Signaltransduktion aktiviert p38, c-Jun N-teénale Kinase (JNK) sowiextracellular
regulated kinas€ERK), die wiederum weitere intrazellulare Progidarunter auch mehrere
Transkriptionsproteine, phosphorylierEnEs ist erwahnenswert, dass JNK und p38 sowohl
an den Signaltransduktionswegen der kardialen Hrgydrie als auch der Apoptose beteiligt
sind**

Einen weiteren, erst vor kurzem entdeckten Sigaadluktionsweg stellt die microRNA dar,
die in verschiedenen Formen der kardialen Hypehnimptark reguliert ist und ursachlich an
ihrer Entstehung beteiligt ist. Uberexpression bBefizienz einzelner microRNAs fiihrt im
Tiermodell zur Hemmung bzw. Verstéarkung der kaetiaHypertrophié>

Da im experimentellen Teil dieser Arbeit das Mode#ir Ang ll-induzierten arteriellen
Hypertonie und Endorganschéaden verwendet wird,asollieser Stelle ausfuhrlicher auf die
direkten Effekte von Ang Il auf Kardiomyozyten eagangen werdenn vivo und in vitro
Versuche beweisen, dass Ang Il Hypertrophie dedi$anyozyten hervorruft, unabhangig
von der mechanischen Beanspruchung des Herzmuskzzolai et al. zeigten dass
transgene Mause die ausschlie3lich im Herzen Rattgmtensinogen exprimieren bereits
bei normalen systemischen Druck kardiale Hypertemmtwickeln?® Lindpaintner et al.
zeigten, dass niedrig dosiertes Ang Il kardiale étygnie induziert, ohne den systemischen

Blutdruck zu beeinflusseff.Ang Il induziert Hypertrophie der isolierten Kaodiyozytenin



Regulatorische T-Lymphozyten in Angiotensin II-begtem Endorganschaden 1. Einleitung

vitro; dieser Effekt konnte mittels AT1-Rezeptor-Antaigoen aufgehoben werdéh Die
Hauptquelle des Ang Il in der hypertensiven Hermatkung ist nicht das zirkulierende,
sondern das lokale, im Myokard produzierte Ang’ Dieses wird, wie bereits erwéhnt, auch
als Antwort auf biomechanischen Stress von Kardimeyien sezernieff In diesem
Zusammenhang ist es interessant, dass im MausmdeellDruck-bedingten kardialen
Hypertrophie die Behandlung mit ACE-Hemmern ihrevidcklung hemmt, obwohl sie die
fur die Entwicklung der kardialen Hypertrophie iresem Modell unerlassliche Nachlast
nicht beeinflusst* Ang Il bedingte kardiale Hypertrophie wird durclrakrin wirkendes
TGF$ und FGF-2 vermittelt. Schulz et al. zeigten, dbss den Mausen die kein TG¥F-
exprimieren, die Ang |- bedingte linksventrikularélypertrophie ausbleit. Ein
vergleichbares Ergebnis zeigen Versuche mit Maudén,kein FGF-2 exprimieren. Sie
entwickeln auch keine Ang Il-bedingte linksventiike Hypertrophie®

Aul3er der Hypertrophie der Kardiomyozyten spielealiferation der kardialen Fibroblasten
und Fibrosierung eine entscheidende Rolle im kédiand Hypertrophié? * Die klinische
Bedeutung der Fibrose liegt vor allem in ihrer Agaton mit dem Auftreten der
ventrikularen Arrhythmieri®

Kardiale Fibroblasten produzieren sowohl die Haagthndteile der extrazellularen Matrix
(Kollagen Typ | und IIl) als auch die Matrixmetgimteinasen, die die Bestandteile der
extrazellularen Matrix abbauen. Aus diesem Grurellest sie den Hauptregulator der
extrazellularen Matrix dar. Der mechanische Stfékg ahnlich wie bei Kardiomyozyten zur
Produktion von Ang Il, das in parakriner/autokrindieise Fibroblastenproliferation sowie
Produktion von Proteinen der extrazellularen Matixregt’ Dies wird zum Teil tber
Induktion von TGF$, Endothelin-1, Interleukin-6 und Osteopontin vdteli. Weitere
neurohumoralen Faktoren, wie z.B. FGF-2, IGF-I W@decholamine sind ebenfalls an der
Entstehung der Fibrose beteilfjt.Vor kurzem wurde die Bedeutung von kardialen
Mineralokortikoidrezeptoren und Aldosteron wiededatkt. lhre Blockade verbesserte
entscheidend die Morbiditat und Mortalitat der hesaffizienten Patientef. Weitere
Untersuchungen zeigten, dass dieser Effekt zumindes Teil auf einem verminderten
Umsatz der extrazellularen Matrix berdfitDurch die perivaskulare und interstitielle
Akkumulation extrazellularer Matrixproteine wird ediRelaxationsfahigkeit des Myokards
negativ beeinflusst, was zum einen in die diastbBsDysfunktion mindet, zum anderen
Energievesorgung und Kommunikation zwischen dendiganyozyten hemmt. Die daraus
resultierende Apoptose und Nekrose der Kardiomyoregtellt einen weiteren Anreiz fur die

Fibrosierung dar®
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Kardiale Hypertrophie geht mit einem proinflamméohen Phanotyp einher. So sind im
Mausmodell mit Druck-induzierter kardialer Hypephoe eine Reihe proinflammatorischer
Zytokine wie z.B.tumor necrosis facto(TNF)-a, Interleukin-6,monocytechemoattractant
protein (MCP)-1 undmacrophage inflammatomyrotein (MIP)-1 vermehrt exprimiert. Mause
die TNFu-defizient sind zeigen verminderte Druck-bedingtediale Hypertrophie sowie
einen milderen inflammatorischen PhanotyRathohistologische Untersuchungen der Ang
lI-bedingten kardialen Hypertrophie zeigen sigrafike perivaskuldre und interstitielle
entziindliche Infiltrate, bestehend aus Monozytekiidphagen und Lymphozytén* Ihre
Infiltration konnte durch die Expression der Adleéisimolekilevascular cell adhesion
molecule (VCAM)-1 und intercellular adhesion molecul¢ICAM)-1 in hypertensiver
kardialen Hypertrophie vermittelt werd&hAvrterielle Hypertonie in T- und B-Lymphozyten
defizienten Mausen fuhrte nicht zu der erwartetardialen Fibrose, sondern resultierte im
verminderten kardialen Kollagengehalt und in delafation des Ventrikel$ Die genauen
Mechanismen dieses Effekts sowie die genaue Rdale Lgmphozyten in der kardialen
Hypertrophie bleiben letztlich ungeklart.

Die oben beschriebenen pathologischen Veranderufmigi@en in ihrer Gesamtheit zum
elektrischen Remodeling des Myokards. Kardiale Hypphie fordert eine nicht einheitliche
Verlangerung der Dauer des Aktionspotentials undR¥gpolarisation. Diese Veranderungen
der elektrischen Eigenschaften erhéhen die Vunitébdes Myokards und kénnen zur
Entstehung von ventrikuldren Tachykardien fuHfeSo konnten Rials et al. in mehreren
Studien zeigen dass eine Regression der kardiaygertiophie die elektrophysiologischen
Eigenschaften des Myokards positiv beeinfl$5<t

1.1.3. Morphologie und Mechanismen des vaskularercBadens

Arterielle Hypertonie verursacht Uber eine Vielfattn Mechanismen vaskulare Schaden.
Diese fuhren zum erh6hten Risiko fur kardiovaslallBreignisse, die zumindest zum Tell
durch schnelleres Fortschreiten der Atherosklermseerklaren sind, wie aus folgenden
tierexperimentellen Arbeiten ersichtlich ist. Wu &kt zeigten, dass die Induktion der
arteriellen Hypertonie mittels Aortenkonstriktion Apoprotein E-defizienten Mausen zum
Ausbruch der atherosklerotischen Verdanderungen ein Gefal3abschnitten proximal der
gesetzten Aortenstenose fuhrt und betonten som#& @&iedeutung mechanischer
Beanspruchung der Gefaffeweiss et al. zeigten, dass Ang Il zum schnell&ertschreiten

der Atherosklerose in Apoprotein E-defizienten Meusfiihrt®™® Im Gegensatz dazu
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verlangsamte die Hemmung der Entstehung vom Angitiiels ACE-Inhibitoren bzw. die
Blockade seiner Wirkung mittels AT1-Rezeptor-Antaigten das Fortschreiten der
Atherosklerose in Apoprotein E-defizienten Mausen.

Die in der arteriellen Hypertonie herrschende eth68cherspannung und der erhéhte
intravasale Druck werden in der Endothelschicht @efal3e in ein molekulares Signal
umgewandelt? Eine Reihe der Signaltransduktionswege wird dudié einwirkenden
mechanischen Kréafte aktiviert. Sie fuhren zur Peddition der Endothelzellen und der glatten
Muskelzellen sowie zur vermehrten Produktion deraellularen Matrix> Dies resultiert in
der Intima- und Mediaverdickung der kleinen ArtarieGesteigerte Produktion der
Sauerstoffradikale fuhrt zur endothelialen Expmssier Adhésionsmolekile und somit zur
Leukozyteninfiltratior?* Diese inflammatorische Kaskade tragt durch praiifee Signale
zusatzlich zur Mediaverdickung bei.

Ang Il ist entscheidend an der Entstehung der Jaskm Schaden beteiligt. Diese
beschréanken sich nicht auf ein bestimmtes Orgamdeso betreffen den gesamten
Organismus. Ang Il erhoht die Expression wascular endothelial growth factqvEGF)
und verschiedenen Prostaglandinen und erhéht sdimiPermeabilitdt des Endothé?s®
Ang Il fihrt zu Entstehung von freien Sauerstofikaten in Endothelialzellen und
vaskularen  glatten = Muskelzelléh. Freie  Sauerstoffradikale  dienen  als
Signaltransduktionsmolekule fir Transkriptionsfakto NFxB und activator protein(AP)-1
und fihren zur Expression von verschiedenen pammihatorischen Molekilen wie z.B.
TNF-a, granulocyte-macrophage-colony stimulating fac(@M-CSF), MCP-1, E- und P-
Selektin an den Endothelialzellen sowie ICAM-1 WGAM-1. Somit wird die Adhasion
verschiedener Immunzellen, insbesondere der Moeozyind Lymphozyten, und ihre
anschlieBende vaskulare Infiltration begtinstigh der oben beschriebenen Mediaverdickung
spielt neben dem mechanischen Stress Ang |l ellerdale entscheidende Rolle, da es zur
Hypertrophie und Proliferation der vaskularen giatMuskelzellen fuhrt ® Zusammen mit
vermehrter Produktion extrazellularer Proteinettidigs entscheidend zur Mediaverdickung

bei
1.1.4. Morphologie und Mechanismen des renalen Sathens

Die Hypertensive Nephropathie ist charakterisiartctl arteriosklerotische Veranderungen

der renalen Arteriolen, glomerulare Sklerose unerstitielle Nephritis.
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Ein frihes klinisches Zeichen der hypertensivenh¥epathie ist die Mikroalbuminurie, die
aulRerdem ein Prediktor der kardiovaskuldren Ersignsowie der Nierensinsuffizienz st.
Patienten mit hypertensiven Nephropathie entwickeiristens eine milde chronische
Niereninsuffizienz mit geringer Proteinurie (bis/Tgg). Bei Patienten die eine zugrunde
liegende Nierenerkrankung haben, steigt die Waleistbhkeit des terminalen
Nierenversagens mit dem AusmaR der arteriellen Hypie an®® Ein weiteres Merkmal der
renalen Nephropathie sind ausgepragte interséiteitziindliche Infiltrat&*

Die oben beschriebenen vaskularen Schéden, instesomliie Mediaverdickung und die
perivaskularen entzindlichen Infiltrate, stellennesi bedeutsamen Teil der renalen
Schadigung dar. Die aus der Mediaverdickung reselide Verengung des Gefal3lumens der
grof3en und kleinen renalen Arterien sowie glomeemArteriolen ist ein Ausdruck der
hamodynamischen Autoregulation. Sie hemmt initinkalirekte Ubertragung des erhohten
intravasalen Drucks auf die renalen Kapillaren rifigier im Zeitverlauf zu pathologischen
vaskularen Veranderungén.

Ang 1l stellt die Schlisselsubstanz der renalena8iung dar, sowohl bei hypertensiver
Nephropathie als auch bei einer Reihe anderer eend@rkrankungen, wie z.B. bei
verschiedenen Glomerulonephritiden oder bei diableér Nephropath®®® Die Niere
verfugt Uber ein intrarenales RAAS; die lokale Ah¢{onzentration kann das 1000fache der
systemischen Ang ll-Konzentration betrad@n.

Der wichtigste hamodynamische Effekt des Ang llitélelsin der bevorzugten Konstriktion
der Vas efferens des Glomerulus. Dadurch wird &engrulére Filtrationsdruck reguliert und
die glomeruléare Filtrationsrate auch unter ung@esti hAmodynamischen Bedingungen
aufrechterhalten. Allerdings fuhrt eine zeitlichrsgadehnte und UberméaRige Vasokonstriktion
des Vas efferens sowie eine chronische Erhohunggtteserularen Kapillardrucks zur
Entstehung der GlomerulosklerdSe.

Grol3teils Uber AT1-Rezeptoren aktiviert Ang Il aigklaeren Transkriptionsfaktoren AP-1
und NF«B in der Niere. In weiterer Folge werden Expressiod Synthese extrazellularer
Matrixproteine in den Mesangialzellen, interstidal Fibroblasten und Tubuluszellen
induziert. Dies wird durch TGB undconnective tissue growth fact¢€ TGF) vemittelt.> "
Weitere Signaltransduktionswege der Ang llI-bedingtenalen Fibrose fiihren Uber die
Aktivierung von SMAD-Proteinen und vom Rho-Kinasgs@&m’? " Zusammen mit
verlangsamter Degradation der extrazellularen Mattie zum Teil mit der Induktion von

plasma activator inibito{PAI)—1 stattfindet, fiihrt Ang Il zur renalen Filsel*
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Die Aktivierung von AP-1 und NkB durch Ang Il wirkt nicht nur profibrotisch, sonuhe
stellt den Beginn der inflammatorischen Reaktion d& in weiterer Folge zur Aktivierung
des unspezifischen und spezifischen Immunsysterhg. flDben beschriebene vaskulére
Schadigung findet auch an den renalen Gefal3en wtdttspielt in der Entwicklung des
renalen Schadens eine herausragende Rolle. Anghdihe die Gefal3permeabilitat und
ermdoglicht zusammen mit Expression verschiedeneen@kine (MCP-1, RANTES,
Osteopontin), Zytokine (Interleukin-6, TNd#)- und Adhasionsmolekile (VCAM-1, ICAM-1)
die Bildung von interstitiellen entzindlichen Infdten, bestehend aus Monozyten und
Lymphozyten (fur detaillierte Beschreibung siehaskulare Schaden®). Aul3erdem stimuliert
Ang 1l Uber die bereits erwahnte Ni#B-Aktivierung die entziindliche Reaktion in den
Mesangialzellen und glomerularen EndothelialzellRniz-Ortega et al. zeigten, dass Ang I
mittels NFkB-Aktivierung die Produktion von MCP-1 induziert.dl¥ et al. zeigten, dass
Ang |l die Expression von RANTES, einem chemotaikten Protein, in den glomeruléren
Endothelialzellen hervorruft. Infiltrierte Zellen  Oknen ihrerseits die
entzundliche/immunologische Reaktion verstarkergein sie weitere Chemokine und
Zytokine produzieren. Aul3erdem verfligen sie Ublerkdmponenten des RAAS und kénnen
durch Ang Il-Produktion die Hypertonie sowie die pleytensive Nephropathie weiter
verstarker(>

Neben Ang Il ist Aldosteron ein weiterer wichtigéfaktor in der Entstehung der
hypertensiven Nephropathie. Klinische Studien sgigidass kombinierte Gabe von ACE-
Hemmern und Aldosteron-Antagonisten einen bessétBfakt auf die Albuminurie in
hypertensiver Nephropathie hat als jeweilige Sulzstalleine, trotz der vergleichbaren
Blutdrucksenkund® Langeres Verabreichen von Aldosteron-Analoga (D®Cgowie
gleichzeitige salzreiche Diat fuhren zur arterielléypertonie, renaler Fibrose und Proteinurie
bei der Maug! Fir den renalen Schaden verantwortliche Mechamisimel, vergleichbar mit
Ang ll-induziertem Schaden, Bildung von freien Sateffradikalen und Expression von
proinflammatorischen Molekiilen mit Ausbildung fitiszher Veranderungeft. ”®

1.1.5. Angiotensin Il und Immunsystem

Untersuchungen zur Pathophysiologie des hypertensivnd insbesondere des Ang II-
bedingten Endorganschadens weisen auf die proinfltorischen Eigenschaften des Angs Il
hin. Die Hypothese, dass antiinflammatorische umumunsuppressive Malinhahmen den

hypertensiven Endorganschaden positiv beeinfluggaede im Labor im Rahmen mehrerer
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tierexperimentellen Studien erforscht. Da Ang h &lesentlicher Faktor in der Entstehung
der arteriellen Hypertonie und des hypertensivema8ens ist, wurden in mehreren
Versuchen doppelt-transgene Ratten (dTGR) fur damane Renin und Angiotensinogen
verwendet. Diese entwickeln eine arterielle Hyp@gamit ausgepragtem Endorganschaden
und sterben im Alter von 7 Wochéh. Inhibition der NFkB-Aktivierung mittels
Pyrrolidindithiocarbamat bzw. héher Dosen Acetytsdsdure verbesserten die Alouminurie
und kardiale Hypertrophie, und verringerte entziohdl Infiltrate in der Niere und im
Herzen* * Cyclosporin A, ein Inhibitor der T-Lymphozytenakérung, verbesserte die
Albuminurie und kardiale Hypertrophie. In diesemsZmmenhang muss erwahnt werden,
dass der Effekt von Cyclosporin A auf die renalehBlagie auf seine immunsuppressive
Eigenschaften zurlckzufuhren ist. Allerdings koénmet® sich bei der Verbesserung der
kardialen Hypertrophie um einen direkten Effekt akfrdiomyozyten handeln, da
Cyclosporin A auch ein Calcineurin-Inhibitor f8t. Dexamethason, ein unspezifisches
Immunsuppressivum, Etanercept, ein ThHrhibitor, und Mycophenolatmofetil, ein B- und
T-Lymphozyten-Inhibitor, haben die renale Schadgun den doppelt-transgenen Ratten
verbessert, ohne den systemischen Blutdruck beatauts beeinflussett.

In mehreren Studien mit hypertensiven Patienten iesoWwatienten mit koronarer
Herzerkrankung wurden eindeutige antiinflammatdrescEffekte der ACE-Hemmer und
AT1-Rezeptor-Antagonisten gesehen. Interleukin-&F®, PAI-1, MCP-1 wurden bei
diesen Patienten mittels ACE-Blockade geséhkt.

Proinflammatorische Eigenschaften von Ang Il spielaicht nur im hypertensiven
Endorganschaden eine wichtige Rolle. Blockade d®&3Rwirkt sich positiv auf eine Reihe
der immunologisch bedingten Erkrankungen, wie aiB.die chronische AbstoRungsreaktion
nach der Nierentransplantation im Rattenmodell uwrath der Herztransplantation im
Mausmodell au&® 8 Ebenso konnte ein positiver Effekt in der experiteien autoimmunen
Myokarditis sowie in der experimentellen autoimmuné&nzephalomyelitis gesehen
werden®> % Die anti-glomerulare-Basalmembran-Glomerulonejshrizeigt bei AT1-
Rezeptorknock outMausen im Vergleich mit derwild typ Mausen einen milderen
Phanotyg’ Die positiven Effekte der RAAS-Blockade in immuogischen Erkrankungen
beschréanken sich nicht nur auf die tierexperiméarieDaten; eine Behandlung mit ACE-
Hemmer verbesserte die Symptomatik bei Patienténhmiimathoider Arthriti&®

Ang Il Ubt einen direkten Einfluss auf die Zelleresd Immunsystems aus. Mehrere
Zellpopulationen des Immunsystems exprimieren ddri-Rezeptor. Dieser wurde vom

Nataraj et al. auf mMRNA Ebene in den T und B-Lyngphen sowie Makrophagen der Maus
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nachgewiesen. In derselben Arbeit zeigten sie, degsalleinige Zellstimulation mit Ang |l
ausreichend ist, um Proliferation der Splenozytervérzurufen. Dieser Effekt blieb in den
Splenozyten einer ATalRezeptor-defizienter Maus aus. Ebenso konnte die$ekt mittels
ACE-Hemmer und AT1-Rezeptor-Antagonisten gehemmtrdem Aktivierung der
Lymphozyten mittels Angs Il bewirkt die Erh6hungsdatrazellularen Kalziums und fuhrt
somit zur Aktivierung des Calcineurin-Signaltransiionswegs® Weitere experimentelle
Daten weisen darauf hin, dass Ang Il modulatoridétiekte auf das J1/ Ty2-Gleichgewicht
ausubt. Shao et al. zeigten, dass aus hypertensireAng II- behandelten Ratten isolierte T-
Lymphozyten mehr Interferop-und weniger Interleukin-4 sezernieren als T-Lynmpjten,
die aus unbehandelten Ratten isoliert wurden. Dedelget, dass Ang Il dasyIliTy2-
Gleichgewicht zugunsten degT-Immunantwort verschieben kafthDieses wurde von den
Versuchen von Mazzolai et al. weiter untermauepleSozyten von Mausen mit der
renovaskularen, Ang ll-bedingten, arteriellen Hypeie sezernieren mehr Interfergrals
normotensive Ma&us®. AuBerdem verfiigen Lymphozyten und weitere Zelleas d
Immunsystems Uber alle Komponenten des RAAS-Systents konnen durch Ang lI-
Produktion die arterielle Hypertonie sowie inflantorésche/immunologische Reaktionen
weiter verstarken. Bereits im Jahr 1993 zeigten &oet al., dass die Leukozyten von Ratten
Angiotensinogen sezernier&nln einer im Jahr 2007 publizierten Arbeit vom Juicz et al.
wurden erstmalig humane Immunzellen systematiscbh nKomponenten des RAAS
untersucht. Es zeigte sich, dass mehrere Subpamédat mit Komponenten des RAAS
ausgestattet sind. Mitogen- odecell receptor(TCR)-vermittelte Proliferation der T und NK
Zellen konnte nicht nur mittels Angs Il, sonderrclaumittels Angiotensinogens und Angs |
verstarkt werden. Dies zeigt, dass in diesen Zel@mhandene Komponenten des
Immunsystems auch funktionell bedeutsam sind. &hnliie Shao zeigte Jurewicz, dass Ang

Il das Ty1/TH2-Gleichgewicht zugunstenyI-Immunantwort verschief: %

1.2. Regulatorische T-Lymphozyten

1.2.1. Charakteristika der regulatorischen T-Lymphayten

Eine der grundlegenden Voraussetzungen fur einteddgnktionierendes Immunsystem ist
eine ausreichende Toleranz gegentber den eigenepetstrukturen. Die im Thymus
stattfindende klonale Deletion der T- und B-Lympyten, die eigene Antigene erkennen,

stellt den zentralen Mechanismus der Selbsttoledan? Allerdings werden mittels klonaler
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Deletion nicht alle autoreaktiven Lymphozyten btgei ein bedeutender Anteil bleibt
erhalten und wird durch weitere, so genante pergpMechanismen der Selbsttoleranz unter
Kontrolle gehalteri” Diese Mechanismen sind vielfaltig. Der Bedeutemdsird von einer
separaten Subpopulation der T-Lymphozyten getragenden so genannten T-Lymphozyten
(Treg)?®

Regulatorische T-Lymphozyten kommen sowohl unter4€lals auch unter CD8+ T-
Lymphozyten vor. Es handelt sich hier um keine eitilkhe Population, sondern vielmehr
um mehrere Subpopulationen der Lymphozyten unteglithen Ursprungs, Phanotyps und
Wirkmechanismus. Die zahlreichste und funktionekkdéutendste Subpopulation der
regulatorischen T-Lymphozyten stellen die natirliebrkommende, CD4+CD25+ T-
Lymphozyten da?® Sie werden im Rahmen der negativen Selektion iymits ausgebildet
und bilden 5-10% der peripheren CD4+ Lymphozytengetjon, sowohl bei der Maus als
auch beim Menschen. Bei der Maus wird der fur ddgulatorischen T-Lymphozyten
spezifische Transkriptionsfaktéorkhead box proteifFoxp)3 von ca. 90% der CD4+CD25+
Lymphozyten exprimiert’ Die restlichen 10% der CD4+CD25+ Lymphozyten stell
vermutlich  aktivierte  Effektor-Lymphozyten dar. Wae T-Lymphozyten mit
immunsuppressiven Eigenschaften entstehen in depheee. Bei Antigenprasentation in
Anwesenheit von Interleukin-10 kommt es zur Bildwan so genannten Trl-Lymphozyten.
Sie exprimieren weder CD25 noch Foxp3. Sie spielen der Begrenzung der
Entzindungsreaktion eine wichtige Rolle; ihre Imswppression beruht auf Sekretion von
Interleukin-10?®

Antigenprasentation bzw. CD3- und CD28-Kostimulatmusammen mit TGB-fuhrt zur
Expression von dem fur regulatorische Eigenschafemantwortlichen Transkriptionsfaktor
Foxp3 in CD4+CD25- Lymphozytefl. Die immunsuppressive Funktion wird durch T@F-
bzw. mittels direkten Zellkontakts vermittéf%? Interessanterweise differenzieren T-
Lymphozyten in Anwesenheit vom Interleukin-6, einder wichtigsten Zytokine mit sowohl
proinflammatorischen als auch antiinflammatoriscB@genschaften, nicht zu regulatorischen
T-Lymphozyten, sondern zu proinflammatorischen,edieukin-17 sezernierendenyI7-
Lymphozyten®®

Unter den CD8+ Lymphozyten existiert ebenfalls emtemogene Lymphozyten-Population
mit immunsuppressiven Eigenschaften. Unter dem li&sf bestimmter aktivierter CD4+
Lymphozyten kénnen CD8+ Lymphozyten immunsuppres&igenschaften entwickelff*
Der immunsuppressive Mechanismus der CD8+ Lymploryist nicht geklart, wobei
entsprechende Zytokinsekretion bzw. Differenzierung zytotoxischen Lymphozyten
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wahrscheinlich ist. Weitere Subpopulationen der €D§mphozyten zeichnen sich durch
Interleukin-10-vermittelte Immunsuppressitn. *°° Wiederholte Stimulation der CD8+
Lymphozyten durch bestimmte Antigene kann zur [Ehishg der CD8+Foxp3+
Lymphozyten mit suppressiven Effekten auf antigéspntierende Zellen fiihren. Diese
spielen wiederum in der Entwicklung der CD4+ retudachen T-Lymphozyten eine

Rolle 1%’

1.2.2. Das Aufgaben- und Wirkungsspektrum der reg@torischen T-Lymphozyten

Ragulatorische T-Lymphozyten weisen weder die ESgkaften der J1- noch der 2-
Lymphozyten auf. Stattdessen haben sie die FahjgKellproliferation und Interleukin-2
Produktion der CD4+ Lymphozyten zu supprimiet®h AuBerdem koénnen sie CD8+
Lymphozyten, B-Lymphzyten, dendritische Zellen uvidkrophagen supprimieren. Auf die
genauen Mechanismen der Immunsuppression wirdrsgiagegangef®**2

Zentrale Rolle der regulatorischen T-Lymphozytewlén Erhaltung der Selbsttoleranz wurde
im Rahmen der folgenden Arbeiten verdeutlicht. Bereor mehr als 30 Jahren fiel auf, dass
Mause und Ratten nach Thymektomie und weitgehergEnstorung der peripheren
Lymphozyten Autoimmunerkrankungen entwick&th. 1** Die Beobachtung, dass der
Transfer normaler Lymphozyten, insbesondere der4CDAnphozyten, die Entwicklung der
Autoimmunitat verhinderte, lie3 die Vermutung aufkoen, dass die Depletion einer
immunsuppressiven Lymphozytenpopulation fir die wigklung der Autoimmunitat
verantwortlich sein koénnt€> '® Dass die immunsuppressiven Effekte an CD4+CD25+
Lymphozyten gebunden sind, bewiesen Sakaguchi etirmdem sie T-Lymphozyten-
defizienten Mausen Splenozytensuspension trangfamie die davor von CD4+CD25+
Lymphozyten bereinigt worden war. Dies flhrte zwstemischen inflammatorischen
Reaktion, die durch den Kotransfer kleiner Mengddd€CD25+ Lymphozyten verhindert
werden konnté® Diese Versuche lieferten den Beweis, dass innerftss normalen
Immunsystems autoreaktive Lymphozyten existierenl, uthass diese von CD4+CD25+
Lymphozyten unter Kontrolle gehalten werden. Das giaen regulatorischer T-
Lymphozyten fihrte zum Ausbruch der Autoimmuni@araus ergibt sich die herausragende
Bedeutung der Verschiebungen im quantitativen apeditativen Gleichgewicht zwischen
regulatorischen T-Lymphozyten und autoreaktiven ploryten in der Pathogenese der
Autoimmunitat. Die durch verschiedene Noxen herganéene Zahlminderung der

regulatorischen T-Lymphozyten fuhrte in Tierversachzur Entwicklung autoimmuner
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Erkrankungert!’**° Genetische Polymorphismen in den Genen, die afratektionalitat der
regulatorischen T-Lymphozyten beteiligt sind, bmsten die individuelle Neigung zur
Autoimmunitat*?® Dies wird insbesondere am Beispiel der Patienienad einer seltenen
autoimmunen Erkrankung namens IPEX (Immundysreguat Polyendokrinopathie,
Enteropathie, X-chromosomal) leiden deutlich. Aufgt einer Stérung ifkroxp3Gen bleibt
bei den Patienten die Bildung der regulatorischelnyiphozyten aus. Eine generalisierte
autoimmune Erkrankungen ist die Fofgé.

Mittlerweile wurden pathologische Verdnderungermder Anzahl und in der Funktionalitat
der regulatorischen T-Lymphozyten bei vielen Autmionerkrankungen aufgedeckt, wie z.B.
bei der Multiplen Sklerose, Diabetes mellitus Typudd bei der rheumatoiden Arthritis.
Wahrend sich das Vorkommen der regulatorischen mlyzyten im peripheren Blut
zwischen gesunden Personen und an Multipler Skdereskrankten Patienten nicht
unterscheidet, zeigen die regulatorischen T-Lymptesz der Patienten mit schubférmig
remittierender Multipler Sklerose ein vermindersppressionspotenzigf: *#* Dies wurde
von Feger et al. bestétigt. Sie zeigten auerdess on Liquor der Patienten mit Multipler
Sklerose vermehrt regulatorische T-Lymphozyten indein sind** Vergleichbar mit den
Befunden bei den Patienten mit Multipler Sklerosggte sich zwischen den Patienten mit
Diabetes mellitus Typ 1 und gesunden Probanden kaiterschied in der Anzahl der
regulatorischen T-Lymphozyten. Ein zeitlicher Veflaler Anzahl der regulatorischen T-
Lymphozyten konnte ebenfalls nicht ermittelt werdénlich wie bei den Patienten mit
Multipler Sklerose, zeigten die regulatorischen yiFiphozyten, die aus den an Diabetes
mellitus Typ 1 erkrankten Patienten isoliert wurdeime verminderte immunsuppressive
Aktivitat.’>> Auch bei rheumatoider Arthritis scheint die supgiee Eigenschaft der
regulatorischen T-Lymphozytegestort zu sein. Das in der Synovialflissigkeitchéch
vorhandenes TN-Ubt einen negativen Einfluss auf die regulatoescii-Lymphozyten. Sie
exprimieren weniger Foxp3 und weisen vermindertepsessive Eigenschaften auf. Anti-
TNF-a-Therapie mit Infliximab fuhrt zur verstarkten F@«gxpression und zum verbesserten
suppressiven Potenzial der regulatorischen T-Lympien bei rheumatoider Arthritig® 12’
Uber die gesicherte Rolle der regulatorischen Tefelin der Autoimmunitat und
Transplanttoleranz hinaus, zeigte der Einsatz desgulatorischen T-Lymphozyten in
verschiedenen inflammatorisch und immunologischiriggdr Erkrankungen einen positiven
Effekt. Wolf et al. zeigten im Mausmodell der Aglemerularen-Basalmembran-
Glomerulonephritis bei unveranderter Immunkompldxdalgerung eine deutliche Reduktion

der entzindlichen Infiltrate. Im Mausmodell mit Aanycin-induzierter Nephropathie fuhrte
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die Behandlung mit regulatorischen T-Lymphozyten\wrminderten renalen Makrophagen-
Infiltration.**2

Auller in den oben erwahnten Gebieten sind regidater T-Lymphozyten an der
Modulation der Immunantwort auf Allergene und paghiwe oder kommensale Mikroben
sowie bei der Entwicklung der Toleranz gegenibangplantierten Organen beteiligt. Des
Weiteren unterdriicken sie in der Schwangerschaftutierwinschte Immunreaktion dem

Fetus gegeniibéf®
1.2.3. Biologie der regulatorischen T-Lymphozyten
1.2.3.1. Transkriptionsfaktor Foxp3

Expression des Transkriptionsfaktors Foxp3 ist zémtrales Merkmal der CD4+CD25+
regulatorischen T-Lymphozyten. Bei der Maus begttirdsich seine Expression
ausschlief3lich auf die regulatorischen T-Lymphoayteei dem Menschen allerdings ist sie
transient auch bei den aktivierten CD4+CD25- undBB€&DD25- Lymphozyten ohne jegliche
suppressive Eigenschaften vorhanfémer Transkriptionsfaktor Foxp3 wird von einem, auf
dem X-Chromosom lokalisierten Gen kodiert. SeinédBckung im Jahr 2001 ist auf die
intensive Beschaftigung mit der seltenen humanemidémosomalen Autoimmunerkrankung
namens IPEX sowie auf das Erforschen der genetis@randlagen des an generalisierter
Autoimmunitat leidenden, so genannten ,scurfy* Metammes zuriickzufiihrér: *** Ein
Defekt im GenFoxp3und daraus folgendes Fehlen der regulatorischeywiphozyten liegt
beiden Erkrankungen zugrunde. Die Expression vopEast fir die Entwicklung, Funktion
und Aufrechterhaltung der regulatorischen T-Lympherm unerldsslich. Wenn einer
bestrahltenwild typ-Maus Knochenmark eindfoxp3defizienten Maus transplantiert wird,
bleibt die Differenzierung der regulatorischen Trighozyten aus® Die Expression von
Foxp3 legt den suppressiven Phanotyp der reguateen T-Lymphozyten fest. Retrovirale
Transfektion des fiur Foxp3 kodierenden Gens in miéven T-Lymphozyten fihrt zur
Expression von, fur regulatorische T-Zellen chaggktischer, Oberflachenmolekilen CD25,
CTLA-4 und GITR und induziert suppressiven Eigemsn in vitro und in viva®’ Die
Ablation von Foxp3in reifen, peripheren regulatorischen T-Lymphoanyféhrt wiederum
zum Verlust der immunsuppressiven Eigenschaften sodar zur Entwicklung eines

insgesamt proinflammatorischen Zellph&notyps midBktion von Interleukin-2*
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Die Microarray-Analyse der murinen CD4+CD25+ Lymphozyten und @4+CD25-
Lymphozyten vor und nach Aktivierung sowie dé&oxp3transfizierten und nicht
transfizierten CD4+ Lymphozyten deckte eine Reiba ¥oxp3 regulierter Gene auf. lhre
genaue Funktion ist noch weitgehend unkfarEs ist allerdings bekannt, dass die
Transkription von Interleukin-2, Interleukin-4 s@mvinterferony mittels direkter Interaktion
von Foxp3 mit NFkB und NF-AT gehemmt wird® In einer vor kurzem publizierten Arbeit
zeigten Rudensky et al., dass das Fehlen der tegstzhen Foxp3+ Zellen tatséchlich fir
den Phanotyp der ,scrufy“-Maus verantwortlich istnd dass dariber hinaus die
regulatorischen Foxp3+ Zellen wahrend des gesah#bans Autoimmunitat unter Kontrolle

halten**®
1.2.3.2. Interleukin-2

Regulatorische T-Lymphozyten sind durch die Expogssles Oberflaichenmolekils CD25
charakterisiert, der dig-Kette des Rezeptors fur Interleukin-2 darsteftt. Gegensatz zu der
ursprunglichen Annahme, hier handele es sich umne8urrogatmarker, spielt der Rezeptor
far Interleukin-2 in der Biologie der regulatorigeh T-Lymphozyten eine herausragende
Rolle. Knock outMéause die keine fur Interleukin-2, Interleukin-2#£eptorar oder
Interleukin-2-Rezeptop- kodierenden Gene besitzen, entwickeln eine fridhgbogische
Lymphoproliferation und sterben an autoimmunen &rkongert®”**° Interleukin-2-
bedingte Signaltransduktion ist unentbehrlich fike @&eneration der regulatorischen T-
Lymphozyten im Thymus sowie fiir ihre Expansion uuhktionalitat in der Peripherfé?
Regulatorische T-Lymphozyten die keinen Rezeptoirterleukin-2 aufweisen, konnten die
Entwicklung der experimentellen autoimmunen Enzéfhdei Mausen nicht verhindern, im
Gegensatz zu den regulatorischen T-Lymphozytendedie Interleukin-2-Rezeptor besitzen,
aber aus einer Interleukin-2-defizienten Maus stéentt* Dies zeigt, dass die Interleukin-2-
bedingte Signaltransduktion fir die intakte Supgis unentbehrlich ist.In vitro
suppressions assayersuche zeigten, dass die Suppression der Pailderder Effektor-T-
Lymphozyten durch die regulatorischen T-Lymphozyteittels Zugabe des Interleukins-2
aufgehoben wird®® Allerdings zeigten weiterfiihrende Versuche, daissSlUppression der
Interleukin-2-Produktion, im Gegensatz zu der Reddtion der Effektor-T-Lymphozyten,
weiterhin bestehen bleibt? Zorn et al. zeigten des Weiteren, dass das Vecise von
Interleukin-2 die Expression von Foxp3 in humaregutatorischen T-Zelleim vivo verstarkt

sowie einen transienten Anstieg der Anzahl der letgrischen T-Lymphozyten ausldét.
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Interleukin-2 hat aul3erdem einen ausgepragten usmfauf das suppressive Potenzial der
regulatorischen T-Lymphozyten. Eine Vorbehandlungt ranti-CD3-Antikérper und
Interleukin-2 in vitro steigerte die suppressiven Eigenschaften der atgidchen T-
Lymphozyten, was sich in einer geringeren Anzahl fde eine komplette Suppression der
Effektor-T-Lymphozyten notwendigen, regulatorisch&lymphozyten zeigte. In diesem
Zusammenhang ist es erwahnenswert, dass nachsalobien Vorbehandlung die von den

regulatorischen T-Lymphozyten vermittelte Supp@ssintigenunspezifisch it
1.2.4. Die Mechanismen der Immunsuppression
1.2.4.1. Zellkontakt-vermittelte Immunsuppression

Sowohl bei der Maus als auch beim Menschen berubdt SUppression durch die
regulatorischen T-Zellem vitro auf Zell-Zell-Kontakt. Thornton und Shevach zemgbereits
1998, dass eine Trennung der regulatorischen TeZelbn den zu supprimierenden CD4+
Lymphozyten durch eine semi-permeable Membran dippfssion aufhebtln vitro
Blockade von Interleukin-10 zeigte keinen Einfluasf die suppressive Aktivitat der
regulatorischen T-Zelletf® In vitro Blockade von TG zeigte ebenfalls keinen Einfluss auf
die suppressive Aktivitat der regulatorischen Tl&| allerdings zeigten Nakamura et al.,
dass die Zellkontakt-vermittelte Suppression dutak Membran-gebundene T@Hedingt
ist und die Blockade des Membran-gebundenen B@#e Suppression aufhett 4

Es sind mehrere Mechanismen der Zellkontakt-veefteth Immunsuppression bekannt. So
bindet CTLA-4 an CD80 und CD86 der antigenprasestiden Zellen und hemmt somit
Aktivierung der T-Lymphozyteh*' CTLA-4 kann auBerdem an CD80 und CD86 der T-
Lymphozyten binden und sie somit unmittelbar negdieeinfluRert*’ Des Weiteren
induziert die Bindung von CTLA-4 an CD80 und CD8&sdEnzym Indoleamin-2,3-
dioxygenase (IDO) und triggert somit Synthese petemytotoxischer Substanz&H. Ein
weiterer Mechanismus der Zellkontakt-vermitteltemunsuppression stellt die Bindung von
dem an den regulatorischen T-Lymphozyten exprimidgtmphocyte activation ger€AG)-

3 an diemajor histocompatibility comple@MHC) Klasse lI-Molekiilé:*® Diese werden an
dendritischen Zellen, B-Zellen, Monozyten sowie kgdhagen exprimiert. Dies bietet eine
Erklarung fur immunsuppressive Wirkung der reguiatdhen T-Lymphozyten auf mehrere
verschiedene Zelltypen. Au3erdem bewirkt die Birgduan CTLA-4 an das CD80 und CD86
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der dendritischen Zellen ihre geringere Verfugbarkir die Bindung der CD4+
Lymphozyten:*!

1.2.4.2. Zytokin-vermittelte Immunsuppression

Gegensatzlich zu deim vitro Versuchen zeigen die Ergebnisse oerivo Versuche, dass
bestimmte Zytokine flr die Suppression unentbemrBond. Annacker et al. zeigten, dass
regulatorische T-Lymphozyten, aus einer Interletldknock outMaus isoliert, nicht in der
Lage sind, eine experimentelle Kolitis zu verhimdef Vergleichbar dazu zeigten Kingsley
et al., dass die Blockade vom Interleukin-10 die wten regulatorischen T-Lymphozyten
induzierte Toleranz gegeniiber allogenen Hauttransplen aufhebf! TGF ist an der
Oberflache von ca. 80% der aktivierten regulattwsc T-Lymphozyten exprimiert. Wie
bereits oben erwahnt, zeigten Nakamura et al., dissiImmunsuppression durch das
Membran-gebundene TGFvermittelt ist, da seine Blockade den immunsuppves Effekt
aufhebt. Gleichzeitig gibt es aber keinen Beweis digé immunsuppressive Wirkung des
l6slichen TGFB.2*® Huber et al. zeigten, dass regulatorische T-Lyragtem, aus einer TGF-
B-knock outMaus isoliert, nicht in der Lage sind, eine Kaliiu verhindern® Ob TGFB
letztendlich essentiell fur die Suppression duréd kkgulatorischen T-Zellen ist, bleibt
weiterhin kontrovers. Im Gegensatz dazu ist seirleRin der Aufrechterhaltung der
normalen Population der regulatorischen T-Zellewisahrer Induktion aus den naiven T-
Lymphozyten eindeutig. TGB-knock ouwMause haben in Vergleich mit normalen Mausen
eine verminderte Anzahl der regulatorischen T-Lyomften'®?> Anderseits induziert
Antigenprasentation in Anwesenheit von T@FRind Interleukin-2 Foxp3 Expression in
naiven CD4+ T-Lymphozyten. Diese haben suppresBigenschaften, die mit denen der

natiirlichen regulatorischen T-Lymphozyten verglbahsind**
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2. Hypothese und Ziele

2.1. Hypothese

Wie im Rahmen der Einleitung ausfuhrlich dargestdlandelt es sich bei der arteriellen
Hypertonie und dem hypertensiven Schaden zumirmgstTeil um einen inflammatorischen
und immunologischen Prozess. Neben der unspezfisé¢hflammation, an der zellulare
(Makrophagen) und humorale Bestandteile (z.B. MEBet unspezifischen Abwehr beteiligt
sind, bestehen aufgrund der ausgepragten renalénkardialen lymphozytaren Infiltrate
Hinweise auf Beteiligung der spezifischen Abwehusfihrliche Vorarbeiten mit den fir das
humane Renin und Angiotensinogen transgenen Rattinarteriellen Hypertonie und
hypertensiven Endorganschaden zeigten, dass immpressive Behandlung das Uberleben
der Tiere verlangerte und den Endorganschaden rb@sBa regulatorische T-Lymphozyten
einen suppressiven Effekt, sowohl an die zellul@estandteile der unspezifischen als auch
spezifischen Immunabwehr haben, wird in dieser Arliberprift, obregulatorische T-
Lymphozyten den hypertensiven Endorganschaden bei mgiotensin ll-induzierter

Hypertonie verbessern kénnen.

2.2. Ziele

Um die oben genannte Hypothese zu Uberprifen sdlitelie Mause mit Ang ll-bedingter
arteriellen Hypertonie regulatorische T-Lymphozytansferiert werden. Um eventuelle
Modifikation des hypertensiven Endorganschadensrfassen werden der kardiale und der

renale Endorganschaden anhand folgender Fragesgfetiwuntersucht.

* Regulatorischer T-Lymphozyten und der kardiale Egdonschaden

0 Beeinflusst Transfer regulatorischer T-Lymphozytka Entstehung der Ang
[I-bedingten kardialen Hypertrophie?

o Haben regulatorische T-Lymphozyten einen Einfluss die Entstehung der
kardialen Fibrose?

0 Reduziert Transfer regulatorischer T-Lymphozyterdisde Inflammation?

o Fudhrt eine eventuelle Reduktion der kardialen Hypphie und Fibrose zur
funktionellen Veranderungen wie z.B. zum geringeraektrischen

Remodeling?
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0 Wie beeinflusst Ang II-Behandlung sowie Transfergulatorischer T-

Lymphozyten die Expression verschiedener microRhAMyokard?

* Regulatorische T-Lymphozyten und der renale Endwgaaden
0o Reduziert Transfer regulatorischer T-Lymphozyten gAnll-bedingte
Albuminurie?
0 Verbessern regulatorische T-Lymphozyten die reRalbohistologie?
0 Haben regulatorische T-Lymphozyten einen antiinffaatorischen Effekt in

der Niere?

Um die genannten Fragestellungen zu beantworterdemeiisolierte regulatorische T-
Lymphozyten in M&use mit Angiotensin Il-induziertateriellen Hypertonie transferiert und
der kardiale und renale Endorganschaden erfasst, imvi nachsten Abschnitt detailliert

dargestellt.

20



Regulatorische T-Lymphozyten in Angiotensin II-begtem Endorganschaden 3. Methoden und Materialien

3. Methoden und Materialien

3.1. Versuchstiere

Alle Versuche sowie die Isolation der regulatoresthT-Lymphozyten wurden an den
Mausen des Stammes NMRI (benannt nach der HerlaugtNaval Medical Research
Institute) durchgefuhrt. Obwohl es sich hier um einen Auszisthsxm handelt, was mit
breiterer Streuung der biologischen Messwerte soMligglichkeit der Abstol3ung der
transferierten regulatorischen T-Lymphozyten vedamist, eignet sich dieser Mausstamm
aufgrund der Entwicklung der, mit humaner Path@ogiergleichbaren, hypertensiven
Endorganschaden besonders gut zur Uberpriifung lem genannten HypotheS&.Alle
Mause wurden von Charles River Laboratories inf8ldam Alter zwischen 5 und 7 Wochen
gekauft und wahrend der gesamten Zeit der Versucbisflihrung unter konventionellen
Bedingungen (21°C = 2°C, Wasser und Futter adulibjt bis zu sechs Tiere in einem
Mikroisolatorkafig, kiinstlicher 24 h Tag-Nacht-Zykl) in den Tierstéllen des Max-Delbrtick-
Centrums, Berlin (MDC) gehalten. Alle Tierexperinteen wurden von der
Tierschutzkommision des Landesamtes flr GesundineitSoziales Berlin genehmigt (Reg
125/07 von 31. August 2007) und ordnungsgemal aeigjenet.

3.2. Versuchsprotokoll

Um den Effekt des Transfers regulatorischer T-Lyogyten auf die Ang ll-induzierte
arterielle Hypertonie und Endorganschaden zu umtben, wurde folgendes

Versuchsprotokoll angewendet.

Implantation der

Angiotensin Il-gefiillten Metabolischer Metabolischer
osmotischen Minipumpen Kafig Kafig
Telemetriesender
Implantation
(Blutdrucku?erwachung) Treg Tiansfer Echokarijiografie Tt’)timg
d-14 do di dé d11 d12 d14

Abbildung 2. Das Vesuchsprotokoll.
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Das Protokoll griindet sich auf bisherigen Erkerssmin tber den Verlauf des Ang II-
induzierten Endorganschadétissowie auf den Erkenntnissen (ber die Physiologie d
regulatorischen T-Lymphozyten.

Aus den bisherigen Einséatzen der regulatorischéyrmiphozyten gewonnene Daten liefern
keine Klarheit Uber den idealen Zeitpunkt des Pamisfers. Kohm et al. verabreichten bei
experimenteller autoimmuner Enzephalomyelitis ratprlsche T Lymphozyten bereits drei
Tage vor der Induktion der Erkrankung und erziekdmen signifikant milderen Verladf?

Im Gegensatz dazu verabreichten Morgan et al. imsviedell der rheumatoiden Arthritis
regulatorische T-Lymphozyten erst nachdem 50% dereTKrankheitssymptome entwickelt
haben und erzielten ebenfalls einen milderen ldivés Verlauf>® In mehreren Modellen
konnte gezeigt werden, dass der gleichzeitige agoptransfer der krankheitserregenden T-
Lymphozyten und regulatorischer T-Lymphozyten eipesitiven Effekt auf den Verlauf der
jeweiligen Erkrankung hdt> *°°

Bezuglich der Lebensdauer der transferierten régusahen T-Lymphozyten und der
eventuellen Notwendigkeit mehrerer Zelltransferbtgaeus der Literatur hervor, dass eine
einmalige Gabe von regulatorischen T-Lymphozytesregioht. Bei den oben beschriebenen
Krankheitsmodellen betrug die Versuchsdauer >14TAgsgehend vom klinischen Verlauf
konnte wahrend dieser Zeit keine Abnahme der Fanétitdt der regulatorischen T-
Lymphozyten registriert werden. Des Weiteren konntkebende regulatorische T-
Lymphozyten auch im fortgeschrittenen Krankheitdista in den Milzen und Lymphknoten
wiedergefunden werden?

Bezuglich der Zahl der verabreichten regulatoriaschd.ymphozyten variieren die Angaben
in der Literatur zwischen 1 x 1@nd 5 x 16.

Aus diesen Griinden entschieden wir uns fiir ein aliges Verabreichen von 1,5 x °10

regulatorischer T-Lymphozyten einen Tag nach degirBeder Ang lI-Infusion.

3.3. An lebenden Versuchstieren durchgefihrte Eingife/Untersuchungen und

Probengewinnung

3.3.1. Induktion der arteriellen Hypertonie

Arterielle Hypertonie wurde mittels DauerinfusionitmAng Il (Calbiochem) in einer
Dosierung von 1,44 mg/kg KG/d Uber 14 Tage hervarfga. Hierzu wurden Minipumpen
(Modell 2002, Alzet) mit einer Ang II-Losung geftjlidie in ihrer Konzentration dem

22



Regulatorische T-Lymphozyten in Angiotensin II-begtem Endorganschaden 3. Methoden und Materialien

Gewicht des jeweiligen Tieres angepasst wurde.HDimpe wurden unter Inhalationsnarkose
mit Isofluran (1,6 Vol.% Isofluran in der Raumluffuramed) implantiert. Dazu wurde im
Bereich des Rickens ein Hautschnitt gesetzt und Rlienpe subkutan positioniert.
Anschlie3end wurde die Wunde mit chirurgischen Béhterschlossen. Der Eingriff wurde
unter der Beachtung der veterindrmedizinischenlihmh (W&armeunterlage, Auftragen einer
schitzenden Augensalbe nach der Einleitung der dsark Aufwachen unter einer

Warmelampe) durchgefuhrt.

3.3.2.Verabreichen der regulatorischen T-Lymphozyte

Regulatorische T-Lymphozyten wurden nach der lgmiaB-mal in Hank’s balanced salt
solution(HBSS, Invitrogen) gewaschen. AnschlieRend wuideZéllzahl kontrolliert und die
Zellen zum Injektionszwecken in 200 physiologischer Kochsalzldsung (Frenesius Kabi)
pro Tier resuspendiert. Mithilfe eines RestriktovErden die Mause kurzzeitig fixiert, die

Schwanzvene punktiert und die Zellsuspension iettés verabreicht.

3.3.3. Telemetrische Blutdruckmessung

Der Telemetriesender (Modell DSI PhysioTel PA-CD@&ta Sciences International) wurde
unter Inhalationsnarkose mit Isofluran implantiddazu wurde der Halsbereich der Maus
eroffnet und der Katheter des Telemetriesenderslien Arteria carotis eingeftihrt. Die

Waundstelle im Gefald wurde mit Histoacryl-Gewebskle{B.Braun) verschlossen. Nach der
Befestigung des Senders im Bauchraum wurde diegerhimurgischen Nahten verschlossen.
Der Eingriff wurde unter der Beachtung der oben ageen veterindrmedizinischen

Leitlinien durchgeflnhrt.

3.3.4. Gewinnung des 24h-Sammelurins

An den im Versuchsprotokoll festgelegten Tagen worddause zur Gewinnung des 24-
Stunden-Sammelurins einzeln, unter Beibehaltung laetventionellen Bedingungen der
Versuchstierhaltung, in die metabolischen Kéfigesegg. Nach 24 Stunden wurde
Urinvolumen erfasst und feste Partikel mittels Zdémgation (100g, 3 Minuten,

Raumtemperatur) entfernt. Jeweils gD0Urin wurden in Eppendorf-Reaktionsgefalie

abgefullt und bis zur Bestimmung der Alouminkonzation bei -20°C aufbewahrt.
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3.3.5. Echokardiografie

Die Mause wurden mittels Isofluran betaubt und iaeréWVarmeplatte leicht fixiert. Wahrend
der gesamten Untersuchung wurde Elektrokardiograimgeleitet und die rektale Temperatur
Uberwacht. Zur besseren Schallibertragung wurdenus#a prékordial rasiert.
Zweidimensionale Echokardiografie wurde mittelsesirEchokardiografie-Gerates (Modell
Vevo 770; VisualSonics) das mit einem 30 MegaHz aBkbpf (Modell RMV 707b;
VisualSonics) ausgeristet ist, durchgefihrt. Daz Meirde im zweidimensionalen Modus in
der parasternalen kurzen Achse dargestellt. Vosedi&instellung aus wurde ein M-Mode-
Strahl senkrecht auf das Septum und die Hintervganathtet. Messungen wurden auf H6he
der Papillarmuskeln durchgefuhrt. Es erfolgte emetion modeAufnahme. Anhand von
mindestens 3 aufgenommenen Herzschlagen wurderDidiee der Hinterwand und des
Septums sowie der innere Diameter des linken Mezigiwahrend der Systole und der
Diastole gemessen. Zur Einschatzung der linksvarn#ien Hypertrophie wurde nach der
folgenden Formel die linksventrikulare Masg® (mas$ berechnetlV mass= (V STq+ LV
IDg+ LV PWy)°— (LV IDg)*. Dabei ist V STdie diastolische Septumdicke, LV JBerinnere
diastolische Durchmesser des linken Ventrikels,RW, die diastolische Hinterwanddicke.
Zur Einschatzung der systolischen Funktion wurden Rahmen der EKG-getriggerten
Visualisierung der parasternalen langen Achse gsislssche und das diastolische Volumen
des linken Ventrikels erfasst. EjektionsfraktionFjEwvurde anhand der folgenden Formel
berechnet: EF = (LV Y- LV Vy/ LV V4x 100%. Dabei ist LV Ydas diastolische Volumen
des linken Ventrikels, LV ¥ das systolische Volumen des linken Ventrikels.
Echokardiografie ist ein etabliertes Verfahren Beurteilung der Morphologie und der

kardialen Funktion bei den MausEn.
3.3.6. Elektrophysiologische Untersuchung

Die elektrophysiologische Untersuchung wurde an &##usen in Isofluran-Anasthesie
durchgefuhrt. Zum Anfang wurde mit Hilfe von subkogén Nadel-Elektroden ein
Extremitaten-EKG in Ruhe aufgezeichnet. Es folgigpmmierte elektrische Vorhof- und
Kammerstimulation. Hierzu wurde nach Freilegung dégna jugularis zunachst ein
elektrophysiologischer Mikrokathteter (oktapolarurBhmesser 0,66 mm, Modell CiBer
mouse EP, NuMed Inc.) EKG-gesteuert durch die eedhgularvene in den rechten Vorhof

eingebracht. Alle abgegebenen elektrischen Stirhatien eine Pulslange von 1 ms und
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elektrische Spannung die dem zweifachen diast@iscBchwellenwert entsprach. Mittels

elektrischer Stimulation im Vorhof wurde die Erheilzdes Sinusknotens, der Wenkebach-
Punkt sowie die Refraktérzeit des AV-Knotens bestimAnschlieRend wurde der Katheter

EKG-gesteuert in die rechte Kammer vorgeschoberiteldi programmierter elektrischer

Stimulation wurde die Refraktarzeit des Ventriketkgrds bestimmt. Um die Ausldsbarkeit

von ventrikularen Arrhythmien zu beurteilen, ertelgm rechten Ventrikel die Abgabe von

hochfrequenten Stimuli unter Ruhebedingungen. Daisrend der Untersuchung abgeleitete
Elektrokardiogramm sowie alle intrakardialen Signalurden gespeichert und anschlieRend
mittels der Software EpTracer (CardioTek) analysier

Am Ende der Untersuchung wurden die Mause miteigikzaler Dislokation getotet.

3.4. Zytologische Methoden

3.4.1. Praparation der Splenozyten und Zellen auseth Lymphknoten

Spenderméuse wurden im Alter zwischen 5 und 8 Wuochgtels zervikaler Disslokation
getotet. Nach der Totung wurden die Tiere in 75%idgethanol getaucht und zur
Organentnahme unter eine Sterilbank platziert. Mawie inguinale und axiale Lymphknoten
wurden mit sterilem Operationsbesteck entnommen wsafbrt Gber einem Sieb mit
MaschengroéRe von 1(afh (BD) zerkleinert. So gewonnene Zellen wurdenniagnetic cell
sorting (MACS)-Puffer suspendiert und in ein 50 ml Reaksigefal? Uberfihrt. Zur
Entfernung groRerer Partikel wurde die Zellsuspmngiber einen Sieb mit Maschengrof3e
von 7Qum filtriert. Leukozytenzahl wurde mithilfe Turk’seh Lésung (Fluka) und Neubauer-
Zahlkammer (Hecht) bestimmt. Alle weiteren Schrittarden bei 4°C durchgefiihrt. Die
Zellsuspension wurde bei 300g fur 10 Minuten zéugrert. AnschlieRend erfolgte bei
manchen Versuchen die Erythrozytenlyse mittelsttogtytenlyse-Puffers fir 90 Sekunden.
Nach dem Abstoppen der osmotischen Lyse durch Agan MACS-Puffer wurde die

Zellsuspension fir weitere 10 Minuten bei 300g dkgiert.

3.4.2. Oberflachen-Farbungen mittels Fluorochrom-geoppelter Antikérper

Um Lymphozyten mittels Fluoreszenz-aktivierter-gettierung fluorescence activated cell

sorting, FACS) zu charakterisieren oder sie zu sortierarden Oberflachen-Farbungen mit
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Fluorochrom-gekoppelten Antikdrpern durchgefiihrierdu verwendete Antikorper sind
unter Materialien aufgelistet.

Aufgearbeitete Lymphozyten wurden nach durchgedititythrozytenlyse im MACS-Puffer
mit entsprechender Menge Antikorper inkubiert. DReaktion wurde nach der
Inkubationszeit mit mehrfachem Volumen MACS-Puffestoppt. AnschlieRend wurden die
Zellen 10 Minuten bei 300g zentrifugiert und insyas 3-mal gewaschen. Die Zellen wurden
im FACS-Puffer resuspendiert, durch einen Sieb4®im grof3en Maschen in ein geeignetes
Reaktionsgefall Uberfihrt und der Fluoreszenz-aktem Durchflusszytometrie bzw.
Sortierung unterzogen. Um die Spezifitat der Amgaibindung zu Uberprifen, wurden
zusatzlich nicht-bindende Antikdrper des entspradba Isotyps eingesetzt.

3.4.3. Intrazellulare Farbung mittels Fluorochrom-gekoppelter Antikdrper

Um die Expression von Transkriptionsfaktor Foxp3 regulatorischen T-Lymphozyten
mittels Fluoreszenz-aktivierter Durchflusszytomeetzu Uberprifen wurde eine intrazellulare
Farbung mit Foxp3-bindenden, Allophycocyanin(AP@kgppelten Antikorpern (Miltenyi)
durchgefuhrt. Hierzu wurden die Zellen fixiert, pwabilisiert und mit anti-Foxp3-
Antikorper nach den Angaben des Herstellers inktibigie Zellen wurden anschliel3end
gewaschen und im FACS-Puffer resuspendiert. Ars8bhd wurden die Lymphozyten der
Fluoreszenz-aktivierter ~Durchlusszytometrie untgego Um die Spezifitat der
Antikorperbindung zu Gberprifen wurde zusatzlichmeht-bindende Antikdrper des Isotyps

IgG1 (Miltenyi) eingesetzt.

3.4.4. Auftrennung und Analyse der Zellen mittels ragnetischer und Fluoreszenz-

aktivierter Zellsortierung

3.4.4.1. Das Prinzip der magnetischen Zellsortierum

Magnetische Zellsortierung basiert auf dem Prindgy Sortierung von Zellen mittels an
Antikdrper gebundene, biologisch abbaubare, fergatische Partikel. Binden die
eingesetzten Antikorper spezifisch an Oberflachdakie oder an Fluorochrom-gekoppelte
Antikorper (welche an die Zelloberflache gebunderd) kdonnen die Zellen aufgrund der
ferromagnetischen Partikeln durch das Anlegen eiagnetfeldes von den Zellen die den

Antikorper nicht binden, separiert werden.
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Alle zur magnetischen Zellsortierung verwendetegariikbrper und magnetische Saulen

wurden von Miltenyi bezogen.

3.4.4.2. Das Prinzip der Fluoreszenz-aktivierten dksortierung/Durchflusszytometrie

Die Verwendung eines Fluoreszenz-aktivierten Zdisers (FACSAria, FACScan, beides
BD) ermoéglicht es, zuvor mit Fluorochrom-gekoppelte Antikbrpern gefarbte
Zellpopulationen nach verschiedenen Parametern hidtreuung und Fluoreszenz)
aufzutrennen und zu sortieren. Die Zellsuspensiowenden Uber ein Piezoelement in
Tropfen zerlegt und in einer Messeinheit mit Litloher Intensitat bestrahlt. Der Lichtstrahl
wird durch Zellen in der Suspension gestreut, Miaf® Richtung der Lichtstreuung liefern die
Information Uber Gré3e (gemessen utber VorwartdatrgpuFSC) und Granularitat (gemessen
am Rechtwinkelstreulicht, SSC). Weiterhin werdere dan Antikdrper gekoppelten
Fluorochrome zur Fluoreszenz angeregt. Farbe utahditat der Fluoreszenz liefern dann
weitere Information Uber die zu untersuchende 2ellpation. Im Falle von FACS
Sortierung, kénnen Zellen auf diese Weise nachcheedenen Parametern separiert und Uber

elektrostatische Aufladung in verschiedene Gefélgelankt werden.

3.4.4.3. Isolation der CD4+CD25+ (regulatorischen)ymphozyten

Zur magnetischen Zellsortierung wurde die wie obeschrieben gewonnene Zellsuspension
verwendet. Mittels MACS wurden CD4+ Lymphozyten amgychert sowie CD4+CD25+
Lymphozyten isoliert.

Die Separation der CD4+ Lymphozyten erfolgte nsttBlegativselektion, d.h. es wurden
madglichst alle anderen Zellen bis auf die CD4+ Lywogpyten aus der Zellsuspension entfernt.
Hierzu wurden Splenozyten mit biotinilierten Antrk@rn gegen das murine CD8a, CD45R,
CD49b, CD11b und Ter-119 inkubiert. AnschlieRendrdeuder, an magnetische Partikel
gebundene, anti-Biotin Antikérper zugegeben. Nautereweiteren Inkubation wurde die
Reaktion mittels Zugabe von MACS-Puffer gestoppd die Zellsuspension fir 10 Minuten
bei 300g =zentrifugiert. Resuspendierte Zellen wardgem magnetischen Feld der
Separationssaule ausgesetzt und der CD4+ angeateidherchfluss aufgefangen. Auf diese
Weise gewonnene Lymphozyten wurden weiter zur [Elsmenz-aktivierten Sortierung
(FACS) der CD4+CD25+ Lymphozyten verwendet. Zurtisanng von Zellen wurde ein
FACSAria verwendet. Um bei der Zellsortierung s¢eBedingungen einzuhalten wurde das
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Gerat vor der Anwendung mit 75%igem Ethanol gespiltahrend der gesamten
Zellsortierung wurden die Sammelgefal3e fur dieisten Zellen auf 4°C gekulnhlt.

CD4+ angereicherte, mit antiCD4-Fluoreszeinisotywo@t (FITC)- und antiCD25-
Phycoerythrin (PE)-Antikorper (BD, Miltenyi) gefaebLymphozyten wurden nach folgenden
Kriterien sortiert; anhand von Vorwartsstreulidmid Rechtwinkelstreulicht wurden im ersten
Schritt Zellen der den Lymphozyten entsprechendeligib3e und Granularitat eingegrenzt
und restliche Zellen von der weiteren Analyse/®ouing ausgeschlossen. Anschliel3end
wurde die Intensitat der FITC- und PE-Farbung geeesDoppelt-positive Zellen wurden
als CD4+CD25+ Lymphozyten erkannt und von den eimgositiven CD4+CD25-
Lymphozyten getrennt. Wenige doppelt-negative Zelleirden verworfen. Im Rahmen der
ersten FACS-Analysen wurden Gerateeinstellungdrlietg Antikorperspezifitat anhand der
mit Isotyp-Kontrollen gefarbter Proben kontrolliesdwie die bei der Verwendung mehrerer
Flourochrome notwendige Kompensation der Spekteaghneidung vorgenommen. Zellen
wurden in 15ml-Reaktionsgefalie, vorgefillt mit RPNUO-Vollmedium, sortiert.

3.4.4.4. Durchflusszytometrische Analyse der isolien Zellen

Zur durchflusszytometrischen Reanalyse der soetier€D4+CD25- und CD4+CD25+
Lymphozyten wurde ein FACScan verwendet. Die Expogsvon CD4 und CD25 wurde
analysiert. Weiterhin wurde mittels Zugabe von Rimpniodid der Anteil toter Zellen

bestimmt. Hierzu wurde den zu analysierenden Zellamittelbar vor der Messung der
Fluoreszenz Propidiumiodid zugegeben (Endkonzeaitrdiig/ml). Foxp3-Expression in den
sortierten CD4+CD25- und CD4+CD25+ Lymphozyten veunait FACSAria gemessen.

3.4.4.5. Durchflusszytometrische Analyse der Splemgten

Zur durchflusszytometrischen Analyse der Splenazytarden diese wie bereits beschrieben
aufgereinigt, mit entsprechenden Antikdrpern gefamhd anschlieRend mit LSR 1l (BD)
gemessen. Daten wurden in den Programmen FACSDIAdard (BD) und Cellquest pro
(BD) aufgezeichnet und analysiert. Das ProgramnwjeldTree Star) wurde ebenfalls zur
Datenanalyse und fur die grafische Darstellung eadet.
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3.4.5.Cell tracking

Um die Bewegungsmuster der verabreichten regutatoen T-Lymphozyten zu verfolgen
wurden die regulatorischen  T-Lymphozyten fir manch¥ersuche mittels
Carboxyfluorescein-diacetat (CFDA, Invitrogen) mark CFDA passiert passiv die
Zellmembran und wird dort zum grun-fluoreszierendearboxyfluorescein-succinimidyl-
ester (CFSE) abgebaut. Dieser bindet an die Amupgmen der Proteine und verbleibt so
stabil in der markierten Zelle.

Hierzu wurde die zu transferierenden Zellen beeeidichte von 10 Zellen/ml in 2,5uM
CFDA in HBSS mit 0,1%etal calb serun{FCS) 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert
und anschlieRend 3 Mal mit HBSS gewaschen.

Nach der Totung wurden die Organe entnommen undlissigen, auf -42°C geklhlten
Isopentan eingefroren und anschliel3end bei -8U5eawdhrt. um dicke Schnitte wurden am
Kryostat (Leica) angefertigt, mit Aceton fixiert dirbei -20°C aufbewahrt. Nachdem die
Schnitte aufgetaut waren, wurden sie im Dunkletgktfocknet und anschlieRend mit Tris-
gepufferter physiologischer Kochsalzlosung (TBS)der feuchten Kammer hydriert. Sie
wurden mit einem Fluoreszenz-erhaltendem Einbestoneglium (Vectashield; Vector
Laboratories) eingebettet und bei 4°C aufbewahtr Retektion der CFDA-markierten

Zellen wurden die Praparate unter dem Fluoreszdamskop angesehen.

3.5. Aufarbeitung der Urin-, Blut- und Organproben

3.5.1. Messung der Kreatinin- und der Harnstoff-Korzentration im Serum

Das Blut wurde durch das Enthaupten unmittelbah rder Totung der Mause gewonnen,
zentrifugiert (400g, 15 Minuten, Raumtemperaturdl aias Serum abpipettiert. Dieses wurde
im flussigen Stickstoff eingefroren und bis zu Hemischen Messungen bei -80°C
aufbewahrt. Messung der Kreatinin- und der Harfisbozentration erfolgte am

Blutanalysator AU400 (Olympus).

3.5.2. Bestimmung der Albuminkonzentration

Albuminbestimmung erfolgte mittelsenzyme-linked immunosorbent assdiLISA)
(CellTrend). Dabei handelt es sich um einen kontigeti ELISA. An die Kavitaten der

29



Regulatorische T-Lymphozyten in Angiotensin II-begtem Endorganschaden 3. Methoden und Materialien

Mikrotiterplatte ist Maus-Albumin gebunden. Im erstSchritt werden die Proben und die
entsprechenden Standards mit einem Peroxidase-emarkianti-Aloumin-Antikdrper auf die
Platte aufgetragen und inkubiert. Das in der Ptmfandliche Albumin hemmt kompetitiv die
Bindung des Antikdrpers an das Platten-gebundebarin. Nach einem Waschschritt wird
die Mikrotitierplatte mit Tetrametyl-benzidin inkigst, das als Substrat fur die enzymatische
Reaktion der Peroxidase dient; danach wird die B@akmit verdinnter Schwefelsaure
gestoppt und die optische Dichte im Photometer gsare Die Farbintensitat ist umgekehrt

proportional der Albuminkonzentration in der Probe.

3.5.3. Pathohistologische Aufarbeitung

3.5.3.1. Organeinbettung im Paraffin

Zur Anfertigung der Paraffin-Schnitte wurden dieg@mne nach der Entnahme fir 24 Stunden
in 4%igem Formalin fixiert. Danach wurden die Organit Sgrensen’schem Puffer gesplilt
und anschliel3end in einer ansteigenden Ethanolreft@assert. Nach der Entwéasserung
wurden die Praparate fur weitere 1,5 Stunden indlqiSigma-Aldrich) und anschliel3end ftr
4 Stunden in 56°C warmes Paraffin eingelegt. Damaatden sie in Einbettungskassetten in
Paraffin eingebettet. Von ausgeharteten Paraffokad wurden mithilfe eines
Rotationsmikrotoms (Modell HM355S, Microm) Schnifgum) angefertigt, bei 50°C fur 3
Stunden getrocknet und anschliel3end bei Raumtempe#bewahrt.

3.5.3.2. Aufarbeitung der Organe fur Kryo-Schnitte

Zur Anfertigung der Kryo-Schnitte wurden die Orgareeh der Entnahme im flissigen, auf
-42°C gekuhlten Isopentan eingefroren und ansoihdbei -80° aufbewahrt. Schnittai(b)
wurden am Kryostat (Leica) angefertigt, mit Acefomert und bei -20°C aufbewahrt.

3.5.3.3. Immunohistologie

Hierzu wurden Kryo-Schnitte verwendet. Sie wurdefgataut und an der Luft getrocknet.
Nachdem die einzelnen Praparate mit einem wassersgmden Stift (PAP pen, Abcam)
umrandet wurden, wurden die Praparate mit Tris-tfepiar physiologischer Kochsalzlésung

(TBS) in der feuchten Kammer hydriert. Um unspezliie Bindung des Antikdrpers zu
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vermeiden wurden die Schnitte fur 45 Minuten mit%d@em donkey seruminkubiert.
Anschlie3end erfolgte eine 60-minutige Inkubatioit dem primaren Antikorper und nach
einem Waschvorgang eine weitere 60-minitige Inkobatmit einem sekundaren,
Fluorochrom-gekoppelten Antikorper. Alle Antikdrpesind unter Verbrauchsmaterialien
aufgelistet. Nach dem Waschen wurden die Schniiteemem Fluoreszenz-erhaltendem
Einbettungsmedium (Vectashield, Vector Laboratyreasgebettet und bei 4°C aufbewahrt.

3.5.3.4. Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Hierzu wurden Paraffin-Schnitte mit Xylol entparafért und in einer absteigenden
Ethanolreihe auf wassrige Hamatoxylin-Losung (Mégralorbereitet. Nach 3-mintiger
Inkubation wurden die Praparate mit destilliertemmd uanschlieBend mit Leitungswasser
gespult. Es folgte 4-mindtige Inkubation im wassngl%igen Eosin (Sigma). Danach
wurden die Praparate mit destilliertem Wasser geles und in einer aufsteigenden
Ethanolreihe entwéassert. Nach einer weiteren Stumdé€ylol wurden sie mit Histoclear®

(National Diagnostics Inc.) eingedeckt.

3.5.3.5. Masson-Goldner-Trichrom-Farbung

Paraffinschnitte wurden mittels Xylol entparaffiriiend in einer absteigenden Ethanolreihe
auf wassrige Weigert'sche Eisenh&matoxylin-Losuraybereitet. Nach dem Spulen im
Leitungswasser wurden die Schnitte mit Masson’sdh#&ung gefarbt und nach einem
weiteren Spulen in 1%iger Essigsaure wurden sie Wiiframatophosphorsaure-Orange
gefarbt. Nach einer weiteren Spulung in 1%iger gssgire wurden die Schnitte mit Lichtgrin
gefarbt und anschlieRend ein weiteres Mal mit 1%igesigsdure gewaschen. In einer
aufsteigenden Ethanol-Reihe wurden die Schnittevésgert, eine Stunde ins Xylol gestellt
und danach mit Histoclear® eingedeckt.

3.5.3.6.Sirius red-Farbung
Paraffinschnitte wurden entparaffiniert und in eiadsteigenden Ethanolreihe auf das im

Wasser unter Zusatz von Pikrinsdure geldSieus red vorbereitet. Nach ca. 1 Stunde

Inkubationszeit wurden die Schnitte mit 0,5% Es&ige gewaschen. Es folgte Entwasserung
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der Schnitte in einer aufsteigenden Ethanolreihe utinbettung der Praparate mit

Histoclear®.

3.5.3.7. Pathohistologische Begutachtung

Pathohistologische Begutachtung wurde geblindebMiknoskop (Axioplan 2 Imaging, Zeiss)
durchgefuhrt.

Bei Sirius redgefarbten Herzschnitten wurden separat interéitieperivaskulare und
endokardiale Fibrose beurteilt. Diese lasst sidigrand der intensiven Rotfarbung leicht von
umliegendem Gewebe abgrenzen. Je nach der Ausgrégurverschiedenen Fibroseformen
wurde eine Note zwischen 0 und 3 vergeben (0 =ekBibrose; 1 = vereinzelte fibrotische
Strange; 2 = einzelne fibrotische Areale; 3 = zusamhangende Fibrose die grol3e Teile des
Schnittes umfasst). Alle drei Noten des jeweiligeéraparats wurden addiert und in der
weiteren statistischen Auswertung verwendet.

Bei der Begutachtung der immunhistochemisch gefar&chnitte wurden die CD4+, CD8+
bzw. F4/80+ Zellen in einem ganzen Herzschnitt, haveinem Gesichtsfeld ausgezabhilt.

Bei der Begutachtung der nach Masson und Goldné&irlgen Nierenpraparate wurde
insbesondere die Auspragung der interstitiellen pewvaskularen Fibrose, das Ausmal3 der
Verdickung der kleinen Arteriolen und die Haufigkder interstitiellen und perivaskuléren
zellularen Infiltrate begutachtet. Jedem Tier wurlae Gesamtnote zwischen 0 und 4
vergeben (0 = keine pathologischen Verédnderungerns ginzelne fibrotische Areale,
insgesamt weniger als 3 im gesamten Préparat; 8hr ais 3 fibrotische Areale pro Praparat;
3 = mehr als 3 fibrotische Areale pro Praparat odel vereinzelte verdickte Arteriolen
und/oder vereinzelte infiltrierte Entzindungszelldn= mehr als 5 fibrotische Areale pro
Praparat, mehrere verdickte Arteriolen, ausgedetemiziindliche Infiltrate). Die Noten

wurden in der weiteren statistischen Auswertungveedet.

3.5.4. Molekularbiologische Methoden

3.5.4.1. RNA Isolation und Synthese von cDNA

Fur die Isolierung der Gesamt-RNA aus murinen Zelurde eine kombinierte Methode

(Trizol, Invitrogen undRNeasy Qiagen) verwendet. Hierbei werden pro Isolierehga 5-10

mm® Gewebe gebraucht. Als erstes wurde das im fliiss&ekstoff eingefrorene und bei
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-80°C aufbewahrte Gewebe in flussigem Stickstofhgesert. Das homogenisierte Gewebe
wurde in ImL Trizol aufgenommen und 5 Minuten bauRitemperatur inkubiert. Nach der
Zugabe von 200uL Chloroform und 5-mindtiger Inkudratwurden die Proben zentrifugiert
(12 000g, 15 Minuten, 4°C). Dies fuhrt zur Trennuteg wassrigen, RNA-haltigen Phase von
der organischen Phase. Die wassrige Phase wurden@bghnen und mit 500puL RLT-
Lysispuffer mit [3-Mercaptoethanol versetzt. Die hsien Schritte erfolgten laut dem
Herstellerpotokoll des RNA-Isolationssatzé®Neasy (Invitrogen). Das Prinzip dieser
Isolationsmethode ist die Bindung der RNA an eifieég@nembran. Hierzu wird die RNA in
einem stabilisierenden, Guanidin-Isothiocyanatipait Puffer aufgenommen, mit Ethanol
versetzt und auf eine Silicamembran aufgetragen.miehreren Zentrifugations- und
Waschschritten werden andere Zellbestandteile remttend zum Schluss RNA eluiert. Die
verbliebenen Reste der genomischen DNA wurden Isngiees DNAse Verdaus (RNase free
DNase Set, Qiagen) entfernt. Die RNA wurde in RNlasiem Wasser (Fluka) aufgenommen
und bei -80°C gelagert. Die Konzentration der RNéyaée am NanoDrop (Thermo Scientific)
photometrisch bestimmt. Hierzu wurde die Absorptieneiner Wellenlange von 260 nm und
280 nm gemessen. Der Quotient 260/280 dient derrt@kung einer eventuellen
Proteinkontamination und sollte zwischen 1,8 uridiizgen.

Zur Synthese der cDNA wurden definiefic? RNA verwendet. Hierzu wurden aus kurzen
Oligonukleotiden bestehende Random-Primer, dNTPd eme reverse Transkriptase
(SuperScript® Il Reverse Transkriptase; Invitrogerach den Angaben des Herstellers

eingesetzt. Nach Inaktivierung des Enzyms wurdeDBiNA bei —20°C gelagert.

3.5.4.2 RealtimeRT-PCR

Der Nachweis der cDNA-Amplifikate erfolgte entwedsdrer den Fluoreszenzfarbstoff SYBR
Green oder Uber eine fluoreszenzmarkierte TagMam&dDie spezifischen Primer sowie die
TagMan-Sonde fur das entsprechende Gen wurdenemBaftware Primer Express (Applied
Biosystems), ausgehend von der publizierten Seqdengweiligen cDNA, ausgewahlt. Der
Reaktionsansatz nach dem SYBR Green Protokoll wur@sul Volumen durchgefuhrt und
bestand aus 12,5 pul SYBR Green Master Mix (Appldsystems), 1 pl cDNA, 10 ul
Wasser (Fluka) und jeweils 0,75iokward primerundreverse-primer

Der Reaktionsansatz nach dem TagMan-Protokoll wurdé@ul Volumen durchgefihrt und
bestand aus 5ul TagMan-Fast-Mastermix (Applied ¥tams), 0,4ul cDNA, 3,5ul Wasser,
jeweils 0,3ul Forward-Primer und Reverse-Primer iso®4ul TagMan-Sonde. Um eine

33



Regulatorische T-Lymphozyten in Angiotensin II-begtem Endorganschaden 3. Methoden und Materialien

Kontamination mit PCR-Produkten zu vermeiden, witdr Reaktionsansatz mit 0,1pL
AmpErase Uracil-N-Glycosylase (UNG)(Applied Bioss#sis) versetzt.

Nach Optimierung der Bedingungen fir jedes Primerparfolgte die Realtime-PCR Uber 45
Zyklen bei einer in der Regel optimalen Hybridisiegs-Temperatur der Oligonukleotide
zwischen 50 und 60°C (7500 Fast Real-Time PCR Bystepplied Biosystems). Jeder
Ansatz wurde in Duplikaten oder Triplikaten durctidet. Es wurden mindestens 5 Proben
aus jeder Gruppe untersucht. Als Kontrolle diemte &eaktion ohne cDNAnPn template
Die Bestimmung dethreshold cyclgCt) und die weitere Analyse der Daten erfolgtétets
der zugehorigen Software (7500 Fast System SofjwAwmachst wurden die Daten auf die
Expression detousekeepingsens Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPD
normalisiert und anschlieBend die relativen Unteesie in der Genexpression in
verschiedenen Gruppen anhand dACt Methode ermittelt. DeACt Wert wurde Uber die
Differenz des Ct-Wertes des Zielgenes und des Gta¥elehousekeepingens berechnet.
Der AACt-Wert wurde dann Uber die Differenz deCt-Werte der zu vergleichenden Proben
berechnet. Der relative Expressionsunterschie@\@ychen zwei Proben kann dann Uber die

Formel R = 2! bestimmt werden.

3.5.4.3. Isolation undmiRXplore MicroarrayAnalyse der Expression der microRNA

Im flissigen Stickstoff eingefrorene Herzspitzenrdan auf Trockeneis (-80°C) zu Miltenyi
Biotec, Koln, geschickt. Dort wurde Gesamt-RNA naghem, flr die Erhaltung kleiner
RNA-Stlcke optimierten, Trizol-Protokoll isoliertnd RNA aus jeweils drei Tieren einer
Gruppe zu einer Probe gepool: Kontrolle, Ang Il,gAh + Treg. Jeweils eine floureszent
markiert Probe und eine als Referenz fungierendey Wiltenyi definierte, Mischung ca.
1000 verschiedener microRNAs wurden Uber Nacht an s® genanntesmiRXplore
Microarray hybridisiert (Hybridisierungsstation a-Hyb, Milgh Hier handelt es sich um
eine Matrix die mit mehr als 500 Oligonukleotidsend besetzt ist. Bei den
Oligonukleotidsonden handelt es sich um defini@ligonukleotide die fur die zu testenden
microRNAs komplementér sind und diese somit bin@énnen. Nach der Hybridisierung
wurde die Fluoreszenz-Intensitat mittels eines t-assegerats (Agilent) gemessen und
mittels ImaGene Software (Biodiscovery) und PIQQ#tWBare (Miltenyi) weiterverarbeitet.
Nach dem Ausschluss der Spots nicht ausreichendealitqf wurden die drei hier
verwendetemrmiRXplore Microarraysanhand der Referenz normalisiert und die Expression

der microRNAs in den Proben Kontrolle, Ang Il, AHgr Treg miteinander verglichen. Eine
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2-fach erhohte Expression, bzw. 0,5-fach erniedriixpression wurde anhand der
Empfehlung von Miltenyi als signifikant erachtet.

3.6. Statistik

Alle Daten sind als Mittelwert + Standardfehler déisitelwertes dargestellt. Vergleiche
zwischen zwei Gruppen wurden mit ungepaartem, aitgjem t-Test durchgefihrt. Multiple
Vergleiche wurden mittels einseitiger Varianzanalygne wayANOVA) auf signifikante
Unterschiede untersucht. Anschlie3end wurde BoorfieiKorrektur fir multiple Vergleiche
durchgefihrt. Eine Normalverteilung der Werte wurtlei den biologischen Daten
angenommen. Vor dem Vergleich der Daten die in ¢@ien ausgedruckt werden, wurde der
D’Agostino-Pearson-Test auf Normalverteilung dumetidprt. Sollte dieser auf nicht
normalverteilte Werte hindeuten, wurde zum Verdiemmehrerer Gruppen der Kruskal-
Wallis-Test angewendet. Statistische Signifikanzrdeu bei einem p-Wert unter 0,05

angenommen.

3.7. Materialien

3.7.1. Verbrauchsmaterialien

Plastik-Verbrauchsmaterialien wurden soweit nicideas angegeben von den Firmen Braun,

Greiner, Eppendorf, Roth, Costar oder BD Falcorogen.

3.7.2. Chemikalien

Sofern nicht anders angegeben, wurden die Chemarkabn Sigma oder Invitrogen bezogen.

Isotonische KochsalzlésungFresenius Kabi)
* Destilliertes Wasser
 NaCl 154mM

Hank’s balanced salt solutioffHBSS)
» Destilliertes Wasser
* NaCl 137,93mM
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NaHCG; 4,17mM

* KCI 5,33mM

e KH2PO, 0,441mM
* NaHPO, 0,338mM
* Glukose 5,56mM

Angotensin Il Stammlésung
« 1% Essigsaure in isotonischer Kochsalzlésung (lRresdabi)

* Ang Il (Konzentration 25mg/ml, Calbiochem)

MACS-Puffer
+ HBSS
o 2% fetales Kalberserum (Biochrom)
« 2mM EDTA

FACS-Puffer
« HBSS

Turk’sche Losung (Fluka)
* 1% Essigséaure

* 0,02% Gentianaviolett

Erythrozytenlyse-Puffer
» Destilliertes Wasser
e 155mM NH,CI
e 10mM KHCG;
* 0,1mM EDTA

* Destilliertes Wasser
e Tris-HCI 50mM
« NaCl 154mM
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Sarensen’scher Puffer
» Destilliertes Wasser
* KH2PO, 80mM
e NaHPO, 320mM

Weigert'sche Lésung (Losung A: Losung B = 1:1)
e Losung A
0 96% Ethanol 100ml
o Hamatoxylin 1g (Merck)
e Losung B
o Destilliertes Wasser 99ml
o Eisen(lll)-chlorid 1,169 (Merck)
0 1,25% Salzsaure 1ml

Masson’sche Lésung
» Destilliertes Wasser 176ml
« Eisessig 0,35ml
* Ponceau de Xylidine 15ml (Waldeck)
o0 Ponceau de Xylidine 1g in 100ml dest. Wasser
e Saurefuchsin 5ml (Fluka)
o Saurefuchsin 1g in 100ml dest. Wasser
* Azophloxin 4ml(Fluka)
0 Azophloxin 0,5g in 100ml dest. Wasser

Wolframatophosphorsaure-Orange
» Destilliertes Wasser 100ml
« Wolframatophosphorsaure 3g (Merck)
e Orange G 2g (Fluka)

Lichtgrin
» Destilliertes Wasser 100ml
« Eisessig 0,2ml
e Lichtgrin 0,1g (Fluka)
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Sirius red
» Gesadttigte Pikrinsaure 100ml
o0 Destilliertes Wasser 100ml
0 Pikrinsdure-Kristalle 1,5g

e Sirius red0,1g (Sigma)

3.7.3. Antikorper

3.7.3.1. Fur Fluoreszenz-aktivierte Durchflusszytomtrie verwendete Antikorper

Alle Antikdrper wurden, sofern nicht anders angeggelvon BD bezogen.

Ratten anti-Maus CD4-Antikorper, FITC- bzw. Allogocyanin-Cy7 (APC-Cy7)-konjugiert,
Klon GK 1.5

Ratten anti-Maus CD25-Antikorper, PE- bzw. Phyctimig-Cy5 (PE-Cy7)-konjugiert, Klon
7D4

Maus anti-Maus Foxp3-Antikérper, APC bzw. Pacifiagdskonjugiert, Klon 3G3 (Miltenyi)
Ratten anti-Maus CD44-Antikorper, Biotin-konjugigfion IM7

Ratten anti-Maus CD62L-Antikérper, APC-konjugidtton MEL-14

Hamster anti-Maus CD69-Antikérper, PE-konjugierpiKH1.2F3

Streptavidin, Peridinin Chlorophyll-Protein (Perc&énjugiert

3.7.3.2. Fur Immunohistochemie verwendete Antikorpe

Ratten anti-Maus CD4-Antikérper, FITC-konjugieriod GK 1.5 (Serotec)

Ratten anti-Maus CD8a-Antikdrper, nicht konjugiéton 53-6.7

Ratten anti-Maus F4/80-Antigen-Antikorper, nichhkagiert, Klon CI:A3-1 (Serotec)
Donkeyanti-Ratten-lgG-Antikorper, Cy3-konjugiert, polikial (Jackson)

3.7.4. Primer

Primer wurden von Biotez bezogen.

Maus BNP
Fwd GCC AGT CTC CAG AGC AAT TCA
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Rev GGG CCATTTCCTCCGACTT

Maus Interleukin-6
Fwd ACT TCA CAA GTC GGA GGC TTAATT
Rev TTG CCATTG CAC AACTCTTTTC

Maus GAPDH

Fwd GGCAAATTCAACGGCACAGT
Rev AGATGGTGATGGGCTTCCC
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4. Ergebnisse

4.1. Isolation der regulatorischen T-Lymphozyten nttels magnetischer und

Fluoreszenz-aktivierter Zellsortierung

Aus Milz und Lymphknoten einer NMRI-Maus lieRen tsidurchschnittlich 2,5xT0
Leukozyten gewinnen, wie in Zellzahlung mithilfer d&irk’'schen Losung und der Neubauer
Zahlkammer unmittelbar nach der Zubereitung detsdspension ermittelt wurde. CD4+
Zellen machen ca. 10% der gesamten Leukozytenpogulaus, so dass eine magnetische
Zellsortierung fhagnetic cell sorting MACS) durchschnittlich 2,5xY0CD4+ Zellen pro
Maus ergab. Der Anteil der CD4+25+ Lymphozyten, ddr regulatorischen T-Lymphozyten
betrug ca. 7%, wobei die Anzahl der regulatorischielhymphozyten am Ende der
samtlichen, nach der FACS folgenden Waschvorganggen 3x16 regulatorischen T-
Lymphozyten pro Maus betrug, 1,2% der CD4+ Popotatientsprechend. Eine
Propidiumjodid-Farbung zeigte, dass es sich bei 8@¥%sortierten Zellen um lebende Zellen

handelte (Daten nicht gezeigt).
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< 150000
O

N
n
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50000 Abbildung 3. Darstellung der CD4+ angereicherten

Lymphozyten im Vorwartsstreulicht/Rechtwinkelstrehli
(FCS/SSC).
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E 7.69 - Abbildung 4. Darstellung der CD4+CD25+ und CD4+CD25-
) Zellpopulationen.  Signalstarke im FITC-Kanal (FL1)
entspricht der CDA4-Expression. Signalstarke im PB&Ka
(FL2) entspricht der CD25-Expression. Die ursprioigli
registrierten  Lichtsignale werden im Rahmen der
Datenverarbeitung in die elektrischen Signale urageielt.
Diese wiederum werden zu Zahlen umgewandelt, die
anschlieRend grafisch dargestellt werden. Es hasidi hier

um eine dimensionslose GrofRe die ohne Einheit aigey
wird.
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Abbildung 5. Reanalyse der CD4+CD25+ (links) und der CD4+CD25- {schellpopulationen nach der Sortierung.
Signalstérke im FITC-Kanal (FL1) entspricht der CB¥pression. Signalstarke im PE-Kanal (FL2) entspriter CD25-
Expression.

Die Foxp3-Farbung der isolierten CD4+CD25+ Lympheny sowie der CD4+CD25-
Lymphozyten zeigte, dass die isolierten regulatbes T-Lymphozyten tatsachlich Foxp3-
positiv sind (Abbildung 6).
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Abbildung 6. Foxp3-Féarbung der CD4+CD25+ (links) und der CD4+CDO@8chts) Population nach der FACS. Blaue Linie
zeigt die Intensitat der Foxp3-Expression, rotdéd ireigt die Isotypen-Kontrolle.
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4.2. Einfluss regulatorischer T-Lymphozyten auf dieAngiotensin lI-induzierte arterielle

Hypertonie

Der arterielle Blutdruck wurde mittels eine~ ,,

intra-arteriell platzierten Messkatheters viertez 175
£

stindlich gemessen und telemetrisch erfa:E 150

beginnend 9 Tage vor dem Anfang der Ang & '*

. . . " L . 100
Dauerinfusion sowie wahrend der 2-woéchige.
75

arterieller Druck

Behandlung. Bei jeweils 4 mit Ang Il + Treg

o
s 50

behandelten, bzw. nur mit Ang Il behandeltE

Mausen konnte die Messung wahrend ¢ o

. . . Ausgangswert 5-7 Tage nach dem Beginn
gesamten Zeitraums komplikationslos erfa: der Ang ll-Infusion

Kontrolltiere

werden. Der mittlere arterielle Druck vor de
Ang lI-Behandlung betrug 110,9 + 1,4mmHg.

Abbildung 7. Der mittlere arterielle Druck vor dem
Bereits am ersten Tag nach der Implantation déeginn der Ang li-Behandlung sowie 5-7 Tage nach

dem Beginn der Ang Il-Behandlung bei den
mit Ang ||-gef[]||ten osmotischen Minipumpen Kontrolltieren und den Tieren denen Treg transferie

worden sind. Alle Daten sind als Mittelwert + SEM

stieg der mittlere arterielle Druck um fast 4Qdargestellt; * steht fur p < 0,05 vs. Ausgangswert.

. Tregs-behandelte Tiere

mmHg an und betrug zwischen 5. und 7. Tag bei

den lediglich mit Ang Il behandelten Tieren 150,9,& mmHg und bei den Ang Il + Treg-
behandelten Tieren 149,4 + 7,5mmHg (Abbildung Brdbs ist ersichtlich, dass der Transfer
regulatorischer T-Lymphozyten keinen Einfluss auk dAng Il-induzierte arterielle

Hypertonie hat.

4.3. Einfluss regulatorischer T-Lymphozyten auf Angptensin Il-bedingte kardiale

Pathologie

4.3.1. Echokardiografische Daten

Mittels transthorakaler Echokardiografie wurden &ki. Tag des Versuchs kardiale
Morphologie und Funktion erfasst. Wie erwartet féhdie Dauerinfusion mit Ang Il zur
Entstehung der kardialen Hypertrophie. Diese zeigtieh als Erh6hung des
echokardiografisch  ermittelten  Herzhypertrophieetxes  (linksventrikulare  Masse
(mg)/Kérpergewicht (g)). Dieser betrug bei Ang BHandelten Tieren 4,57 = 0,16mg/g vs.
3,36 = 0,10mg/g bei unbehandelten Tieren. Sowahddistolische Septumdicke als auch die
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diastolische Hinterwanddicke waren bei den Ang dhdéndelten Tieren vergrofRert
(Abbildung 8). Behandlung mit regulatorischen T-Lpmozyten reduzierte die kardiale
Hypertrophie um 30%. Der Herzhypertrophie-Indexrigtbei Ang Il + Treg-behandelten
Tieren 3,87 £ 0,27mg/g. Die diastolische Septumgliclsowie die diastolische
Hinterwanddicke waren ebenfalls signifikant reduz{@bbildung 8).

Ang Il + Treg Kontrolle

=

55 12 12

5.0

4.5

0.9 0.9

40 %

35 0.8 0.8

Herzhypertrophie-Index (mg/g)
diastolische Septumdicke (mm)
*k
diastolische Hinterwanddicke (mm)

3.0 0.7 0.7
Angll Ang Il + Treg Kontrolle Ang Il Ang |l + Treg Kontrolle Angll Ang Il + Treg Kontrolle

Abbildung 8. Obere Reihe: Echokardiografische Darstellung deagiernalen kurzen Achsadtion modgund ein Beispiel
der Ausmessung der diastolischen Septumdicke, kiateddicke und das linksventrikuldaren Diametersdieem Ang Il-,
Ang Il + Treg-behandelten Tier sowie bei einem urareelten KontrolltierlVSd diastolische Septumdické;VIDd
diastolischer linksventrikularer DiametdrVPW diastolische Hinterwanddicke. Untere Reihe: grafis®arstellung des
echokardiografisch ermittelten Herzhypertrophieeixes, der diastolischen Septumdicke und der disshan
Hinterwanddicke bei den genannten Tiergruppen. Blg¢en sind als Mittelwert + SEM dargestellt; *Htéir p < 0,05 vs.
Ang Il.

Der diastolische linksventrikulare Diameter blied kder Behandlung mit Treg unveréandert
(4,20 = 0,23 mm bei Ang Il + Treg vs. 4,20 £ 0,08nnbei Ang Il). Es wurde kein
Unterschied in der echokardiografisch berechnetektiénsfraktion gesehen (49,5 + 3,1%
bei Ang Il + Treg vs. 56,1 £ 2,7% bei Ang Il).
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4.3.2. Postmortaler Herzhypertrophie-Index

Nach der Tétung der wurden die Tiere sow’

auch die Herzen gewogen und der klassis:

Cy
(=]
E
Herzhypertrophie-Index (Herzgewicl ,_é
K
(mg)/Koérpergewicht (g)) berechnet. Dies .gi
<
Zeigte Ergebnisse die mit de %g
oL *#
echokardiografisch gewonnenen Dat °'§ ——
vergleichbar waren. Herzhypertrophie-Inde @
:f;’ Anglll Ang Il + Treg Kontrolle

betrug 3,95 = 0,06 mm bei unbehandelt

. . Abbildung 9. Der postmortale Herzhypertrophie-Index bei
Kontrolltieren vs. 5,33 + 0,13 mm bei Ang ll- ang II-, Ang II- und Treg-behandelten Tieren sowie

. unbehandelten Kontrolltieren. Alle Daten sind alist&wert
behandelten Tieren vs. 4,90 £ 0,13 mm belggy dargestellt, * steht fiir p < 0,05 vs. Ang#lsteht fur

. . 0,05 vs. Ang Il + Treg.
Ang Il + Treg-behandelten Tieren. Diese’ Ve Ang T TTed
Daten bestétigen, dass Ang Il kardiale Hypertrojphaeziert und auch, dass der Transfer von

regulatorischen T-Lymphozyten kardiale Hypertropiei@uziert (Abbildung 9).

4.3.3. Pathohistologische Begutachtung

4.3.3.1. Darstellung fibrotischer Veranderungen inHerzen

A
']

Auspragung der fibrotischen Verédnderung

E-
'l

wurde anhand von Sirius redgefarbten

w
[l

Herzschnitte beurteilt. Kardiale Fibrose bei d

N
A

Treg-behandelten Tieren war weniger ausgepr

-
A

als bei den lediglich mit Ang II-behandelte
Tieren (2,18 + 0,47 arbitrary units (A.U.) bei An

Il + Treg vs. 4,17 £ 0,61 A.U. bei Ang Il vs. 0,50
Abbildung 10. Pathohistologische Beurteilung der

+ 0,17 A.U. bei unbehandelten Kontrolltierenfibrotischen Veranderungen bei Ang II-, Ang II- und
Treg-behandelten  Tieren sowie unbehandelten

Abbi|dung 10)_ Kontrolltieren anhand  von Sirius-redgeféarbten
Herzpraparaten. Alle Daten sind als Mittelwert t\GE
dargestellt, * steht fiir p < 0,05 vs. Ang Il.

kardialer Fibrose-Index (A.U.)

0-

Angll Angll + Treg Kontrolle
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Abbildung 11. Ein représentativer Ausschnitt aus ein8irius redgefarbten Herzpréparate eines Ang Il-, Ang Il €d+
behandelten Tieres sowie eines Kontrolltieres.

4.3.3.2. Immunhistochemische Darstellung der kardian entzindlichen Infiltrate

Immunohistologische Farbung mit anti-CD4-, anti-CD8nd anti-F4/80-Antikdrpern
ermoglicht die selektive Darstellung der CD4+ Lyropyten, CD8+ Lymphozyten sowie
Makrophagen. Es zeigte sich, dass die Behandlungegulatorischen T-Lymphozyten die
Entstehung der entztindlichen Infiltrate im Herzemimt. In Herzschnitten die mit anti-CD4-
Antikorpern gefarbt waren, wurden durchschnittlteéi Ang llI-behandelten Tieren 40,25 +
10,97 positive Zellen ausgezahlt, 12,75 + 2,56Am Il + Treg-behandelten Tieren sowie
3,60 £ 0,57 bei unbehandelten Kontrolltieren.

Vergleichbar dazu war die Anzahl der CD8+ Lymphenybei den Treg-behandelten Tieren
ebenfalls reduziert und betrug 43,75 + 8,34 bei ArAgehandelten Tieren, 11,5 = 1,94 bei
Ang Il + Treg-behandelten Tieren sowie 5 + 1 bdielmandelten Kontrolltieren. Die Zahl der
Makrophagen war ebenfalls bei Ang Il + Treg-beh#tedeTieren reduziert und betrug 74,75
*+ 17,13 bei Ang ll-behandelten Tieren, 21,50 + 1% Ang Il + Treg-behandelten Tieren
und 10,20 * 1,64 bei unbehandelten Kontrolltiersbbjldung 12).
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Abbildung 12. Grafische Darstellung der entziindlichen zellulatefiltrate im Herzen bei Ang Il-, Ang Il + Treg-
behandelten Tieren sowie bei den unbehandelterrédtiieren. Alle Daten sind als Mittelwert + SEMayestellt; * steht
fir p < 0,05 vs. Ang Il
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4.3.4. Einfluss der Dauerbehandlung mit Angiotensitl auf den Lymphozytenphanotyp

Um eine eventuelle Ang Il-bedingte Aktivierung dgmphozyten bzw. eine Anderung der
Anzahl der natirlichen, tiereigenen regulatorischidrtymohozyten wurden Splenozyten aus
den Mausen einer 2-woOchigen Ang IllI-Dauerinfusionsgasetzt waren sowie aus
Kontrolltieren isoliert und mit Antikdrpern gegerD@, CD25, CD44, CD62L, CD69 sowie
Foxp3 inkubiert. AnschlieBend wurde der Anteil @25+, CD449" CD62L°%, CD69+
und Foxp3+ Zellen in der Population der CD4+ Zebestimmt. Dabei weist Expression von
CD69, hohe Expression von CD44 sowie niedrige Esgpom von CD62L einen aktivierten
Lymphozytenphanotyp aus. Der Anteil der CD4+C¥14plenozyten war bei den Ang II-
behandelten Tieren signifikant héher als bei dentkaditieren (18,44 + 1,03% bei Ang Il vs.
14,91 + 0,99% bei Kontrolltieren). Der Anteil deD&+CD62L'°" Splenozyten war bei den
Ang llI-behandelten Tieren ebenfalls erhdht (20,7223% bei Ang Il vs. 16,42 + 0,91% bei
Kontrolltieren; Abbildung 13). Dies weist auf eiidtivierung der Lymphozyten unter Ang
[I-Behandlung hin.

Der Anteil der CD25+, CD69+ sowie Foxp3+ Zellen wawischen Ang ll-behandelten
Tieren und Kontrolltieren nicht unterschiedlich (Banicht gezeigt).

CD44 high CD62L low

c 204 c 51
2 2
© ©
N N 0-
% 15 ' % —
[a] [a]
(&] O 5-
3 104 ]
T T 0
£ 57 £ 5
g g
o °
e 0 T a0 T

Kontrolle Ang Il Kontrolle Ang Il

Abbildung 13. Graphische Darstellung des Anteils der CD4+ Lympterz die eine starke Expression von CD44

(links) bzw. eine schwache Expression von CD62Lht®caufweisen Alle Daten sind als Mittelwert £+ SEM
dargestellt; * steht fiir p < 0,05 vs. Kontrolle.
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4.3.5. Einfluss der Angiotensin ll-induzierten arteiellen Hypertonie und der
regulatorischen T-Lymphozyten auf kardiale Expressbon von brain natriuetic peptide

und Interleukin-6

Passend zu dem erh6hten Herzhypertrog

N
a
3

Index sowie zu der vermehrten kardia

Fibrose bei den Ang ll-behandelten Tie

o
o
1

war auch die Kkardiale Expression

Herzhypertrophie-Markersbrain natriuetic
peptide (BNP) erhoht. Sie betrug 6,37
0,67A.U. bei Ang ll-behandelten Tieren L
209 + O0,36A.U. Dbei unbehandeli
Kontrolltieren. BNP-Expression war mit 3,10

Abbildung 14. Grafische Darstellung der kardialen BNP

+ 0,49A.U. bei Ang Il + Treg-behandeltenExpression. Alle Daten sind als Mittelwert + SEM
dargestellt; * steht fiir p < 0,05 vs. Ang Il.

L

o
o
1

kardiale BNP Expression (A.U.)

Ang Il Ang Il + Treg Kon’;rolle

Tieren signifikant reduziert (Abbildung 14).

Im Gegensatz zu der Vermutung, dass die,

2
Reduktion der kardialen entzindlicheng

(

12+
Infiltrate bei Ang Il + Treg-behandelten .

ression

Tieren mit einer Reduktion der kardialen®
o
Expression  der Entz[]ndungsmediatore\u’j 6-

o '
einhergeht, konnte keine  signifikante= o

()]
Reduktion der Kkardialen Interleukin-6-g

= 0= T
Expression bei Ang Il + Treg-behandelter§ Ang I Angll+ Treg Kontrolle

Tieren im Vergleich zu den lediglich mit Ang Abbildung 15. Grafische Darstellung der Kkardialen

Il behandelten Tieren gesehen werden (10,3+'7tse£&“gi:r§e§e’iﬁre53‘°”- Alle Daten sind als fditert
+ 2,94A.U. bei Ang Il, 7,83 = 3,11A.U. bei
Ang Il + Treg, 4,74 = 0,70A.U. bei

Kontrolltieren; Abbildung 15).
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4.3.6. Einfluss der Angiotensin ll-induzierten arteiellen Hypertonie und der
regulatorischen T-Lymphozyten auf kardiale microRNA-Expression

In der folgenden Tabelle sind die, bei den Angdhéandelten, Ang Il + Treg-behandelten und
unbehandelten Tieren unterschiedlich regulierteroR8lAs im Herzen aufgefihrt. Die
Bezeichnung Ang Il + Treg > Ang H Kontrolle bedeutet, dass die Expression der gegeann
microRNAs im Herzgewebe der Ang ll-behandelten d@menicht signifikant unterschiedlich
war als bei den unbehandelten Tieren, bei den Ang Treg-behandelten Tieren aber
signifikant vermehrt exprimiert war. Insgesamt 44 diese Weise regulierten microRNAs
wurden detektiert, wobei MicroRNA (MIR)-328-3P uMiR-466G mit 5,8- bzw. 4,3-fachen

Expression am starksten reguliert waren.

Ang Il + Treg > Ang Il = Kontrolle

MIR-328-3P MIR-615-3P MIR-323-5P MIR-346
MIR-466G MIR-324-5P MIR-298 MIR-466H
MIR-423-5P MIR-423-3P MIR-760-3P MIR-673-3P
MIR-877 MIR-344-5P MIR-412 MIR-500-3P
MIR-541 MIR-671-3P MIR-470 MIR-327
MIR-214 MIR-207 MIR-370 MIR-501-3P
MIR-100 MIR-134 MIR-770-3P MIR-503
MIR-483-5P MIR-205 MIR-665 MIR-337-5P
MIR-494 MIR-532-3P MIR-874 MIR-615-5P
MIR-296-3P MIR-491-5P MIR-129-5P MIR-197
MIR-296-3P MIR-351 MIR-324-3P MIR-184
MIR-485-5P MIR-183 MIR-672 MIR-326
MIR-330-3P

Tabelle 1.Darstellung der kardialen microRNA Expression, Teil

MIR-690 war als einzige microRNA sowohl in den Alfidgpehandelten Tieren als auch in den
Ang Il + Treg behandelten Tieren verstarkt expritnfd-fach, bzw. 2-fach). MIR-133A* und
MIR-489 waren lediglich bei den Ang llI-behandelt@reren verstarkt exprimiert; ihre
Expression bei den Ang Il + Treg behandelten Tiemeterschied sich nicht signifikant von
der Expression in den Kontrolltieren (BezeichnunggAl > Ang Il + Treg > Kontrolle).
Expression 7 microRNAs war sowohl bei den Ang Bhbndelten als auch bei den Ang Il +
Treg behandelten Tieren signifikant erniedrigt @eknung Ang ll= Ang Il + Treg <
Kontrolle), Expression weiterer acht microRNAs \eai den Ang Il- behandelten und Ang II
+ Treg-behandelten Tieren signifikant erhdht (Belzaeung Ang ll= Ang Il + Treg >

Kontrolle).
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Ang Il > Ang Il + Treg > Kontrolle Ang Il = Ang Il + Treg > Kontrolle

MIR-690 MIR-1
MIR-208A

Ang Il > Ang Il + Treg = Kontrolle MIR-22*

MIR-133A* MIR-26B

MIR-489 MIR-805
MIR-487B

Ang Il = Ang Il + Treg < Kontrolle MIR-212

LET-7! MIR-30E*

MIR-709

MIR-21

LET-7A

MIR-99A

MIR-181A

Tabelle 2.Darstellung der kardialen microRNA Expression, Peil

4.3.7. Elektrophysiologische Eigenschaften des Myakds in Angiotensin Il-bedingter
kardialer Hypertrophie und ihre Beeinflussung durch den Transfer regulatorischer T-
Lymphozyten

Elektrophysiologische Untersuchung wurc

exemplarisch an einigen wenigen Tiere ’JLJMJMWM
durchgefuhrt. Die erhobenen Daten gebnMMMMMMLM

einen ersten Uberblick Gber den Einfluss ¢ JWHHMWWM
regulatorischen  T-Lymphozyten auf di
elektrophysiologischen Eigenschaften und (WMLM

Auslosbarkeit der Arrhythmien in Ang II-

induzierter kardialer Hypertrophie. Eine

Abbildung 16. Ruhe-EKG der Maus Nr. 1216
statistische Auswertung ist aufgrund defexemplarisch).
begrenzten Fallzahl nicht méglich. Das zum Begienealektrophysiologischen Untersuchung
abgeleitete Ruhe-EKG zeigte keine wesentlichen ndabéede zwischen den Ang II-

behandelten Tieren und den Ang Il + Treg-behanddlteren.

Ruhe-EKG

Tier-Nr. Gruppe RR HF P PQ QR QRS QTp Qtend QTc
1216 Ang I 130 462 18 39 8 13 15 65 57
1218 Ang Il 140 429 15 28 7 12 15 71 60
1217 Ang Il + Treg 103 583 15 31 7 12 14 68 67
1219 Ang Il + Treg 121 496 18 36 9 17 24 66 60

Tabelle 3. RRAbstand zwischen zwei R-ZackadF Herzfrequenz (pro Min. P Dauer der P-Well®Q PQ-Intervall;QR
Intervall zwischen dem Beginn der Q-Zacke und dechkten Punkt der R-Zack@RS Dauer des QRS-KomplexeQTp
Zeit vom Beginn der Q-Zacke bis zum hdchsten PuakfldWelle;QTend Zeit vom Beginn der Q-Zacke bis zum Ende der

T-Welle; QTc Frequenz-korrigierte QT-Zeit (berechnet nach aéagtiiBazettFormel QTc= QT(RR/100). Alle Angaben,
ausgenommen Herzfrequenz, in ms.
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Die mittels elektrischer Stimulation im Vorhof etfeme Refraktéarzeit des Sinusknotens, der
Wenkebach-Punkt des AV-Knotens sowie die Refrakiides AV-Knotens unterschieden
sich zwischen den Ang Il und Ang Il + Treg-behatelelTiere nicht. Allerdings konnten
Unterschiede in der Refraktarzeit des Ventriketsgestellt werden. Diese betrug bei den Ang
ll-behandelten Tieren 20 bis 22 ms, was in Ubet@msung mit friiheren Studien deutlich
unter dem Normalbereich fir Mause liégt.Im Gegensatz dazu lag die Refraktarzeit des
Ventrikels bei den Ang Il + Treg-behandelten Tiersit Werten zwischen 42 und 68ms im

Normbereich.

Elektrophysiologische Eigenschaften des Myokards

Tier-Nr. Gruppe C\YP g\i AVNERP 100 AVNERP 90 SNRT 100  SNRT 90 VERP 100 VERP 90
1216 Ang I 82 54 53 56 142 149 20 22
1218 Ang Il 70 54 46 48 124 130 20 22
1217 Ang Il + Treg 76 62 57 58 110 117 44 42
1219 Ang Il + Treg 74 56 54 54 138 153 66 68

Tabelle 4. AV-WP Wenkebach-Punkt des AV-Knotens, d.h. minimale dgkinge der Stimulation bei der die AV-
Uberleitung noch stattfinde\V 2:1 Zykluslange der Stimulation bei der eine 2:1 Ubiarteg im AV-Knoten stattfindet;
AVNRP 100 Refraktérzeit des AV-Knotens bei einer Stimulatioih Zykluslange von 100m#VNRP 90 Refraktérzeit des
AV-Knotens bei einer Stimulation mit Zykluslange v@®0ms; SNRT 100 Refraktarzeit des Sinusknotens bei einer
Stimulation mit Zyklusl&dnge von 100nmSNRT 90Refraktarzeit des Sinusknotens bei einer Stimulatidrzykluslange von
90ms;VERP 100 Refraktarzeit des Ventrikels bei einer Stimulatioih Zykluslange von 100m§&ERP 90 Refraktarzeit des
Ventrikels bei einer Stimulation mit Zykluslangenv80ms. Alle Angaben in ms.

Hochfrequente elektrische Stimulation im rechtenntukel fihrte bei den Ang II-

behandelten Tieren mehrfach zu nicht anhaltendentrikalaren Tachykardien, mit einer
maximalen Dauer von 2,7 Sekunden. Im Gegensatz bezdas Ang Il + Treg-behandelte
Tier 1219 keine Arrhythmien. Das Tier 1217, ebdsfalit Ang Il + Treg behandelt, bot unter
der hochfrequenten elektrischen Stimulation im techVentrikel lediglich eine 513ms
anhaltende ventrikulare Tachykardie.
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Abbildung 17. Tier 1216: Beispiel einer mittels hochfrequenteimB8tation in der rechten Kammer ausgeldsten
ventrikularen Tachykardie. Dauer 2,7 Sekunden, sp@s Sistieren.

Zusammenfassend kann man festhalten, dass Anglukerte kardiale Hypertrophie zu
Veranderung der elektrophysiologischen Eigenschaftes Myokards ftihrt, die mit einer
erhohten Auslésbarkeit ventrikularer Tachykardiarhergehen. Die Frage, ob regulatorische
T-Lymphozyten tatséachlich die elektrophysiologisthiggenschaften des Myokards positiv
beeinflussen und somit die Auslosbarkeit der vkaliiren Tachykardien verringern kénnen,
kann nur in weiteren, umfangreicheren elektropHggischen Studien endguiltig beantwortet

werden.
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4.4. Einfluss regulatorischer T-Lymphozyten auf den Angiotensin Il-bedingten
Nierenschaden

4.4.1. Renale Funktion in Angiotensin Il -induzierer arterieller Hypertonie

Dauerinfusion mit Ang Il in einer Dosierung von
1,44 mg/kg KG/d Uber 14 Tage fuhrt nicht zu

£ 1
Anstieg der Serum-Kreatinin-Konzentration. D%%zo-
Transfer regulatorischer T-Lymphozyte'% i Lt
bewirkt ebenfalls keine Anderung der Seruré € 101
Kreatinin-Konzentration. Diese betrug bé @ 5
unbehandelten Kontrolltieren 21,7 + {irfol/L, e ae n

bei Ang llI-behandelten Tieren 21,6 + fir@ol/L
. . Abbildung 18. Kreatininspiegel bei Ang Il-, Ang Il +
und bei den Ang Il + Treg-behandelten Tiererreg- behandelten Tieren sowie Kontrolltieren. Alle

. Daten sind als Mittelwert + SEM dargestellt.
20,1 £ 0,3umol/L (Abbildung 18).
4.4.2. Einfluss regulatorischer T-Lymphozyten auf Agiotensin llI-bedingte Albuminurie

Aus der im Urin gemessenen Albuminkonzentration dech jeweiligen 24h-Urinvolumen
wurde 24h-Albuminausscheidung berechnet. Da allesighstiere bis zum Ende des
Versuchs normale bzw. aufgrund der Ang ll-Infuserhdhte Diurese hatten sowie normale
Kreatininwerte aufwiesen, d.h. keine Zeichen eidsiten Nierenversagens aufwiesen,
gingen wir von stabilen und vergleichbaren Kreatwinzentrationen im Urin aus.
Dauerinfusion mit Ang Il fihrte zu einer vermehrt@buminausscheidung im Urin bereits
am 6 Tag des Versuch (257,8 £ g/t bei Ang Il vs. 49,7 + 5/8/d bei Kontrolltieren) und
bewirkte eine weitere Zunahme der Albuminurie am T2g des Versuchs (516,5 *
113,1ug/d bei Ang 1l). Das Verabreichen der regulatoresti -Lymphozyten bewirkte keine
signifikante Besserung der Albuminurie. Es zeigth $ediglich ein Trend zur verminderten
Albuminurie am 6. Tag (142,1 + 324§/d bei Ang Il + Treg vs. 257,8 £ 6 1@/d bei Ang lII).
Albuminurie bei den Ang Il + Treg-behandelten Tre@n 12. Tag betrug 525,5 + 86g/d

und war somit mit der Albuminurie der lediglich mhg Il-behandelten Tiere vergleichbar.
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Abbildung 19. Grafische Darstellung der Albuminurigg{d) gemessen am Tag 6/7 und am Tag 12/13 des dherdei den
Tieren die mit Ang II-, Ang Il + Treg-behandelterefien und unbehandelten Kontrolltieren. Alle Dasérd als Mittelwert +
SEM dargestellt; * steht fiir p < 0,05 vs. Kontrolle

4.4.3. Pathohistologische Begutachtung

4.4.3.1. Darstellung pathologischer renaler Verandengen mittels Masson-Goldner-
Trichrom-Féarbung

S 2.5
Ang ll-behandelte Tiere wiesen stark <
. y 2.0
pathologische Verédnderungen auf (2, §
= S
+ 0,31AU. bei Ang Il vs. 0,71 + 23§15
c o
0,18A.U. bei Kontrolltieren). Transfer £ 2 1.0 _[_*
L
regulatorischer T-Lymphozyten flhrt S 0.5
(<]
zur  signifikanten  Besserung de 8 .
T Ang Il Ang Il + Treg Kont'rolle

pathohistologischen Befundes (1,12

0,28A.U. bei Ang Il + Treg) (Abbildung Abbildung 20. Grafische Darstellung des AusmaBes der
renalen pathologischen Verénderungen, beurteiltameshhder

20)_ Masson-Goldner-Trichrom-Farbung. Alle Daten sinds al
Mittelwert + SEM dargestellt; * steht fur p < 0,05. Ang Il.
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4.4.3.2.Immunohistochemische Darstellung der renateentziindlichen Infiltrate

Im Gegensatz zu der 15+ 25
Effekten der ¢ § = £ 5 2
Sz cZ
. 5§35 o 3o 154
regulatorischen T- 33 f-c
T2 e s S £ 104 *#
. < £o
Lymphozyten auf die s%—’ N ég .
Inflltratlon der - Ang Il Ang Il + Treg Kontrolle . Ang ll Ang Il + Treg Kontrolle

entziindlichen  Zellen ins Abbildung 21. Grafische Darstellung der entziindlichen zelluladefiltrate in

der Niere bei Ang Il-, Ang II- und Treg-behandelt&reren sowie bei den
unbehandelten Kontrolltieren. Alle Daten sind algtéwert £+ SEM dargestell;,
* steht fir p < 0,05 vs. Ang Il; # steht flr p €©B,vs. Angll + Treg.

Herz wurde in den Nieren
der Ang Il + Treg-
behandelten Tieren keine signifikante Reduktion eeatzindlichen Infiltrate gesehen.
Kontrolltiere wiesen 3,75 = 0,25 CD4+ Zellen prosigbstfeld, Ang ll-behandelte Tiere
12,86 + 0,73, Ang Il + Treg-behandelte Tiere 9,44,%1. Die Zahl der Makrophagen betrug
bei den Kontrolltieren 7,75 + 0,48, bei den Angodhandelten Tiere 22,57 = 0,95, bei den
Ang Il + Treg-behandelten Tieren 19,33 = 1,11 (Addlong 21). Auf die Erfassung der CD8+
Zellen wurde aufgrund des zu schwachen Signalssamdit fehlender bedeutsamen CD8+

Infiltration verzichtet.
4.4.3.3.Cell tracking
Die mittels CFDA-SE markieren Zellen konnten Flisaenz-mikroskopisch in der Niere der

Treg-behandelten Tiere nicht detektiert werden. diesem Grund liegen keine Erkenntnisse

Uber die Lokalisation der transferierten regulatten T-Lymphozyten vor.
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5. Diskussion

5.1. Die Rolle der proinflammatorischen Zytokine uml der Immunzellen in der
Entstehung der kardialen Hypertrophie und Fibrose

Das zentrale Ergebnis dieser Arbeit stellt der tpasiEinfluss des Transfers regulatorischer
T-Lymphozyten auf die Entstehung des Ang lI-bedingtardialen Schadens dar.

Bereits frih im Verlauf der arteriellen Hypertrophkommt es zur Entwicklung des
linksventrikularen konzentrischen Remodelings (reta Verdickung der Herzwénde im
Vergleich zu dem Ventrikeldiameter ohne absolutes$¢azunahme) oder der konzentrischen
Hypertrophie (absolute Massenzunahme des Myok&tds)nksventrikulare Hypertrophie
beim Menschen ist assoziiert mit erh6htem Risiko Herzinsuffizienz, fur ventrikulare
Arrhythmien sowie kardiovaskuldre und zerebrovaskuldre Eresgn§®® Regression der
linksventrikularen Hypertrophie fuhrt zur Verringeg der kardiovaskularen Morbiditat und
Mortalitat***

Ang ll-induzierte arterielle Hypertonie fuhrt sowdlber vermehrte mechanische Belastung
als auch durch eine direkte Ang II-Wirkung im Herzr Hypertrophie der Kardiomyozyten,
zur Fibrose und zu entzindlichen perivaskuléreiitdaten. In dem hier verwendeten Modell
des Ang lI-bedingten Endorganschadens bewirkteTdansfer regulatorischer Lymphozyten
signifikante Besserung der kardialen Pathologie.

Kardiale Hypertrophie wurde am 11. Tag des zweiwgih Versuchs echokardiografisch
erfasst sowie am Ende des Versuchs anhand des ygeraophie-Indexes bestimmt. Sie
zeigte sich bei den Ang Il + Treg-behandelten Tiane Vergleich zu den Ang llI-behandelten
Tieren um ca. 30% reduziert. Kardiale Fibrose wair Ang Il + Treg-behandelten Tieren
ebenfalls signifikant reduziert.

Da regulatorische T-Lymphozyten in erster Linie iomeuppressiv wirken, wurde die
aktuelle Literatur nach den Daten bezlglich dedlisses immunsuppressiver Therapie auf
die Entstehung der Kkardialen Hypertrophie durchsucleferte aber weder im
tierexperimentellen noch im klinischen Bereich entige Ergebnisse. Das
Immunsuppressivum Cyclosporin reduzierte kardiaigéttrophie sowohl im Mausmodell
mit Druck-induzierter Herzhypertrophie als auch Rattenmodell der Ang ll-bedingten
kardialen Hypertrophi&” ' Allerdings ist Cyclosporin ein Calcineurin-Inhibitund kann
somit den Calcineurin/NF-AT/GATA4 Signaltransdukitssveg hemmen, der in der

Entstehung der kardialen Hypertrophie eine bedmgdaolle spielt. Deswegen kann bei der
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Cyclosporin-bedingten Reduktion der kardialen Hyqoghie nicht von einem reinen
immunsuppressiven Effekt ausgegangen werden.

Ang llI-bedingte kardiale Hypertrophie sowie and&®men der kardialen Hypertrophie
gehen mit entzindlichen Veranderungen einher. Basgeder kardialen Hypertrophie und
Fibrose gehen im Modell der Ang ll-vermittelten ¢iaten Hypertrophie mit einer Reduktion
der entzundlichen zellularen Infiltrate, bestehand CD4+ und CD8+ Lymphozyten sowie
Makrophagen, einher. Da die infiltrierten Entziingszellen verschiedene Zytokine
sezernieren kénnen, und diese pathophysiologiseh Rolle in der Entstehung der kardialen
Hypertrophie spielen konnten, wird im folgenden ¢@stt die Rolle der
proinflammatorischen Zytokine genauer dargestdlles Weiteren wird die Rolle der
Lymphozyten bei der kardialen Hypertrophie besdiaie

Druck-induzierte kardiale Hypertrophie geht mit Zimdlichen Infiltraten und Expression
entzindlicher Zytokine im Myokard einher. So kommt8un et al. ausgepragte CD45+
zellulare Infiltrate zeigen sowie auch kardiale Eegsion von TNFy, Interleukin-6, MCP-1
und MIP-1. TNFe-defiziente Tiere wiesen neben dem milderen inflatamschen kardialen
Phanotyp auch eine Reduktion der kardialen Hypghisound der Fibrose auf. Diese Studie
etabliert einen direkten Link zwischen der kardialgytokinproduktion und kardialen
Hypertrophie und FibrosE.Ang ll-vermittelte Fibroblastenproliferation unddeluktion des
extrazellularen Matrix ist zumindest zum Teil dudds Interleukin-6 vermitteff. AuRerdem
konnen TNFe und Intereukin-f die Expression von AT1-Rezeptoren auf Fibroblasten
steigern und somit die Ang lI-Effekte weiter verk&n'®® Uberexpression des sowohl
proinflammatorisch als auch antiinflammatorischk&inden Zytokins Interleukin-6 ruft durch
kontinuierliche Aktivierung der Interleukin-6-Unt@nheit gp130 die Aktivierung des Janus
kinase-STAT-Signaltransduktionsweges hervor und uziglt somit eine kardiale
Hypertrophie*®” Wie bereits aus der Literatur bekannt, konntenzgigen, dass Ang Il die
Expression von Interleukin-6 induziéft Diese war bei Ang Il + Treg-behandelten Tieren im
Vergleich zu den lediglich mit Ang Il behandelteiefen reduziert, allerdings nicht statistisch
signifikant. Dass MCP-1, ein weiteres Zytokin mitojpflammatorischen Eigenschaften,
ebenfalls an der Entstehung der kardialen Hypenteopeteiligt ist, zeigt die Studie von
Kolattukudy et al.. Selektive kardiale Uberexpreasvom MCP-1 bei der Maus fiihrte zur
kardialen Hypertrophie und Dilatation, begleitenvausgepragten Makrophagen-Infiltraten
und Fibrosierungen. Weiterhin zeigten sie, dassrletkin-6 und MCP-1 synergistisch den

Janus kinase-STAT-Signaltransduktionsweg aktivié?&n
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Neben der Produktion der inflammatorischen Zytokoh@&rch die Kardiomyozyten und
Fibroblasten unter dem Einfluss der mechanischem&wuchung und der neurohormonalen
Faktoren, sind die infiltrierenden Leukozyten eineht minder wichtige Quelle der
entziindlichen Zytokine im Myokard. Yu et al. zeigtedass das Verabreichen der
nichtspezifischen NO-Synthase-Blocker L-NAME beindel- und B-Lymphozyten-
defizienten SCID-Mausen im Vegleich zwild typ-Mausen zu einer milderen kardialen
Fibrose filhrt als bei demild typMauser® Vergleichbare Daten liegen bereits fiir die
Entstehung der Tetrachlorkohlenstoff-induzierterberéibrose vor und betonen somit die
Rolle der Lymphozyten in der Entstehung der Fibrd3e

Zusammenfassend kann man festhalten, dass prom##onische Zytokine
Signaltransduktionswege der kardialen Hypertropime Fibrose aktivieren. Das Myokard
infiltrierende Zellen stellen neben den kardialeydglyten und Fibroblasten eine wichtige
Quelle der proinflammatorischen Zytokine dar. Shigante Reduktion der kardialen
Hypertrophie und der Fibrose bei den Treg-behaedelieren kdnnte ursachlich mit der

Reduktion der entzliindlichen Infiltrate zusammenie@ing
5.2. Die Rolle der Inflammaton und des Immunsystem der Herzinsuffizienz

Auch im fortgeschrittenen Stadium der Herzinsuéfiz, nicht nur in ihrem Entstehen, spielen
Entzindung und Aktivierung des Immunsystems einalebesame Rolle. Erhohte
zirkulatorische Spiegel der proinflammatorischertokine wie z.B. TNFw, Interleukin-6,
Interleukin-3 und Interleukin-2 wurden bei herzinsuffiziententi®aten gemessen und
korrelierten mit der Verschlechterung der Pumpfiorkt’* Des Weitern sind erhéhte Spiegel
der proinflammatorischen Zytokine Interleukin-6 um#iiF-a mit gesteigertem Risiko fur
Herzinsuffizienz assoziietf? Dass kardiale Uberexpression vom MCP-1 im Herzen z
kardialen Hypertrophie und Dilatation fuhrt, wurdereits diskutiert. Tierexperimentelle
Studien zeigen, dass TNFdie Entwicklung der Herzinsuffizienz begunstigry&nt et al.
zeigten, dass transgene, auf das Myokard besclerahkfo Expression biventrikulare
Dilatation, entztindliche Myokardreaktion sowie Bige bei eingeschrankter Pumpfunktion
und klinischen Zeichen einer Herzinsuffizienz herufi.'”> Obwohl diese Ergebnisse die
Hoffnung erweckten, dass die Blockade von TiNEine Besserung der Herzinsuffizienz bei
Menschen bewirken kénnte, bestatigte sich das imktlaischen Studien nichf? Einer der
Griunde dafur kénnte darin liegen, dass TdNE sehr breites Wirkungsspektrum hat. ToNF-

ist einer der starksten NE&B Aktivatoren, der wiederum ein ubiquitar exprintesr
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Transkriptionsfaktor ist und sowohl zellprotektiaks auch anti-apoptotische Signale auslosen
kann. Trotzdem bietet die Beeinflussung der Entmigdund der Immunantwort weiterhin
einen Spielraum zur Verbesserung der Herzinsuffzieherapie, da andere therapeutische
Ansatze, die schadliche kompensatorische Mechanisiee Herzinsuffizienz beeinflussen,
bereits ausgereizt sind. In einigen wenigen Studieonnte mittels intravenoser
Immunoglobulingaben eine Besserung der Pumpfunkgéazielt werdert’® In weiteren
Studien fiihrte Immunoadsorbtion zur VerbesserumgPdenpfunktion:’® Zusammenfassend
kann man festhalten, dass weiteres Erforschen der mund antiinflammatorischen
Mechanismen in Herzinsuffizienz zu besserem Vedstén und folglich zu weiteren

Therapieoptionen der Herzinsuffizienz fuhrt.
5.3. Die Art der Immunantwort im Angiotensin llI-bedingten Endorganschaden

In Rahmen der obigen Diskussion der Rolle der Hrmmilg und des Immunsystems in
kardialer Hypertrophie bzw. Herzinsuffizienz erwtgminflammatorischen Zytokine werden
im Rahmen der {Jl-Immunantwort sezerniert. Urspringlichery1TTy2-Theorie nach
differenzieren die naiven CD4+ T-Lymphozyten naen 8timulation mit einem Antigen in
zwei verschiedene Subpopulationen: in die T-Heligs 1-Lymphozyten (1) und T-Helfer
Typ 2-Lymphozyten (#2). Diese Lymphozyten-Subpopulationen unterscheidigh im
Profil der Zytokinexpression und somit in ihren ktianen. Die T,1-Lymphozyten
sezernieren u.a. Interfergnund sind fur die Gewebsschadigungen verantworttiah durch
die aus Lymphozyten und Makrophagen bestehend&r&reh Infiltrate hervorgerufen sind,
wahrend die Population dery2-Lymphozyten u.a. Interleukin-4 sezerniert und fir
Antikorper-vermittelte Gewebsschadigung, so wie <. bei Allergie vorkommt,
verantwortlich ist. Obwohl bedeutende experimeatelhd klinische Daten dieyI/Ty2-
Hypotese unterstlitzen, wurde in den vergangenereddar, dass diese Hypothese, trotz
ihrer Eleganz, Unstimmigkeiten aufweist, bzw. ufstaindig ist. Des Weiteren fiihrten
Fortschritte der Zytokinforschung zur Entdeckungr d&stokine, die weder von der
Subpopulation der J1-Lymphozyten, noch der Subpopulation dep2-Lymphozyten
produziert werden und trotzdem mal3gebend bei destéhung der vermeintlich 4I-
vermittelten Erkrankungen sind. Zu diesen Zytokirgaioren Interleukin-17 und -23, die
essentiell fur die Entstehung der experimentelldiergischen Enzephalitis, ehemals
Mustererkrankung der SL-Immunantwort, beteiligt sintl”* "® Bei weiteren, ebenfalls

vermeintlich Ty1-vermittelten Erkrankungen, spielen Interleukindid -23 ebenfalls eine
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tragende Rolle: bei der Kollagen-induzierten Atikrisowie bei der experimentellen
Myokarditis}’®*%° Dies fiihrte zur Erweiterung deryX/Ty2-Hypotese um eine weitere
Lymphozyten-Subpopulation, umyI7-Lymphozyten. Ein weiteres wichtiges Zytokin der
Tyl7-Immunantwort ist Interleukin-27. Es hat einemegsive Wirkung auf die Aktivitat der
Tul7-Lymphozyten und stellt somit eine Art physiokidie Bremse dar. Auspragung der
Tyl7-Immunantwort wurde bisher weder in Ang llI-bederdkardialen Hypertrophie noch in
weiteren Hypertrophie-Formen bzw. Herzinsuffiziemtersucht. Unter dem Aspekt der Rolle
der Inflammation und des Immunsystems in der Enistg der kardialen Hypertrophie stellt

das Erforschen deryI7-Immunantwort einen interessanten Ausblick dar.

5.4. Der Einfluss regulatorischer T-Lymphozyten imAngiotensin llI-bedingten renalen
Schaden

Ein weiteres Ergebnis dieser Arbeit ist, dass easitver Einfluss des Transfers der
regulatorischen T-Lymphozyten auf den renalen Egaloschaden gezeigt werden konnte,
allerdings nur aus der pathohistologischen Siahiddr Masson-Goldner-Trichrom-Farbung
wiesen Ang ll-behandelte Tiere interstitielle unetipaskulare Fibrose, verdickte Arteriolen
sowie interstitielle und perivaskulare zellularefiltrate auf. All diese pathologischen
Veranderungen waren in den Ang Il + Treg-behandekeren signifikant reduziert. Der
Transfer regulatorischer T-Lymphozyten bewirkte niei Besserung der Albuminurie.
Unterschiede in der Auspragung der entzindlichdnlaeen Infiltrate zwischen Ang Il- und
Ang Il + Treg-behandelten Tieren waren nicht sidgait, obwohl ein Trend zu Reduktion
der CD4+ und Makrophagen-Infiltration ersichtlichamv Somit steht anhand unserer
bisherigen Ergebnisse fest, dass sich die positiiikung regulatorischer Lymphozyten im
Ang llI-bedingten Endorganschaden auf die Verbessedes kardialen Schadens beschrankt.
Im Folgenden sollten die diesen Befund mdoglichesevenervorrufende Griinde diskutiert
werden.

In mehreren tierexperimentellen Studien wurden legtische T-Lymphozyten erfolgreich in
der Behandlung renaler Erkrankungen eingesetztf tahl. verwendeten das Mausmodell
mit experimenteller anti-glomerularer Basalmembfliomerulonephritis als Modell einer
durch die spezifische Immunabwehr bedingten renBl&nankung. Hier konnte der Transfer
von 10 regulatorischer Lymphozyten Proteinurie, histoplibische Veranderungen sowie
entziindliche Infiltrate deutlich verbesséfh. Auch im Mausmodell einer durch die

unspezifische Immunabwehr hervorgerufenen renalerkraBkung, in Adriamycin-
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Nephropathie, konnte der Transfer von® 8gulatorischer Lymphozyten die Erkrankung
deutlich mildern:*® Beachtenswert erscheint, dass in den beiden Maudeleutlich mehr
regulatorische T-Lymphozyten transferiert wordendsals in unseren Versuchen. Da die
entziindliche Reaktion und Ang ll-bedingter Endosgdnaden ein generalisiertes Phanomen
darstellen und nicht wie die oben genannten ren&émankungen auf ein Organsystem
begrenzt sind, reichten mdoglicherweise die in wserVersuchen transferierten
regulatorischen T-Lymphozyten nicht aus, um sowaol® renale als auch kardiale
Entzindungsreaktion zu unterdricken. Diese Hypethedirde insbesondere dann an
Wichtigkeit gewinnen, wenn transferierte regulatone T-Lymphozyten in der Niere
lokalisiert waren und somit ihre immunsuppressivekdhg lokal austiben wirden. In diesem
Fall wirde die Anzahl der transferierten regulachen T-Lymphozyten nicht ausreichen, um
mehrere Entziindungsherde gleichzeitig abzudecken.

Eine weitere Hypothese zur unterschiedlichen Auwpporg der positiven Wirkung
regulatorischer Lymphozyten in der Niere und im Zder liegt in der unterschiedlichen
Auspragung der Entzindung. Entzindliche zellular@triate sind in der Niere deutlich
ausgepragter als im Herzen. Eventuell hat das statxindliche Milieu in der Niere einen
negativen Effekt auf die transferierten regulatdren T-Lymphozyten, so dass ihre
immunsuppressiven Eigenschaften nicht ausreichesgepragte renale Entzindung zu
unterdriicken. Dies wird im folgenden Abschnitt naéé@rtert.

Regulatorische T-Lymphozyten, so wie auch CD4+CDRmphozyten, exprimieren das
Oberflachenmolektl CD28 das in der T-Zell-Aktiviagu ein unerlassliches
kostimulatorisches Signal darstellt. Bei den naiveB4+25- Lymphozyten steigert die
Signaltransduktion (Gber CD28 die Produktion von efigukin-2 und induziert
Zellproliferation, wahrend bei den regulatorisch&iymphozyten die Zugabe der anti-
CD28-Antikorper die suppressive Wirkung der reguliachen T-Lymphozyten auf die
Proliferation und Interleukin-2-Produktion der Héfer-T-Lymphozyten aufhedf? 44
Daraus folgt, dass Signaltransduktion tUber CD28gystisch durch die Stimulation der
Effektor-T-Lymphozyten und Abschwéchung des sumives Potentials der regulatorischen
T-Lymphozyten insgesamt die Immunantwort verstddkéser Mechanismus wird in Rahmen
einer Infektion aktiviert. Die Expression der CDRganden CD80 und CD86 an den
antigenprasentierenden Zellen steigt im Rahmerr émfiektion an und fuhrt zur gesteigerten
Bindung an CD28% Obwohl es sich bei dem in dieser Arbeit verwendétausmodell nicht

um eine infektiose Erkrankung handelt, kdnnte digeschwéachte Wirkung regulatorischer
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Lymphozyten in der Niere mit ihren, durch das IlekaMilieu abgeschwéachten

iImmunsuppressiven Eigenschaften zusammenhangen.
5.5. Einfluss einer Angiotensin II-Behandlung auf én Lymphozytenphanotyp

Wie bereits in der Einleitung erwdhnt, weisen mshi®tudien der letzten Jahre darauf hin,
dass Ang Il einen direkten Einfluss auf das Immstey hat. Nataraj et al. zeigten, dass
alleinige Stimulation mit Ang Il ausreichend istmu Proliferation der Splenozyten
hervorzurufen und dass sich dieser Effekt mittel€EAHemmer und AT1-Rezeptor-
Antagonisten hemmen 1a88t.Shao et al. zeigten, dass aus hypertensiven, mig W
behandelten Ratten isolierte T-Lymphozyten meherfatony und weniger Interleukin-4
sezernieren als T-Lymphozyten die aus unbehandBl&dten isoliert wurden. Das bedeutet,
dass Ang Il das J1/Ty2-Gleichgewicht zugunsten deryI-Immunantwort verschieben
kann®® In einer vor kurzem publizierten Studie zeigtenzi®uet al., dass der Anteil der
CD44+, CCR5+ und CD69+ Zellen unter CD4+ Lymphonayite den Mausen die mit Ang Il
behandelt wurden héher war als bei den unbehamdilézisen. Da es sich bei CD44, CCR5
und CD69 um Aktivierungsmarker fur Lymphozyten haltbdspricht ihr erhdhter Anteil
daflr, dass Ang Il das Immunsystem aktivieren kamd somit den hypertensiven, bzw. Ang
[I-induzierten Endorganschaden verstarken kannRahmen dieser Arbeit wurden ebenfalls
CD4+ Lymphozyten aus den Ang ll-behandelten undebiabdelten Mausen auf die
Expression von CD44, CD62L sowie CD69 untersucler Bnteil der CD4+ Lymphozyten
die CD44"9" und CD62L°" waren, d.h. einen Effektor-Gedachtnis-Phanotyp &sfen, war
bei den Ang ll-behandelten Tieren héher als bei uldpehandelten Tieren. Dieses Ergebnis
ist mit den Ergebnissen von Guzik et al. vergleschbnd spricht fir eine Ang ll-bedingte

Aktivierung des Immunsystent&
5.6. Die Mechanismen der Verbesserung des Angiotemsl-bedingten Endoganschadens

Unvermeidlich stellt sich die Frage nach der Ldation und dem hier wirksamen
Mechanismus der positiven Wirkung der regulatoesciT-Lymphozyten auf den Ang II-
bedingten Endorganschaden. Versuche mit dem Trared@latorischer T-Lymphozyten in
verschiedenen Modellen der autoimmunen Erkrankutigéarn reichlich Informationen tber
ihre Bewegungsmuster nach dem Transfer. So konintemer der ersten Arbeiten tGber den

positiven Einfluss der regulatorischen T-Lymphonytuf die experimentelle autoimmune
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Enzephalomyelitis Kohm et al. keine transferientegulatorischen T-Lymphozyten weder im
Gehirn noch im Ruckenmark der erkrankten Tiere wacten, obwohl diese die primér
betroffenen Organe waren. Allerdings konnten sigullaorische T-Lymphozyten in den
peripheren Lymphknoten nachgewiesghim Gegensatz dazu konnten McGeachy et al.
Akkumulation der nattrlichen regulatorischen T-Lymopyten in zentralen Nervensystem der
an der experimentellen autoimmunen Enzephalomyeditirankten Mause detektieréfiim
Mausmodell der rheumatoiden Arthritis wurden diensferierten regulatorischen T-
Lymphozyten nicht nur in der Milz und peripheremiphknoten gefunden, sondern auch im
entziindeten Synovialgewebe und Synovialfliissigkeitm Mausmodell der autoimmunen
Kolitis wurde die Lamina propria der Darmschleimhaals der zentrale Ort der
immunsuppressiven Effekte der regulatorischen T+hlyazyten charakterisiel® In zwei
weiteren Arbeiten wurde die Lokalisation der Treagim Transfer in zwei unterschiedlichen
Nierenerkrankungen beschrieben. Mahajan et al. teonim Mausmodell der Makrophagen-
induzierten Nierenschadigung, in der Adriamycin-Npathie, neue Foxp3-Expression in
der Niere nach dem Transfer der Treg zeitfédm Mausmodell der anti-glomeruléren
Basalmembran Glomerulonephritis konnten nach deansfer keine Treg in der Niere,
sondern nur in der Milz und in den peripheren Lykpiten nachgewiesen werd€h.

Zu diesem Zeitpunkt liegen uns keine Informatiodéer die Verteilung der regulatorischen
T-Lymphozyten in nach ihrem Transfer in unseremrm@dell vor. CFDA-markierte,
transferierte Treg konnten am Ende des Versuclms, zdvei Wochen nach dem Transfer,
weder in der Niere noch in der Milz detektiert weand Weitere Organe, wie z.B. das Herz
oder die Lymphknoten wurden bisher nicht untersucht

Die Mechanismen der Immunosuppression durch dielaggischen T-Lymphozyten sind
nicht ganzlich geklart und werden grob in Zellkdttaermittelte und Zytokin-vermittelte
Mechanismen unterteilt. Thornton und Shevach liefebereits 1998 einen der wichtigsten
Hinweise auf Zellkontakt-vermittelten Mechanismusr dmmunsuppression. Trennung der
regulatorischen T Zellen von den zu supprimierend®4+ Lymphozyten durch eine semi-
permeable Membran hebt die Suppression auf. Im @&age zu derin vitro Versuchen
stehen die Ergebnisse der vivo Versuche, die zeigen, dass bestimmte Zytokinedfér
Suppression unentbehrlich sind. Annacker et agterj dass regulatorische T-Lymphozyten,
isoliert aus einer Interleukin-1Ikock owtMaus, nicht in der Lage sind, eine experimentelle
Kolitis zu verhinderrt® Huber et al. zeigten, dass regulatorische T-Lyragtem, isoliert aus

einer TGFB-knock outMaus, nicht in der Lage sind, eine Kolitis zu iadern*>?
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Ob regulatorische T-Lymphozyten in unserem Modelgezeigten Effekte mittels Sekretion
verschiedener Zytokine oder mittels direkten Zelliaits vollbringen ist zum jetzigen
Zeitpunkt noch unklar. Eine der Mdglichkeiten didsmage zu erlautern liegt im Transfer
regulatorischer T-Lymphozyten die entweder keirerieukin-10 oder TGIB- sezernieren

konnen, bzw. an Zellkontakt-vermittelter Immunswggsion beteiligte Molekule, wie z.B.
CTLA-4 oder LAG-3, nicht exprimieren.

5.7. Funktionelle Bedeutung der reduzierten kardiagén Hypertrophie und Fibrose bei

Ang Il + Treg-behandelten Tieren

Wie bereits erwéhnt, stellt die hypertensive kdedilypertrophie im Gegensatz zu der
physiologischen kardialen Hypertrophie einen wigpditi Risikofaktor fur die Entstehung der
ventrikularen Arrhythmien und der Herzinsuffiziedar!®®*®* Um zu tberprifen, ob die
30%ige Reduktion der Ang ll-induzierten kardialegpidrtrophie unter der Behandlung mit
regulatorischen T-Lymphozyten eine funktionelle Beiing bezlglich der Auslosbarkeit der
Arrhythmien hat, wurde exemplarisch an einigen dier elektrophysiologischen
Untersuchungen durchgefiihrt. Diese zeigte bei derg Al-behandelten Tieren eine
Verkirzung der ventrikularen Refraktarzeit und inegénsatz dazu eine im Normbereich
liegende ventrikulare Refraktérzeit bei den Ang Treg-behandelten Tieren. Eine verkirzte
ventrikulare Refraktérzeit kann, so wie auch eiberind3ige Verlangerung der ventrikuléaren
Refraktarzeit, zur gesteigerten Ausldsbarkeit dentnkularen Arrhythmien fuhren. Dies
bestatigte sich in der elektrophysiologischen Watehung. Bei den Ang ll-behandelten
Tieren wurden mittels programmierter elektrischetim8lation mehrere und langer
andauernde ventrikulare Tachykardien ausgeldstbalsden Ang Il + Treg-behandelten
Tieren. Dies spricht dafir, dass die Reduktionkadedialen Hypertrophie und Fibrose bei den
Ang Il + Treg-behandelten Tieren eine funktionaledButung hat. Diese Ergebnisse
entsprechen den tierexperimentellen Daten in dgezeigt wurde, dass die Regression der
kardialen Hypertrophie mit einen Rickgang der etgkiysiologischen Verédnderungen
einhergeht. Rials et al. zeigten, dass die ThenagidCE-Hemmer Captopril zur Regression
der linksventrikularen Hypertrophie bei Kaninchenit mnduziertem renovaskularen
Hypertonus fuhrt und gleichzeitig pathologischeketephysiologische Eigenschaften des
Myokards aufhebt® Dass es sich hier nicht um einen spezifischerkEtfes ACE-Hemmers
handelt zeigten Rials et al. bereits in einer fréheArbeit. Nachdem bei Katzen mittels

Induktion der Aortenstenose eine Druck-bedingtelicde Hypertrophie herbeigefiihrt wurde,
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wurde die Aortenstenose aufgehoben, um eine spentdegression der kardialen
Hypertrophie zu erlauben. Die Tiere bei denen es smichen spontanen Regression
gekommen ist, wiesen im Vergleich zu den Tieren d@nen die kardiale Hypertrophie
bestehen blieb eine komplette Normalisierung dektebphysiologischen Eigenschaften des
Myokards auf’ Ahnliche Ergebnisse zeigten sich in den kliniscB&mndien. Captopril fiihrte

in einer kleinen randomisierten Studie zur Reduktaer linksventrikularen Hypertrophie
sowie Reduktion der ventrikularen Ektopie. In eineiteren Studie wurden linksventrikulére
Hypertrophie und ventrikulare Ektopie mittels Emaib (ACE-Hemmer), Atenolol f{-
Blocker) und Verapamil (Ca-Kanalblocker), nicht abenittels Hydrochlorothiazid
(Diuretikum) gesenkt. Eine post-hoc-Analyse der Ed&tudie unterstitzt die genannten
Ergebnisse und erweitert den Vorteil einer Regoessier linksventrikularen Hypertrophie
auf die Reduktion des plotzlichen Herztodes. Mels @000 Patienten mit arterieller
Hypertonie und kardialen Hypertrophie wurden mierdlol (einp-Blocker) oder Losartan
(ein AT1-Rezeptor-Antagonist) behandelt. Eine Reduk der kardialen Hypertrophie hat
unabhangig von der Art der Behandlung und der Ssmkdes Blutdrucks das Risiko eines
plotzlichen Herztodes reduziéff Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass
Reduktion der kardialen Hypertrophie durch den &insegulatorischer Lymphozyten einen
positiven Effekt auf elektrophysiologischen Eigdraften des Myokards hat und dass diese,
vergleichbar mit den oben genannten Daten, mitréRegluktion der kardialen Hypertrophie

einhergehen.

5.8. Expression der microRNA im Angiotensin ll-bedngten kardialen Schaden und ihre

Beeinflussung durch den Transfer regulatorischer Teymphozyten

Die Anpassung einer Zelle an die aktuellen Anfaudgen beinhaltet komplexe
Veranderungen in der Expression vieler verschiedé&ene und somit unterschiedlicher
Proteine. Vor kurzem wurde ein neuartiger Mechansrder post-transkriptionellen und
translationellen Genregulation entdeckt. Es hansielt hier um kleine, einstrangige, nicht-
kodierende RNA-Stickchen, microRNA (MIR) genanni Sind der Regel 22 Nukleotide
lang und in der Lage, kodierende mRNA zu degradiérawv. ihre Translation zu hemmen,
und somit die tatsachliche Proteinsynthese dereZefhtscheidend zu beeinflusséh.

MicroRNA entsteht aus langen priméaren Transkripdés mittels des Enzyms Drosha im
Nukleus und Dicer im Zytoplasma zur reifen, funkitien microRNA geschnitten

werden'® ¥9Diese werden in das so genanRidA-induced silencing compleeladen®
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Der eigentliche Mechanismus der Suppression derteiPexpression ist weitgehend
ungeklart. In manchen Fallen bleibt die Menge d&NA unverandert, obwohl die Menge
des produzierten Proteins sinkt, in machen Faltarkbes zur Degradation der mRNX.

Es wird angenommen, dass microRNA in der Regulatioas Drittels des gesamten Genoms
beteiligt ist. So spielt microRNA auch in der kanghskularen Biologie eine wichtige Rolle.
MIR-1, das in diesem Versuch sowohl bei den Angld-auch bei Ang Il + Treg-behandelten
Tieren in Vergleich zu den Kontrolltieren vermetexprimiert ist, beeinflusst kardiale
Embryonalentwicklung, indem sie die Proliferatioar ckardialen Progenitorzellen hemmt.
lhre Uberexperession fiihrt zur vorzeitigen Ausdéfezierung der Kardiomyozyten und ihr
Fehlen inknock outMausen zur kardialen Hyperplasie, bzw. Defektenembryonaler
Herzentwicklung. MIR-133-Familie hat entgegengesetZigenschaften und inhibiert die
Ausdifferenzierung der Kardiomyozyten. Es wurdemelie mehrere Targetgene fur MIR-1
und MIR-133 gefunden. Darunter Uberwiegen Gene,adieder Regulation des Zellzyklus
beteiligt sind. In unserem Versuch war MIR-133 l@k#n Ang ll-behandelten Tieren
hochreguliert. Dies steht im Widerspruch zur akarelLiteratur. Care et al. zeigten vor
kurzem, dass MIR-1 und MIR-133 im Mausmodell Drirddingter kardialer Hypertrophie
vermindert exprimiert sind. Im Myokard der Patientait hypertropher Kardiomyopathie
zeigte sich die Expression von MIR-1 und MIR-133malls erniedrigt. Eine plausible
Erklarung fur die Diskrepanz zwischen diesen ungeuen Daten gibt es bisher nicht. Laut
der rezenten Literaturdurchsicht gibt es bishend&eveiteren Arbeiten, die die Expression der
verschiedenen microRNAs in der Ang ll-bedingten ztgpertrophie untersuchten. Eine
weitere microRNA, MIR-208 spielt eine interessaRt@lle in der Entstehung der kardialen
Hypertrophie. Sie wird vom Intron 27 desMyosin heavy chairkodiert und scheint die
Expression des-Myosin heavy chaim Stresssituationen zu regulierémock outMause fur
MIR-208 entwickeln nach Induktion der Aortenstenesee mildere kardiale Hypertrophie
und Fibrose. In unserem Versuch war die Expressmon MIR-208 sowohl bei den Ang II-
behandelten als auch bei den Ang Il + Treg-beh@émaeMausen vermehrt exprimiert,
wahrend es in den Mausen mit Druck-bedingter Hypphie parallel zur Abnahme der
Expression vom-Myosin heavy chaiebenfalls zum Abfall der Expression der pre-MIR820
kommt, wahrend die Konzentration der reifen MIR-208grund ihrer sehr guten Stabilitat
unverandert bleibt. Eines der Targetgene fur MIRB-2G thyroid hormone receptor (TR)-
associategrotein 1(THRAP1), das das Gleichgewicht zwischeMyosin heavy chainnd
B-Myosin heavy chaimugunsten vop-Myosin heavy chaimerschiebt® Die Bedeutung der

erhohten Expression von MIR-208 in unseren Angeltdndelten Tieren bleibt unklar.
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Die Bedeutung dieser, zum Teil der aktuellen Datgal beziglich der Druck-bedingten
kardialen Hypertrophie widersprichlichen Ergebnisst zum jetzigen Zeitpunkt nicht
geklart. Bei der Flle der Daten Uber die Rolle décroRNAs in der Druck-bedingten
kardialen Hypertrophie ist es anzunehmen, dass sier Ang lI-bedingten Hypertrophie eine
Rolle spielen. Ob unterschiedliche Regulation voiRM, 133 und 208 in diesen zwei
Formen der kardialen Hypertrophie tatsachlich rsata@edliche pathophysiologische

Mechanismen widerspiegeln, bleibt zu klaren.

5.9. Klinische Anwendungen von regulatorischen T-Limphozyten

Wie bereits in der Einleitung erwahnt, wurde dardéipeutische Effekt der regulatorischen T-
Lymphozyten in einigen Mausmodellen mit autoimmunénkrankungen sowie bei
Transplantatabstof3ung und Graft-versus-Host-Reaakgszeigt. Neben den quantitativen und
qualitativen Defekten der regulatorischen T-Lympftem in autoimmunen Erkrankungen bei
Menschen, zeigte sich bei humaner Nieren-, Lebed-Llungentransplantation eine deutliche
positive Korrelation zwischen der Zahl der zirkodieden regulatorischen T-Lymphozyten
und dem Uberleben des transplantierten Organs.l&iehnfpare Untersuchungen beziiglich der
Graft-versus-Host-Reaktion nach der Transplantatien hamatopoetischen Stammzellen
lieferten zum Teil gegensatzliche Befunde, allegdirkonnte hier ebenfalls eine positive
Korrelation zwischen der Zahl der zirkulierendegulatorischen T-Lymphozyten und dem
Nichtauftreten der Graft-versus-Host-Reaktion ggizeverden. Im folgenden Abschnitt
werden die ersten klinischen Studien in denen eggusche T-Lymphozyten transferiert
werden dargestellt. M. Edinger (Regensburg) laieé Studie in der Patienten mit malignen
Erkrankungen nach der allogenen Transplantation lkmatopoetischen Stammzellen
zusatzlich zur immunsuppressiven Behandlung sowdeoBLymohozyten auch natirliche,
nicht-manipulierte, aus dem Donoren-Blut isolieggulatorischen Lymphozyten verabreicht
bekommen. In einer weiteren Studie, geleitet vonBBlzar (Minneapolis, USA) werden
mittels anti-CD3- und anti-CD28-Antikérper sowie ttais Interleukin-2 expandierte
regulatorische  Donoren-T-Lymphozyten gleichzeitig it mder Transplantation der
hamatopoetischen Stammzellen transferiert. In Mdildtalien, leitet M.-G. Roncarolo eine
weitere Studie in der regulatorische T-Lymphozytea mit antigenprasentierenden Zellen
des Empfangers und Interleukin-10 vorbehandelt emind in Rahmen der Transplantation
der hamatopoetischen Stammzellen den Patienteibregrht werden. Diese Studien leisten

zusatzlich zu ihren eventuellen positiven Effekt die Graft-versus-Host-Reaktion einen
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wichtigen Beitrag zum Verstandnis der Physiologe @gulatorischen T-Lymphozyten nach
dem Transfer. Somit ebenen sie den Weg zur Verwendder regulatorischen T-

Lymphozyten in weiteren, im Tiermodell bereits esfthten, Erkrankungeli®

5.10. Ausblick

Die Ergebnisse dieser Arbeit betonen die Rolle @ésichgewichts zwischen pro- und
antiinflammatorischen Stimuli in der Entstehung déng II-bedingten kardialen
Hypertrophie. Ein weiteres Modell der kardialen ldgtpophie ist die Druck-bedingte kardiale
Hypertrophie. Wie bereits diskutiert, zeigt das éyphierte Myokard im Mausmodell mit
induzierter Aortenstenose einen ausgesprochen ratitztien Phanotyp' Ang ll-induzierte
Signaltransduktion spielt auch in diesem Modell eeiRolle, da die biomechanische
Beanspruchung des Myokards zur lokalen Bildung #aog 1l fihrt. Trotzdem wuirde der
Einsatz regulatorischer Lymphozyten im Mausmodeflinduzierter Aortenstenose erlauben,
die Hypothese zu Uberprifen, ob regulatorische myhlyozyten auch in einem anderen
Modell der kardialen Hypertrophie diese wirksamuadren kénnen, bzw. ob ihr Effekt auf
die Ang ll-bedingte kardiale Hypertrophie beschtask

Bei Ang lI-bedingter kardialen Hypertrophie handedtsich um eine pathologische Form der
Hypertrophie, im Gegensatz zu der physiologischemdiklen Hypertrophie, wie sie
klassischerweise bei Leistungsportlern auftritt.Weé&d physiologische Herzhypertrophie mit
keinem erhdhten Risiko fur hohergradige Herzrhytesbdrungen und Herzinsuffizienz
einhergeht stellt die kardiale Hypertrophie auf dBoden einer hypertensiven Erkrankung
einen der haufigsten Griinde der Herzinsuffizienz'®aMit einer Pravalenz von ca. 7% in
der Altersgruppe der 80- bis 89-jahrigen stellt Zitesuffizienz ein ernstzunehmendes
Problem dar, insbesondere bei der zunehmend aterBevolkerund® Die ischamische
Kardiomyopathie bei koronarer Herzerkrankung miterodohne vorausgegangenen
Myokardinfarkt ist aber die haufigste Ursache derihsuffizienz:>> Revaskularisation und
umfangreiche medikamenttse Therapie stellen derdStd in der Behandlung der koronaren
Herzerkrankung und der ischdmischen Kardiomyopadhie Sowohl zeitbegrenzte als auch
anhaltende Unterbrechung des koronaren Blutflusfist zu einer ausgepragten
entziindlichen Reaktion des Myokard8Das Ausmaf der Entziindung und der Aktivierung
der unspezifischen und spezifischen Immunabwehinfhgest das Gleichgewicht zwischen
weiterer Schadigung des Herzmuskels und der Inolilder Reparaturprozesse. Eine breite,

unspezifische antiinflammatorische und immunsujpvesBherapie mit Prednisolon fiihrte zur
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gesteigerten Rate der Myokardruptur nach InfatktAnderseits kdnnen bestimmte anti-
inflammatorisch wirkende Interleukine zur Heilungt rbeitragen. Zu diesen gehdrt unter
anderen Interleukin-10, das im reperfundierten Mydkvon infiltrierten T-Lymphozyten
freigesetzt wird®® Die regulatorischen T-Lymphozyten bieten wegenglesstigen Zytokin-
Expressionsprofils eine interessante Mdglichkeit dénstigen Beeinflussung der post-
ischamischen myokardialen ReparaturmechanismerenBetle klinische Relevanz wird
durch rezente Verdoffentlichungen betont. Sardellalezeigten einen Abfall der peripheren
regulatorischen T-Lymphozyten bei Patienten miteminakuten Hebungsinfarkt® Eine
Normalisierung der Anzahl der peripheren regulatven T-Lymphozyten 48h nach erfolgter
koronarer Revaskularisierung impliziert Kompartnadisterung der regulatorischen T-
Lymphozyten im ischamischen Myokard in der Akutghadum jetzigen Zeitpunkt liegen
keine Daten der tierexperimentellen Studien vorgdé@men regulatorische Lymphozyten in
kardialer Ischamie, bzw. Reperfusion eingesetztdeworsind. Angesichts der Rolle der
Inflammation, bzw. des Immunsystems in diesem Kiaitkbild stellt der Einsatz

regulatorischer Lymphozyten einen interessanterbkaksdar.
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6. Zusammenfassung

Die Arterielle Hypertonie und ihre Folgeschadenleteaufgrund ihrer hohen Pravalenz in
der industrialisierten Gesellschaft ein bedeutsagestindheitspolitisches Problem dar. Bei
den hypertensiven Endorganschaden handelt es sichindest zum Teil um einen
inflammatorischen und immunologischen Prozess. ituithe tierexperimentelle Arbeiten
belegen den positiven Einfluss einer antiinflammathien und immunsuppressiven
Behandlung auf den renalen und kardialen Angiote(ing) II-bedingten Endorganschaden.
Regulatorische T-Lymphozyten (CD4+CD25+) stellenneei natirlich vorkommende
Zellpopulation dar, deren wichtigste Aufgabe in @mppression der Autoimmunitat liegt.
Das Ziel dieser Arbeit war das Uberprifen der Higpee, dass regulatorische T-
Lymphozyten aufgrund ihrer immunsuppressiven Eigeaten den Ang ll-bedingten
Endorganschaden verbessern.

Um diese Fragestellung zu beantworten wurde mit&serinfusion mit Ang Il bei den
Mausen des NMRI-Stammes eine arterielle Hypertanguziert. Mittels Fluoreszenz-
aktivierter Zellsortierung wurden aus den Milzendubymphknoten der Spenderméuse
regulatorische T-Lymphozyten isoliert und einer e der Ang ll-behandelten Tieren
transferiert. Wahrend der zweiwdchigen Versuchsdaweden die kardiale Funktion mittels
Echokardiografie und die renale Funktion mittelbuhinurie-Messung erfasst. Am Ende des
Versuchs wurden die Tiere getotet und der hypeserisndorganschaden untersucht. Eine
Dauerinfusion mit Ang Il fihrte zur arteriellen Hsmonie die von dem Transfer
regulatorischer Lymphozyten nicht beeinflusst whransfer regulatorischer Lymphozyten
verbesserte Ang ll-bedingte kardiale Hypertrophieg Il + Treg-behandelte Tiere wiesen im
Vergleich mit Ang ll-behandelten Tieren eine Reduktdes Herzhypertrophie-Indexes um
30% auf. Dazu passend war die kardiale Expressem Herzhypertophie-Markeisrain
natriuretic peptid (BNP) bei Ang Il + Treg-behandelten Tieren sigafit reduziert.
Pathohistologisch zeigte sich eine signifikante Ukéidn der kardialen Fibrose. In einer
elektrophysiologischen Untersuchung wurden die tedpkysiologischen Eigenschaften des
Myokards erfasst. Wahrend Ang ll-behandelten Tiemeen Trend zur Reduktion der
ventrikularen Refraktarzeit aufwiesen war dieseds#i Ang Il + Treg-behandelten Tieren im
Normalbereich. Des Weiteren konnten bei Ang Il +egrbehandelten Tieren wenigere
ventrikulare Tachykardien ausgeldst werden alsdesi lediglich mit Ang Il behandelten
Tieren. Regulatorische T-Lymphozyten hatten eineeniger ausgepragten Einfluss auf

renalen Ang ll-induzierten Schaden. Wahrend sictienAng II-bedingten Albuminurie kein
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signifikanter Unterschied zwischen den Gruppenteeigiurde eine signifikante Besserung
der renalen Pathologie mit dem Transfer der regutathen T-Lymphozyten gesehen.
Zusammenfassend kann festgehalten werden, dagsatesfer regulatorischer Lymphozyten
kardiale Ang ll-bedingte Hypertrophie und Fibroserbessert und dass dieser Effekt
funktionell bedeutsam ist, wie in der elektrophyegischen Untersuchung gezeigt wurde. Ein
genaues Erforschen der pro- und antiinflammatogischiMechanismen in kardialer

Hypertrophie fihrt zum besseren Verstandnis dendpdiysiologie und in weiterer Folge zu

eventuellen neuen Therapieansatzen.
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