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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Monozyten und Makrophagen in der Atherosklerose

Die Atherosklerose mit ihren Manifestationsformen wie dem Myokardinfarkt oder dem
Schlaganfall stellt weltweit die haufigste Todesursache dar. Die Atherosklerose ist eine
chronisch inflammatorische Erkrankung der arteriellen Gefalde, die durch eine Akkumulation
von Lipiden und Immunzellen in der GefaRwand hervorgerufen wird." Durch die Korrektur
atherogener Risikofaktoren, insbesondere durch die Therapie der Hypercholesterindmie
nach Einfuhrung der Statine (Mitte der 1980er Jahre), konnte die kardiovaskulare Morbiditat
und Mortalitdt deutlich gesenkt werden; dennoch verbleibt auch nach Korrektur der
modifizierbaren Risikofaktoren ein substantielles residuales Risiko flr kardiovaskulare
Ereignisse.? Um dieses residuale Risiko zu senken, sind in den vergangenen Jahren
vermehrt inflammatorische Prozesse der Atherosklerose in den Fokus der
Therapieforschung ger[]ckt.3

In der kirzlich publizierten CANTOS Studie (Canakinumab Anti-inflammatory Thrombosis
Outcomes Study)®, einer Phase Il Studie zur Wirkung des Interleukin-1B (IL-18) bindenden,
monoklonalen Antikérpers Canakinumab (ACZ855), konnte erstmalig gezeigt werden, dass
eine spezifische antiinflammatorische Therapie bei Patienten mit einem Myokardinfarkt in der
Vorgeschichte und einem erhdhten Gehalt an hochsensitivem C-reaktiven Protein (hsCRP)
im Blut das Risiko fur kardiovaskulare Ereignisse (zusammengesetzter primarer Endpunkt:
nicht-tddlicher Myokardinfarkt, nicht-tédlicher Schlaganfall oder kardiovaskular bedingter
Tod) senkt. Die Ergebnisse dieser ,Landmark“-Studie bestatigen nicht nur die Hypothese der
Atherosklerose als eine inflammatorische Erkrankung, sondern unterstreichen auch das
grol3e Potenzial von Therapieansatzen, die direkt gegen inflammatorische Prozesse in der
Pathogenese der Atherosklerose gerichtet sind.

Die Pathogenese der Atherosklerose geht von einer Stérung der endothelialen Funktion
(hervorgerufen durch Noxen wie einem erhéhten Gehalt an nativem oder modifiziertem Low-
density Lipoprotein [LDL], sowie freie Radikale) aus.' Durch die endotheliale Dysfunktion

kommt es zum Einwandern und folglich zur Akkumulation von Lipiden (besonders von LDL-
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Partikeln) in der Innenschicht der arteriellen GefaRwand (Intima).! Die eingewanderten Lipide
werden grofRenteils (oxidativ) modifiziert und flhren zu einer vermehrten Infiltration von
Immunzellen in die GefalRwand. Die in atherosklerotischen Plaques vorherrschenden
Immunzellen stellen die Makrophagen dar, welche als Monozyten aus dem Blut rekrutiert
werden und in der Intima akkumulieren.’ Diese Rekrutierungs-Vorgange werden iiber ein
komplexes Wechselspiel von Mediatoren wie z.B. Adhasionsmolekiile oder Chemokine
reguliert.6 In den vergangenen Jahren wurde durch die Grundlagenwissenschaft viel zum
besseren Verstandnis der Mechanismen der Aktivierung von Monozyten und der Infiltration
von Monozyten in die GefaRwand beigetragen.” ® Dabei liegt ein Fokus in der Erforschung
der Rolle von funktionell heterogenen Monozyten-Subpopulationen bei der Entstehung und
Progression der Atherosklerose.” ' In der aktuellen Nomenklatur der Monozyten werden
beim Menschen anhand von Oberflachenmarkern drei Monozyten-Subpopulationen
unterschieden - klassische (CD14++CD16-), intermediare (CD14++CD16+) und nicht-
klassische (CD14+CD16++) Monozyten - die sich hinsichtlich ihrer Funktion und der
Expression inflammatorischer Zytokine unterscheiden.” Intermedidare Monozyten gelten als
besonders inflammatorische Subpopulation, da diese im Vergleich zu klassischen und nicht-
klassischen Monozyten vermehrt inflammatorische Zytokine wie z.B. Interleukin-6 (IL-6) oder
Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) sezernieren.'® ™ In vorausgegangenen Studien konnte eine
Assoziation zwischen im Blut zirkulierenden intermediaren Monozyten und der
Atherosklerose, sowie den Manifestationsformen der Atherosklerose nachgewiesen

' Ein wesentlicher Teil der Erkenntnisse zu Monozyten-Makrophagen-

werden.®
Abstammungslinien in der Atherosklerose stammt jedoch aus Mausmodellen.” Im
Gegensatz zum Menschen werden bei der Maus allgemein zwei Monozyten-
Subpopulationen - Ly6C"™" und Ly6C°" Monozyten — unterschieden, was die
Ubertragbarkeit der Ergebnisse von der Maus zum Menschen limitiert."’ Ly6C"" Monozyten

weisen Gemeinsamkeiten mit klassischen Monozyten auf, wahrend LyGCIOW Monozyten eher

humanen Monozyten mit niedriger CD14-Expression ahneln.” Es gibt experimentelle
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Hinweise, dass in der Atherogenese Ly6C"™®" Monozyten bevorzugt (gegeniiber Ly6C""
Monozyten) in die GefaBwand einwandern.’

In die Gefalwand eingewanderte Monozyten differenzieren innerhalb des Gewebes zu
Makrophagen.5 Makrophagen stellen hinsichtlich ihrer phanotypischen und funktionellen
Eigenschaften ebenfalls eine heterogene Zellpopulation dar." "® In den atherosklerotischen
Plaques nehmen Makrophagen z.B. uber ihre Scavenger-Rezeptoren normale und
modifizierte Lipoproteine (besonders oxidiertes LDL) auf und transformieren so zu Lipid-
geladenen Schaumzellen.® Nach einer vereinfachten Klassifikation werden Makrophagen
anhand der vorrangig sezernierten Mediatoren in inflammatorische M1 und
antiinflammatorische (regulatorische) M2 Makrophagen unterteilt.’® ' In der Realitét findet
sich ein Kontinuum zwischen diesen beiden Phanotypen.'® ' M1 Makrophagen sezernieren
vermehrt inflammatorische Zytokine, wie TNF-a, IL-18 oder IL-6, zudem proteolytische
Enzyme, sowie reaktive Sauerstoff-Spezies. Dadurch beglnstigt dieser Makrophagen-
Phanotyp inflammatorische Prozesse, Apoptose-Vorgange, sowie die Degradation
extrazellularer Matrix, was zur vermehrten Destabilisierung atherosklerotischer Plaques und
in der Folge zu einem erhéhten Risiko fur eine Plaque-Ruptur flihren kann." Im Gegensatz
dazu wird den M2 Makrophagen eine antiinflammatorische, regulatorische Funktion, sowie

eine Rolle bei der Wundheilung zugesprochen.'” @

M2 Makrophagen sezernieren
antiinflammatorische Faktoren wie Interleukin-10 (IL-10) oder Transforming growth factor-3
(TGF-B) und sind in Prozesse involviert, die mit einer erhéhten Plaque-Stabilitat assoziiert
sind, wie z.B. die Kollagen-Synthese, das Abrdumen apoptotischer Zellen und die
Proliferation glatter Muskelzellen.™ Die phanotypischen Eigenschaften von Makrophagen in
atherosklerotischen Plaques werden mafgeblich durch das im Plaque lokal einwirkende
Milieu beeinflusst.® Insbesondere der Lipidstatus spielt dabei eine wichtige Rolle.® In
progredienten atherosklerotischen Plaques findet sich typischerweise eine vermehrte
Anreicherung von Makrophagen des M1 Phé’motyps.6

Neben den Makrophagen sind auch T- und B-Lymphozyten, dendritische Zellen, Mastzellen

und naturliche Killerzellen an der Atherogenese beteiligt, die Uber direkte und indirekte
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Interaktionen mit den Makrophagen deren phanotypischen und funktionellen Eigenschaften
in atherosklerotischen Plaques beeinflussen.*®

Makrophagen spielen eine zentrale Rolle bei der Plaque-Stabilitat.' Wahrend der
Atherogenese kommt es neben der Akkumulation von Makrophagen zum Einwandern von
glatten Muskelzellen aus der Tunica media der Arterienwand in die Intima; dort proliferieren
glatte Muskelzellen lokal und produzieren Extrazellulare-Matrix-Makromolekule wie z.B.
Kollagen oder Elastin.’ So sind die glatten Muskelzellen an der Bildung einer fibrésen Kappe
zur Seite des Gefallumens beteiligt, welche typischerweise Makrophagen-reiche Regionen
im Plaque iiberdeckt.” Durch die Akkumulation extrazelluldrer Lipide (teilweise freigesetzt
durch apoptotische Makrophagen und u.a. als Cholesterinkristalle auftretend), sowie
vermehrte Zelluntergdnge mit Ablagerung von Zelltrimmern in der Intima kann es zur
Ausbildung eines sogenannten nekrotischen Kerns kommen.® Instabile (,vulnerable®)
Plaques sind typischerweise durch eine dinne fibrose Kappe, einen hohen Gehalt an
aktivierten Makrophagen (vorwiegend M1 Makrophagen), sowie einen grol3en nekrotischen
Kern gekennzeichnet." % Im Bereich der fibrésen Kappe kdnnen aktivierte Makrophagen
inflammatorische Mediatoren, sowie Extrazellular-Matrix-verdauende Proteasen sezernieren,
was zu einer Ruptur der fibrésen Kappe filhren kann. Dadurch wird das thrombogene
Material der Intima in das Gefalslumen exponiert. Als Folge kommt es durch die Aktivierung
der Gerinnungskaskade zur Thrombus-Bildung im Gefafllumen mit einem teilweisen oder
kompletten Verschluss des GefaRes.?' Diese gefiirchtete und potentiell lebensbedrohliche

Komplikation der Atherosklerose bildet z.B. die Grundlage fiir einen Myokardinfarkt.?’

1.2 Monozyten und Makrophagen bei erworbener Aortenklappenstenose

Monozyten und Makrophagen spielen auch bei anderen kardiovaskularen Erkrankungen eine
wesentliche Rolle. Dabei weist besonders die Pathogenese der erworbenen, kalzifizierenden
Aortenklappenstenose (AS) Parallelen zur Atherosklerose auf, wie z.B. die Infiltration des
Klappengewebes mit Immunzellen.?? Die AS ist die haufigste Herzklappenerkrankung im

héheren Alter und ist im fortgeschrittenen Stadium mit einer hohen Sterblichkeit assoziiert.”
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Die einzig wirksame Therapieoption fiir eine AS stellt aktuell der kardiochirurgische oder der
minimal-invasive, kathetergestiitzte Aortenklappenersatz dar.?* Wahrend die AS friiher als
eine passiv degenerative Veranderung des Klappengewebes angesehen wurde, wird die
Pathogenese der AS heutzutage als ein aktiver, chronisch entziindlicher und kalzifizierender
Prozess wahrgenommen.”® Viele Vorgange in der Pathogenese der AS, inklusive der
genauen Rolle einzelner Monozyten-Subpopulationen und anderer Immunzellen in den
verschiedenen Stadien der AS, sind jedoch noch nicht ausreichend untersucht. Wahrend die
Pravalenz einer Aortenklappensklerose (d.h. einer Verdickung und Kalzifizierung des
Klappengewebes ohne hamodynamisch relevante Stenose) im fortgeschrittenen Alter relativ
hoch ist, entwickeln nur 5-10% der Patienten mit einer Aortenklappensklerose innerhalb der
nachsten fiinf Jahre eine AS.? Bisher ist nicht bekannt, welche Faktoren die Transformation
von der Aortenklappensklerose zur AS triggern. Zudem fehlen prognostische Marker, die
diese Transformation vorhersagen kénnen. Aus diesen Grinden ist es besonders wichtig
das Verstandnis der inflammatorischen Prozesse bei der AS, insbesondere zur Rolle der

Monozyten und Makrophagen, voranzubringen.

1.3 Monozyten und Makrophagen als Targets zur Behandlung inflammatorischer
kardiovaskularer Erkrankungen

Die Modulation der Monozyten-/Makrophagen-Biologie stellt ein potentielles Therapiekonzept
fir die Atherosklerose und die AS dar. Zentrale Ziele sind dabei, den Gehalt an
Makrophagen in atherosklerotischen Plaques oder im Klappengewebe zu reduzieren, die
nachteiligen Effekte der M1 Makrophagen abzuschwéachen, sowie eine Verschiebung des
M1/M2-Verhaltnisses in Richtung des M2 Makrophagen Phéanotyps zu bewirken. In der
vorliegenden Habilitationsschrift werden verschiedene experimentelle Ansatze beschrieben,
um diese Ziele zu erreichen.

Korrektur der Hypercholesterindmie: Die Hypercholesterinamie ist ein zentraler Faktor fir die

Atherogenese und den inflammatorischen Status von Makrophagen in atherosklerotischen
Plaques.® Durch einen erhdhten intrazelluliren Cholesterin-Gehalt in Makrophagen kommt
es zu einer inflammatorischen Aktivierung dieser Zellen.?® Dagegen konnte in Studien zur
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Regression der Atherosklerose gezeigt werden, dass eine Korrektur der
Hypercholesterinamie nicht nur den Makrophagen-Gehalt in den Plaques vermindert,
sondern die im Plaque verbleibenden Makrophagen vermehrt einen M2 Phanotyp
aufweisen.”® # Das mikrosomale Triglycerid-Transferprotein (MTP) ist fir die Bildung
Apolipoprotein B (apoB)-haltiger Lipoproteine in der Leber (Very low-density Lipoprotein
[VLDL]) und im Darm (Chylomikronen) notwendig. Durch die Inhibition von MTP kommt es zu
einer effektiven Senkung der Konzentration von VLDL und in der Folge von LDL, sowie von
Chylomikronen im Blut.?® ® Es konnte im Mausmodell gezeigt werden, dass eine genetische
Inaktivierung von MTP zu atheroprotektiven Effekten fiihrt.®® In der vorliegenden
Habilitationsschrift wird der Effekt einer pharmakologischen Inhibition von MTP auf den
Makophagen-Gehalt und den inflammatorischen Status von Plaques in der Atherosklerose
beschrieben.

Erh6hung von High-density Lipoprotein (HDL)/Apolipoprotein A-1 (ApoA-l). Epidemiologische

Studien zeigen Ubereinstimmend eine inverse Assoziation zwischen der Konzentration von
HDL-Cholesterin (HDL-C) im Blut und dem Risiko fur eine Koronare Herzerkrankung, sowie
kardiovaskulare Ereignisse.?® *° Die atheroprotektive Wirkung des HDL-Partikels (bzw.
dessen Hauptprotein Apolipoprotein A-lI [ApoA-I]) wird seiner zentralen Rolle beim reversen
Cholesterintransport (RCT) zugeschrieben.*’ Dabei vermitteln HDL und ApoA-l den
Cholesterin-Efflux aus peripheren Zellen (insbesondere aus Makrophagen in
atherosklerotischen Plaques) fir den Ricktransport von Uberschissigem Cholesterin zur
Leber.®' Dariiber hinaus werden HDL/ApoA-l eine Reihe weiterer atheroprotektiver
Eigenschaften (wie z.B. antiinflammatorische, antioxidative oder antithrombotische Effekte)
zugeschrieben.*" *2 Uber die Infusion oder die genetische Uberexpression von HDL/ApoA-|
kann die Plaque-GroRe und -Komposition, wie z.B. der Gehalt an Makrophagen in den
Plaques und der inflammatorische Status von Makrophagen, giinstig beeinflusst werden.**%°
Hingegen konnte in klinischen Studien bisher nicht Gberzeugend gezeigt werden, dass eine
rt.Z, 31, 32, 36

therapeutische Erhéhung von HDL bzw. ApoA-I kardiovaskulare Ereignisse reduzie

Ahnlich wie LDL wird HDL/ApoA-l oxidativ modifiziert und erhdhte Konzentrationen von
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oxidativ verandertem HDL/ApoA-I finden sich im Blut und vor allem in der Gefallwand von
Patienten mit koronarer Herzerkrankung.®*" * In in vitro Experimenten konnte nachgewiesen
werden, dass die Modifikation von HDL/ApoA-I durch Myeloperoxidasen (MPO) zu einem
gestorten ATP-binding cassette transporter A1 (ABCA1)-vermittelten Cholesterin-Efflux aus
Makrophagen fiihrt.*® * Durch diesen Funktionsverlust kénnte modifiziertes HDL/ApoA-|
seine gunstigen Effekte auf Makrophagen und die Atherogenese verlieren, so dass der
Erhalt der Funktion von HDL/ApoA-lI ein Ansatzpunkt zur Therapie der Atherosklerose
darstellen kénnte. In der vorliegenden Habilitationsschrift wird der Effekt von nativem und
MPO-modifiziertem ApoA-lI auf die Atherosklerose, sowie die Makrophagen-Biologie im
Speziellen beschrieben.

Lokale antiinflammatorische Anwendung eines Statins: Neben der Cholesterin-senkenden

Wirkung Uber die Hemmung der 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coenzym-A-Reduktase (HMG-
CoA-Reduktase) in Hepatozyten werden Statinen direkte antiinflammatorische Effekte
zugeschrieben. Diese sind unabhangig von der Cholesterin-Senkung und werden auf
modulatorische Effekte durch die Hemmung der HMG-CoA Reduktase in Immunzellen, wie
Makrophagen, zuriickgefiihrt.*> *' Oral eingenommenes Statin wird in erster Linie hepatisch
verstoffwechselt (hepatischer first-pass® Effekt), sodass (bei regularen Statin-Dosen) die
Konzentration im Blut und in der Folge im atherosklerotischen Plaque eher gering ist
(geringe systemische Bioverfiigbarkeit von Statinen).*? Mittels eines Drug-Delivery Systems,
wie einem injizierbaren Nanopartikel bestehend aus rekonstituiertem HDL (rHDL) und einem
Statin, kann das Statin vor dem Abbau geschutzt zum Plaque transportiert werden, um dort
lokal antiinflammatorische Effekte hervorzurufen.*’ Dieser Ansatz ermdglicht die Evaluation
der direkten Statin-Effekte auf atherosklerotische Plaques und im Speziellen auf die
Makrophagen in vivo. In der vorliegenden Habilitationsschrift wird der Effekt eines Statins auf
Makrophagen in atherosklerotischen Plaques beschrieben.

Genetische Inaktivierung der immunoproteasomalen  Untereinheit  B5i/LMP7: In

eukaryotischen Zellen stellt das Ubiquitin-Proteasom-System (UPS) zusammen mit dem

Lysosom den Hauptabbaumechanismus fiir Proteine dar.** ** Damit ist das UPS in die
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Regulation einer Reihe von Mediatoren involviert, die in Atherosklerose-assoziierten
Prozessen eine entscheidende Rolle spielen wie z.B. die Inflammation (u.a. Aktivierung von
nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells [NF-kB]), die Proliferation
oder die Apoptose.** *° Die proteolytische Degradation von Proteinen erfolgt im 26S-
Proteasom, wobei sich die proteolytische Aktivitat auf die drei B-Untereinheiten: (5
(Chymotrypsin-ahnliche Aktivitat), B2 (Trypsin-dhnliche Aktivitat) und 31 (Caspase-ahnliche
Aktivitat) verteilt.** Unter inflammatorischen Bedingungen werden diese drei konstitutiven B-
Untereinheiten durch die Isoformen B5i/LMP7, B2/MECL-1 und B1i/LMP2 ersetzt, was zur
Bildung des sogenannten Immunoproteasoms (IP) fiihrt.*® Das IP stellt das vorrangig
exprimierte Proteasom in Immunzellen dar.*’ Der immunoproteasomalen Untereinheit
B5i/LMP7 wird eine besondere Rolle fiir den Erhalt der zellularen Protein-Homdostase unter
inflammatorischem Stress zugeschrieben.***® Durch eine selektive Inhibition der B5i/LMP7
Untereinheit konnten in inflammatorischen Erkrankungen wie der Kolitis oder Arthritis bereits
antiinflammatorische Effekte erzielt werden.’™® Dariiber hinaus konnte eine Rolle der
B5i/LMP7 Untereinheit bei der Makrophagen-Polarisation nachgewiesen werden. So wurde
nach genetischer Inaktivierung der B5i/LMP7 Untereinheit eine verstarkte M2 Polarisation
von Alveolarmakrophagen beobachtet.* Bisher existierten keine Daten zum IP in der
Atherosklerose. Im Rahmen der vorliegenden Habilitationsschrift wird der Effekt einer
genetischen Inaktivierung der B5i/LMP7 Untereinheit auf die Atherosklerose beschrieben.
Der Gehalt an Makrophagen im Gewebe wird u.a. durch die Rekrutierung von Monozyten
aus dem Blut, sowie die Emigration von Makrophagen aus dem Gewebe beeinflusst. Ein
genaues Verstandnis dieser Prozesse ist wichtig fir die Entwicklung neuartiger
Therapiekonzepte zur Behandlung der Atherosklerose und der AS.

Rolle der neuronalen Guidance-Molekiile bei der Retention von Makrophagen in

atherosklerotischen Plaques: Wahrend der Resolutionsphase einer akuten Entzindung

emigrieren aktivierte Makrophagen vom Ort des Entziindungsgeschehens in Richtung der
drainierenden Lymphknoten.®® *® In Studien zur Regression der Atherosklerose konnte

gezeigt werden, dass Makrophagen unter Regressionsbedingungen vermehrt
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Chemokinrezeptor CCR7 exprimieren und Uber die Interaktion des CCR7-Rezeptors mit den

27, 33 Im

beiden Chemokinen CCL19 und 21 aus atherosklerotischen Plaques emigrieren.
Gegensatz zu einer akuten Entziindung stellt die Atherosklerose eine chronisch progressive
entzundliche Erkrankung dar, so dass die eingewanderten Makrophagen in den
atherosklerotischen Plaques verharren und akkumulieren.®® In Vorarbeiten konnte das
neuronale Guidance-Molekul Netrin-1 als ein verantwortlicher Mediator fiir die Retention von

58 In

Makrophagen in  atherosklerotischen  Plaques identifiziert werden.®”
Expressionsanalysen von Makrophagen aus atherosklerotischen Plaques zeigte sich ein
weiteres neuronales Guidance-Molekul, Semaphorin 3, welches von Makrophagen bei der
Regression der Atherosklerose deutlich schwacher exprimiert wird im Vergleich zu
Makrophagen, die aus progredienten Plaques stammen.”® Im Rahmen dieser
Habilitationsschrift wird der Effekt von Semaphorin 3 auf die migratorischen Eigenschaften

von Makrophagen in der Atherosklerose beschrieben.

Evaluierung von Monozyten-Subpopulationen bei der AS: Wahrend individuelle Monozyten-

Subpopulationen mit der Atherosklerose und ihren Manifestationsformen assoziiert wurden®
% fehlten bisher Daten zur Verteilung von klassischen, intermedidren und nicht-klassischen
Monozyten fir die AS. Im Rahmen dieser Habilitationsschrift werden erste Daten zur
Verteilung der individuellen Monozyten-Subpopulationen bei der AS und nach einem

Aortenklappenersatz vorgestellt.

12
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2. Ergebnisse

2.1 Die Korrektur der Hypercholesterinamie mittels eines MTP Inhibitors fiihrt zur
Regression von Atherosklerose mit Abnahme des Makrophagen-Gehalts und
Zunahme von M2 Markern in atherosklerotischen Plaques

Hewing B, Parathath S, Mai CK, Fiel MI, Guo L, Fisher EA. Rapid regression of
atherosclerosis with MTP inhibitor treatment. Atherosclerosis. 2013 Mar;227(1):125-9.

https://doi.org/10.1016/j.atherosclerosis.2012.12.026

Inhibitoren des mikrosomalen Triglycerid-Transferporteins (MTP) fuhren zu einer effektiven
Senkung der Konzentration Apolipoprotein B (apoB)-haltiger Lipoproteine im Blut.® In dieser
Studie wurde der Effekt einer Lipidsenkung mittels eines MTP Inhibitors auf die
Makrophagen in der Atherosklerose untersucht. LDL-Rezeptor-defiziente Mause wurden mit
einer Hochfett-Diat Gber 16 Wochen zur Entwicklung fortgeschrittener atherosklerotischer
Plaques behandelt. Anschliefend wurden die Mause auf eine Normal-Fett Diat mit Zusatz
von MTP Inhibitor BMS 212122 (MTPi Gruppe) umgesetzt (Kontrollgruppe ohne Zusatz des
MTP Inhibitors). In der MTPi Gruppe kam es zu einer raschen und ausgepragten Abnahme
der Plasma-Lipidkonzentrationen. Die atherosklerotischen Plaques der MTPi Gruppe wiesen
einen signifikant reduzierten Gehalt an Makrophagen gegentber der Kontrollgruppe auf;
daruber hinaus zeigte sich in den Plaques eine Abnahme an inflammatorischen M1 Markern,
sowie eine Zunahme an antiinflammatorischen M2 Markern. Die Plaques der MTPi Gruppe
wiesen zudem Eigenschaften auf, die beim Menschen mit einer vermehrten Plaque-Stabilitat
assoziiert sind, wie ein erhéhter Gehalt an Kollagen.

Zusammenfassend konnte die Studie zeigen, dass die Korrektur der Hypercholesterinamie

durch MTP Inhibition zu einer Regression der Atherosklerose flihrt.
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2.2 Natives Apolipoprotein A-l (ApoA-l), jedoch nicht modifiziertes ApoA-l reduziert
den Gehalt an Makrophagen, sowie den inflammatorischen Status von Makrophagen
in atherosklerotischen Plaques

Hewing B, Parathath S, Barrett T, Chung WK, Astudillo YM, Hamada T, Ramkhelawon B,
Tallant TC, Yusufishag MS, Didonato JA, Huang Y, Buffa J, Berisha SZ, Smith JD, Hazen
SL, Fisher EA. Effects of native and myeloperoxidase-modified apolipoprotein a-1 on reverse
cholesterol transport and atherosclerosis in mice. Arteriosclerosis, Thrombosis, and Vascular
Biology. 2014 Apr;34(4):779-89.

https://doi.org/10.1161/ATVBAHA.113.303044

HDL und ApoA-I spielen eine zentrale Rolle beim Cholesterin-Efflux aus Makrophagen.®’
Beiden Molekulen werden daruber hinaus eine Reihe weiterer atheroprotektiver

Eigenschaften zugeschrieben.®" %

In klinischen Studien konnte bisher jedoch nicht
Uberzeugend gezeigt werden, dass eine therapeutische Erhdhung von HDL bzw. ApoA-I
kardiovaskulare Ereignisse reduziert. *" 3% 3 HDL bzw. ApoA-l kénnen ahnlich wie LDL
oxidativ modifiziert werden, z.B. durch MPO.® Blut von Patienten mit einer koronaren
Herzerkrankung, sowie humane atherosklerotische Plaques weisen einen erhdhten Gehalt
an MPO-modifiziertem ApoA-I auf.®® In in vitro Experimenten konnte zudem gezeigt werden,
dass die Modifikation von ApoA-l durch MPO zu einem gestorten ATP-binding cassette
transporter A1 (ABCA1)-vermittelten Cholesterin-Efflux filhrt.® Ziel dieser Studie war es
daher die Auswirkungen der ApoA-l Modifikation durch MPO in der Atherosklerose zu
untersuchen. ApoA-I-defiziente und hypercholesterinamische Apolipoprotein E-defiziente
Mause wurden mittels Injektionen von humanem nativen ApoA-l oder MPO-modifizierten
ApoA-lI behandelt. Es konnte nachgewiesen werden, dass ApoA-l durch die MPO-
Modifikation dysfunktional wird hinsichtlich folgender Eigenschaften: 1.) den reversen
Cholesterintransport (RCT) zu vermitteln, 2.) den Gehalt an Makrophagen in
atherosklerotischen Plaques zu reduzieren und 3.) den inflammatorischen Status von
Makrophagen in atherosklerotischen Plaques abzuschwachen.

Diese Studie konnte somit zeigen, dass flur die atheroprotektiven Effekte von ApoA-l auf

Makrophagen der Erhalt der nativen, funktionalen Form von ApoA-I entscheidend ist.
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2.3 Rekonstituiertes HDL (rHDL) als Nanopartikel-Carrier fiir Simvastatin reduziert den
Makrophagen-Gehalt und den inflammatorischen Status in atherosklerotischen
Plaques
Duivenvoorden R*, Tang J*, Cormode DP, Mieszawska AJ, lzquierdo-Garcia D, Ozcan C,
Otten MJ, Zaidi N, Lobatto ME, van Rijs SM, Priem B, Kuan EL, Martel C, Hewing B, Sager
H, Nahrendorf M, Randolph GJ, Stroes ES, Fuster V, Fisher EA, Fayad ZA, Mulder WJ. A
statin-loaded reconstituted high-density lipoprotein nanoparticle inhibits atherosclerotic
plaque inflammation. Nature Communications. 2014;5:3065.

*) geteilte Erstautorenschaft
https://doi.org/10.1038/ncomms4065

Wie in den beiden vorangegangen Projekten gezeigt wurde, kann Uber eine Veranderung
des Lipidstatus die Makrophagen-Biologie beeinflusst werden. Statinen werden neben der
Hemmung der Cholesterinsynthese direkte antiinflammatorische Effekte zugesprochen.42 Um
den direkten Effekt eines Statins auf Makrophagen in der atherosklerotischen Gefaltwand zu
untersuchen, wurde in dieser Studie rHDL (basierend auf humanem ApoA-l) als
Nanopartikel-Carrier mit Simvastatin (Statin-rHDL) beladen und im Atherosklerose-
Mausmodell (Infusion von Statin-rHDL in Apolipoprotein E-defiziente Mause), sowie in vitro
getestet. Es konnte gezeigt werden, dass Statin-rHDL: 1.) die Mevalonat-vermittelte
inflammatorische Antwort von Makrophagen in vitro vermindert, 2.) in atherosklerotischen
Plaques akkumuliert und dort von Makrophagen aufgenommen wird, sowie 3.) den Gehalt an
Makrophagen und deren inflammatorischen Status in atherosklerotischen Plaques deutlich
reduziert.

Statin-rHDL stellt somit eine neuartige und vielversprechende Nanotherapie zur Behandlung

der Inflammation in atherosklerotischen Plaques dar.
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2.4 Das Fehlen der immunoproteasomalen Untereinheit B5i/LMP7 hat keinen Einfluss
auf die inflammatorischen Eigenschaften von Makrophagen und die proteolytische
Aktivitat des Ubiquitin-Proteasom-Systems (UPS) in Makrophagen

Hewing B, Ludwig A, Dan C, Pétzsch M, Hannemann C, Petry A, Lauer D, Gdrlach A,
Kaschina E, Miller DN, Baumann G, Stangl V, Stangl K, Wilck N. Immunoproteasome
subunit B5i/LMP7-deficiency in atherosclerosis. Scientific Reports. 2017 Oct;7(1):13342.

https://doi.org/10.1038/s41598-017-13592-w

In dieser Studie wurde untersucht, ob das Fehlen der immunoproteasomalen Untereinheit
B5i/LMP7 einen positiven Effekt auf die phanotypischen und funktionellen Eigenschaften von
Makrophagen in der Atherosklerose hat.

In vivo zeigte eine B5i/LMP7-Defizienz keine Auswirkung auf die Entwicklung friiher oder
fortgeschrittener  Atherosklerose-Stadien  (Atherosklerose-Mausmodell:  LDL-Rezeptor-
defiziente Maus mit zusatzlicher Defizienz der B5i/LMP7 Unterheinheit). Der Gehalt an
Makrophagen, sowie die Akkumulation von Polyubiquitin-Konjugaten in atherosklerotischen
Plaques waren durch die B5i/LMP7-Defizienz unbeeinflusst. In in vitro Experimenten konnte
nachgewiesen werden, dass in das 26S-Proteasom B5i/LMP7-defizienter Makrophagen
konstitutive Proteasom-Untereinheiten zusammen mit IP-Untereinheiten inkorporiert werden,
was auf die Bildung von sogenannten intermedidren Proteasom-Subpopulationen schlielen
I&sst. Die B5i/LMP7-Defizienz hatte keinen Einfluss auf die phanotypischen (M1 versus M2
Phanotyp), sowie funktionellen Eigenschaften von Makrophagen (wie z.B. die proteolytische

Aktivitat des UPS in den Makrophagen).
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Wie in der Einleitung beschrieben, wird der Gehalt an Makrophagen im Gewebe u.a. durch
die Rekrutierung von Monozyten aus dem Blut, sowie die Emigration von Makrophagen aus
dem Gewebe beeinflusst. Ein genaues Verstandnis dieser Prozesse ist von wesentlicher
Bedeutung fir die Entwicklung neuartiger Therapiekonzepte fir die Atherosklerose und die

erworbene Aortenklappenstenose (AS).

2.5 Das neuronale Guidance-Molekiil Semaphorin 3E wird in atherosklerotischen
Plaques exprimiert und blockiert die Migration von Makrophagen
Wanschel A*, Seibert T*, Hewing B, Ramkhelawon B, Ray TD, van Gils JM, Rayner KJ, Feig
JE, O'Brien ER, Fisher EA, Moore KJ. Neuroimmune guidance cue Semaphorin 3E is
expressed in atherosclerotic plaques and regulates macrophage retention. Arteriosclerosis,
Thrombosis, and Vascular Biology. 2013 May;33(5):886-93.

*) geteilte Erstautorenschaft
https://doi.org/10.1161/ATVBAHA.112.300941

In Vorarbeiten konnte gezeigt werden, dass das neuronale Guidance-Molekul Netrin-1 die
Retention von Makrophagen in atherosklerotischen Plaques begiinstigt.”” *® Ziel dieser
Studie war es die Expression eines weiteren Vertreters der neuronalen Guidance-Molekilile,
Semaphorin 3E (Sema3E), in der Atherosklerose zu untersuchen. Es konnte gezeigt werden,
dass Sema3E von Makrophagen in fortgeschrittenen atherosklerotischen Plaques exprimiert
wird. Hingegen wiesen Makrophagen der Regression der Atherosklerose eine deutlich
verminderte Sema3E Expression auf. Passend dazu zeigte sich in vitro, dass Sema3E
hauptsachlich von M1 Makrophagen, sowie unter Applikation atherogener Stimuli exprimiert
wird und weniger durch M2 Makrophagen. In in vitro Experimenten blockierte Sema3E die
Migration von Makrophagen zu Chemokinen, die mit der Emigration von Makrophagen aus
Plaques assoziiert sind (wie z.B. CCL19). Dies impliziert, dass Sema3E, ahnlich wie Netrin-
1, die Retention von Makrophagen in atherosklerotischen Plaques begunstigt.

Diese Studie unterstreicht die Bedeutung von neuronalen Guidance-Molekilen fir die
Immunzellregulation, sowie flr einen potentiellen therapeutischen Ansatz in der

Atherosklerose.

55



Ergebnisse

2.6 Patienten mit hochgradiger Aortenklappenstenose (AS) weisen einen erhdhten
Gehalt an zirkulierenden intermedidaren Monozyten auf

Hewing B, Au SC, Ludwig A, Ellerbroek R, van Dijck P, Hartmann L, Grubitzsch H, Giannini
C, Laule M, Stangl V, Baumann G, Stangl K. Severe Aortic Valve Stenosis in Adults is
Associated with Increased Levels of Circulating Intermediate Monocytes. Journal of
Cardiovascular Translational Research. 2017 Feb;10(1):27-34.

https://doi.org/10.1007/s12265-016-9726-9

In dieser Studie wurden erstmalig die individuellen Monozyten-Subpopulationen —
klassische, intermediare und nicht-klassische Monozyten — im Blut von Patienten mit
hochgradiger AS untersucht und mit einer Alters- und Geschlechts-angepassten
Kontrollgruppe ohne AS verglichen. Dazu wurde den Patienten Blut aus einer peripheren
Vene entnommen und die Monozyten-Subpopulationen mittels Durchflusszytometrie
bestimmt. Dabei zeigte sich, dass Patienten mit einer AS (n=100 Patienten) gegeniiber der
Kontrollgruppe (n=75 Patienten) einen signifikant hdheren (relativen und absoluten) Gehalt
an intermedidren Monozyten im Blut aufweisen. Hingegen unterschied sich der Gehalt an
zirkulierenden klassischen und nicht-klassischen Monozyten nicht signifikant zwischen den
beiden Gruppen. Die Ergebnisse dieser Beobachtungs-Studie weisen somit auf eine
mogliche Rolle der zirkulierenden intermedidren Monozyten in der Pathogenese der AS hin.
Ausgehend von diesen Ergebnissen sollten nun individuelle Monozyten-Subpopulationen,
insbesondere die intermediaren Monozyten, in grélRer angelegten, prospektiven Studien
hinsichtlich einer Bedeutung in der Pathogenese der AS, als Biomarker fir die Progression

der AS, sowie als potentielle therapeutische Targets evaluiert werden.
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2.7 Der Gehalt an zirkulierenden intermediaren Monozyten nimmt bei Patienten mit
hochgradiger Aortenklappenstenose (AS) nach einem Aortenklappenersatz ab

Hewing B, Ellerbroek R, Au SC, Stangl V, Dreger H, Laule M, Grubitzsch H, Knebel F,
Baumann G, Ludwig A, Stangl K. Levels of circulating intermediate monocytes decrease
after aortic valve replacement in patients with severe aortic stenosis. Thrombosis and
Haemostasis. 2017 Dec;117(12):2346-55.

https://doi.org/10.1160/TH17-05-0341

Hamodynamische Veranderungen (z.B. durch Ausdauertraining) beeinflussen die Verteilung
zirkulierender Monozyten-Subpopulationen.®"®* Ausgehend von unserer Beobachtung, dass
Patienten mit hochgradiger AS einen erhdhten Gehalt an zirkulierenden intermediaren
Monozyten aufweisen, wurde in dieser Studie untersucht, inwiefern sich die Verteilung der
Monozyten-Subpopulation nach einem kardiochirurgischen (SAVR) oder einem minimal-
invasiven, kathetergestiutzten (TAVR) Aortenklappenersatz verandert. Dazu wurden die
Monozyten-Subpopulationen im Blut von Patienten mit hochgradiger AS vor (Baseline),
sowie 3- und 6-Monate nach SAVR (n=25 Patienten) und TAVR (n=44 Patienten) mittels
Durchflusszytometrie bestimmt. Nach einem Aortenklappenersatz (SAVR und TAVR) kam es
zu einer signifikanten Abnahme des (relativen und absoluten) Gehalts an zirkulierenden
intermediaren Monozyten. Diese Veranderung trat bei Patienten, die einen TAVR erhalten
hatten frihzeitiger auf (zwischen dem Baseline-Zeitpunkt und 3-Monats Follow-up) als bei
Patienten die einen SAVR erhalten hatten (zwischen dem 3- und 6-Monats Follow-up). Eine
hamodynamische Verbesserung der Patienten nach SAVR und TAVR zeigte sich in der
Anderung echokardiographischer Parameter, sowie in der Abnahme von NT-proBNP (N-
terminal pro-B-type natriuretic peptide). Hingegen blieb 6 Monate nach SAVR und TAVR die
Konzentration inflammatorischer Marker wie z.B. CRP im Blut relativ unveréndert im
Vergleich zum Baseline-Zeitpunkt. Die Ergebnisse dieser Studie weisen darauf hin, dass die
Verteilung zirkulierender Monozyten-Subpopulationen bei der AS durch die Hdmodynamik

beeinflusst wird.
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3. Diskussion

Die Atherosklerose und die erworbene Aortenklappenstenose werden als chronisch
inflammatorische Erkrankungen angesehen, dennoch beinhaltet die Standardtherapie beider
Erkrankungen bisher keine direkten antiinflammatorischen Therapieanséatze. In den letzten
Jahren hat unser Wissen Uber inflammatorische Prozesse beider Erkrankungen deutlich
zugenommen, sodass mittlerweile einzelne antiinflammatorische Therapieansatze (fir die
Atherosklerose) in klinischen Studien evaluiert werden.®> Mit der (in der Einleitung) bereits
erwahnten CANTOS Studie konnte erstmalig in einer grof3 angelegten, randomisierten
klinischen Studie eine Reduktion kardiovaskularer Ereignisse fiir einen antiinflammatorischen
Therapieansatz in der Atherosklerose gezeigt werden.* In der Pathogenese der
Atherosklerose und der AS spielen Monozyten und Makrophagen eine zentrale Rolle und
stellen somit interessante Targets fur antiinflammatorische Therapieansatze dar. Dabei sind
die Ubergeordneten Ziele zum einen die Verzégerung der Progression der Erkrankung, sowie
die Regression bereits bestehender atherosklerotischer Plaques oder
Klappenveranderungen. Im Mausmodell konnte gezeigt werden, dass die Regression der
Atherosklerose durch eine Abnahme des Gehalts an Makrophagen in atherosklerotischen
Plaques, sowie eine Zunahme der Marker fir einen M2 Phanotyp der Makrophagen
charakterisiert ist.'* %

Der Gehalt an Makrophagen in Geweben wird im Wesentlichen durch die Rekrutierung von
Monozyten aus dem Blut, die lokale Proliferation und die Apoptose von Makrophagen im
Gewebe, sowie die Emigration von Makrophagen aus dem Gewebe bestimmt.® Bei der
Regression der Atherosklerose ist die Expression von Chemokinen, die fur die Rekrutierung
von Monozyten aus dem Blut verantwortlich sind (wie z.B. MCP-1) in Makrophagen
reduziert.>* ® Wahrend der Resolutionsphase einer akuten Entziindung emigrieren aktivierte
Makrophagen vom Ort des Entziindungsgeschehens in Richtung der drainierenden
Lymphknoten.®® *® Bei der Regression der Atherosklerose konnte gezeigt werden, dass
CD68-positive Plaque-Zellen (hauptsachlich Makrophagen) Uber eine vermehrte Expression

des Chemokinrezeptors CCR7 in Makrophagen aus atherosklerotischen Plaques
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emigrieren.?” In der Atherogenese scheint aufgrund des chronischen Entziindungsprozesses
diese Emigration von Makrophagen aus den atherosklerotischen Plaques jedoch gestort, so
dass die Makrophagen in der GefaRwand persistieren und folglich akkumulieren.®

Die genauen Mechanismen der phanotypischen Veranderung von Makrophagen (vom M1
zum M2 Phanotyp) wahrend der Regression der Atherosklerose sind nicht vollstandig
geklart. Makrophagen besitzen eine gewisse Plastizitat, sodass eine Verschiebung des
Phanotyps vom M1 zum M2 Phénotyp innerhalb einer Zelle denkbar ware.® Zudem kénnte
eine lokale Proliferation von gewebestidndigen M2 Makrophagen, sowie nach neueren
experimentellen Daten auch eine Neurekrutierung von Monozyten aus dem Blut, welche zu
M2 Makrophagen differenzieren, den Anteil an M2 Makrophagen in atherosklerotischen
Plaques bei der Regression der Atherosklerose steigern.®*

Der Lipidstatus hat einen wesentlichen Einfluss auf die Akkumulation von Makrophagen in
atherosklerotischen Plaques und die phanotypischen Eigenschaften der Makrophagen.26 In
Projekt 2.1 konnte Uber eine Behandlung der Hypercholesterinamie mit einem MTP Inhibitor
im Mausmodell eine Regression der Atherosklerose erreicht werden.®® Neben der Abnahme
des Gehalts an Makrophagen, der Abnahme von M1 Markern, sowie der Zunahme von M2
Markern (wie z.B. Arginase 1) wiesen die Plaques einen vermehrten Kollagengehalt auf.
Kollagen wird u.a. von M2 Makrophagen sezerniert — ein Prozess der mit der erhdhten
Expression von Arginase 1 in M2 Makrophagen assoziiert ist.°” °® Eine direkte Wirkung des
MTP Inhibitors auf atherosklerotische Plaques und die Makrophagen scheint eher
unwahrscheinlich®®, sodass die beobachteten Effekte auf die Korrektur der
Hypercholesterinamie zurtickzufiihren sind. Trotz der effektiven Lipidsenkung unter einer
Therapie mit einem MTP Inhibitor ist eine breite Anwendung durch die Nebenwirkungen der
MTP Inhibitoren bei einer Dauertherapie begrenzt (haufig auftretende hepatische
Nebenwirkungen, wie Leberverfettung und der Anstieg von Leberenzymen).69 Aktuell ist der
MTP Inhibitor Lomitapid als Teil der Behandlung erwachsener Patienten mit homozygoter
familiarer Hypercholesterindmie (HoFH) in Europa zugelassen.” Statine sind das Mittel der

ersten Wahl zur pharmakologischen Therapie der Hypercholesterinamie beim
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Vorhandensein einer Atherosklerose.”’ Neben der Cholesterin-Senkung iiber die Hemmung
der HMG-CoA-Reduktase in Hepatozyten bedingen Statine antiinflammatorische Effekte in
Immunzellen.*? Die Konzentration der Statine im Blut und in atherosklerotischen Plaques ist
jedoch bei oraler Einnahme (von regularen Statin-Dosen) aufgrund der ausgepragten
hepatischen Verstoffwechselung gering.** Mittels eines Drug-Delivery Systems in Form eines
injizierbaren Nanopartikels aus rHDL und Simvastatin (Statin-rHDL) gelang es im
Mausmodell das Statin durch den HDL-Carrier vor dem Abbau zu schiitzen und zum Plaque
zu transportieren, wo es von Makrophagen aufgenommen wurde (Projekt 2.3).42 In der Folge
senkte Statin-rHDL den Gehalt an Makrophagen und deren inflammatorischen Status in den
atherosklerotischen Plaques, was auf eine Inhibition des Mevalonat-Signalwegs in den

Makrophagen zuriickzufiihren ist.*?

Dieser Effekt war wesentlich ausgepragter gegeniber
einer alleinigen Behandlung mit Simvastatin oder rHDL. Bei einer klinischen Anwendung von
Statin-rHDL ware beim Menschen ein synergistischer Effekt in Form der Cholesterin-
senkenden Wirkung durch Hemmung der HMG-CoA-Reduktase in Hepatozyten, sowie des
antiinflammatorischen Effekts in atherosklerotischen Plaques zu erwarten.*? Zudem wurde
bereits flir beide Komponenten dieses Nanopartikels — rHDL und insbesondere Simvastatin —
eine gute Vertraglichkeit beim Menschen in klinischen Studien gezeigt.”? Aus diesen
Grinden stellt die Nanopartikel-Therapie mit Statin-rHDL einen vielversprechenden
antiinflammatorischen Ansatz fir die Therapie der Atherosklerose dar, der weiter verfolgt
werden sollte.

Basierend auf der inversen Assoziation von HDL und dem Risiko fur kardiovaskulare
Ereignisse aus epidemiologischen Studien, sowie den beschriebenen atheroprotektiven
Eigenschaften von HDL bzw. ApoA-lI wurden grof3e Hoffnungen auf HDL/ApoA-I-erhéhende
Behandlungskonzepte (wie z.B. die Inhibition des Cholesterinester-Transferprotein [CETP])
in der Therapie der Atherosklerose gesetzt; diese konnten jedoch bisher (auch in grof
angelegten klinischen Studien) hinsichtlich einer Reduktion kardiovaskularer Ereignisse nicht
iiberzeugen.?® *° ¢ Eine Erklarung dafiir kdnnte in einer gestdrten Funktionalitat von HDL-

Partikeln bzw. von ApoA-I bedingt durch oxidative Modifikationen liegen. In Projekt 2.2 wies
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MPO-modifiziertes ApoA-I gegeniiber nativem ApoA-I einen gestérten Cholesterin-Efflux aus
Makrophagen, sowie folglich einen gestorten RCT auf. Insbesondere der Cholesterin-Efflux
ist fur die phanotypischen und funktionellen Eigenschaften von Makrophagen von
wesentlicher Bedeutung, da diese durch den Sterol-Gehalt in der Zelle beeinflusst werden.®°
MPO-modifiziertes ApoA-l war nicht in der Lage den Makrophagen-Gehalt in
atherosklerotischen Plaques hyperlipidamischer Mause 2zu senken, sowie deren
inflammatorische Aktivitdt abzuschwachen bzw. eine Zunahme der Expression von M2
Markern zu induzieren.®® Zu den Mechanismen (iber die natives ApoA-I zu einem geringeren
Gehalt an Makrophagen in atherosklerotischen Plaques fiihren kann, zahlt zum einen die
verminderte Rekrutierung von Monozyten aus dem Blut aufgrund einer Regredienz der
Leukozytose, sowie einer abgeschwachten Expression von Chemokinen wie z.B. MCP-1
durch die Makrophagen. Zum anderen induziert ApoA-| Uber die gesteigerte Expression von
CCR7 in Makrophagen eine vermehrte Emigration von Makrophagen aus

atherosklerotischen Plaques.®®

In der Promoter-Region von CCR7 befinden sich
sogenannte Sterol Regulatory Elements (SRE), sodass die Expression von CCR7 u.a. vom
Sterol-Gehalt der Zelle beeinflusst wird.”® Indikativ fiir eine Reduktion des zellularen Sterol-
Gehalts in der mit nativem ApoA-lI behandelten Gruppe in Projekt 2.2 waren dabei der
geringere Gehalt an Cholesterinester in den atherosklerotischen Plaques, sowie die
gesteigerte Expression von HMG-CoA-Reduktase in den Plaquemakrophagen.® Zu den
moglichen Mechanismen Uber die natives ApoA-l zu einer Reduktion von M1 und Zunahme
von M2 Markern der Makrophagen fihrt, zahlt dessen Wirkung auf den Toll-like Rezeptor
(TLR) 4 Signalweg, sowie die Stimulation des STAT6 (Signal transducer and activator of
transcription 6) Signalwegs (der eine wichtige Rolle bei der Polarisierung von Makophagen
zum M2 Phéanotyp spielt).> * ™ Diese Effekte kénnten durch die Modifikation von ApoA-I
abgeschwéacht zu sein. Als Konsequenz fur eine antiinflammatorische Therapie der
Atherosklerose stellen daher die Pravention der Modifikation von HDL/ApoA-I (z.B. durch

Inhibition von MPO) oder die Generierung von HDL/ApoA-I-Therapeutika, welche resistent

gegenuber Modifikationen sind, Ansatze zur Weiterentwicklungen des HDL/ApoA-I|
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Behandlungskonzeptes dar. Genaue Kenntnisse Uber den heterogenen und komplexen
HDL-Partikel, sowie dessen Modifikationen und funktionelle Eigenschaften (sowohl im Blut
als auch in atherosklerotischen Plaques) sind dazu erforderlich.*? In klinischen Studien zu
HDL/ApoA-l-erhéhenden Therapien wird als primarer Parameter die Konzentration von HDL-
Cholesterin im Blut bestimmt, welches die Funktionalitdt der HDL-Partikel jedoch nicht
abbildet. Hier ware die Implementierung funktioneller Tests (wie z.B. in der Dallas-Heart-
Studie” anhand der Cholesterin-Efflux Kapazitit) notwendig, die jedoch mit einem deutlich
héheren methodischen Aufwand verbunden waren.?® Zudem gilt es zu beriicksichtigen, dass
der Anteil an modifiziertem HDL/ApoA-I in der GefaBwand wesentlich héher ist als im Blut,
sodass dieses durch im Plasma gewonnenes HDL/ApoA-I nicht ausreichend widergespiegelt
Wird.32' 37,38

In vorausgegangenen Studien hat unsere Arbeitsgruppe die Effekte einer Inhibition des
Proteasoms auf die Atherogenese untersucht.””” ® Diese Ergebnisse unterstiitzen die
postulierte duale Rolle des Proteasoms in der Atherogenese® mit giinstigen Effekten einer
Proteasominhibition in frGhen Stadien der Atherosklerose (Abschwachung der
Atherogenese) und eher unglnstigen Effekten bei bereits bestehender fortgeschrittener
Atherosklerose (Zunahme von Markern fiir instabile Plaque).”” ”® Die Modulation des IP wie
in Projekt 2.4 stellt gegenuber dieser generellen (unselektiven) Proteasominhibition einen
immunzellspezifischen Ansatz dar. In Projekt 2.4 zeigte sich jedoch, dass das Fehlen der
immunoproteasomalen Untereinheit B5i/LMP7 keinen Effekt auf den Gehalt der
Makrophagen in atherosklerotischen Plaques (bei frihen und fortgeschrittenen
Atherosklerose-Stadien), sowie die phanotypischen (M1 versus M2 Phanotyp) und
funktionellen (Abbau polyubiquitinierter Proteine, Zelliberleben unter oxidativem Stress)

t.4” Dies ist darauf zurlickzufiihren, dass die fehlende IP

Eigenschaften der Makrophagen ha
Untereinheit durch die korrespondierende Standard-Untereinheit, 5, ersetzt wird, was zur
Formation von sogenannten intermediaren Proteasomen (Mischproteasom) in den

Makrophagen fuhrt.*” Dabei unterschied sich die proteolytische Aktivitdt zwischen

Makophagen mit und ohne B5i/LMP7-Defizienz nicht, so dass davon ausgegangen werden
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kann, dass die fehlende BS5i/LMP7 Untereinheit funktionell vollstdndig kompensiert wird.
Dieser experimentelle Ansatz liefert jedoch keine Aussage Uber die Auswirkungen einer
selektiven, pharmakologischen Inhibition der B5i/LMP7 Untereinheit. Interessant ist in diesem
Zusammenhang die aktuelle Entwicklung selektiverer Proteasom-Inhibitoren, die gezielt am
IP ansetzen wie z.B. der B5i/LMP7-selektive Inhibitor ONX0914 (PR-957) der bereits
vielversprechende Effekte in experimentellen Modellen zur rheumatoiden Arthritis oder zur
Kolitis gezeigt hat.** °* Daher ist es ein Schwerpunkt unserer weiteren Forschung die
Wirkung einer selektiven pharmakologischen Inhibition der BS5i/LMP7 Untereinheit auf
inflammatorische Eigenschaften von Makrophagen in der Atherogenese zu untersuchen.

Die Modulation der Zellmigration von Monozyten/Makrophagen stellt einen interessanten
therapeutischen Ansatz zur Behandlung der Atherosklerose dar.” Wie bereits weiter oben
diskutiert, konnte gezeigt werden, dass wahrend der Regression der Atherosklerose
Makrophagen CCR7-abhangig aus atherosklerotischen Plaques emigrieren. In den Arbeiten
zu Netrin-1°" *® und Semaphorin 3E* (Projekt 2.5) konnte nun gezeigt werden, dass die
Gruppe der neuronalen Guidance-Molekile die Migration der Makrophagen beeinflussen und
auf diese Weise die Akkumulation von Makrophagen in atherosklerotischen Plaques Uber
eine Retention der Zellen begunstigen konnen. Diese Ergebnisse zeigen, dass die
Emigration von Makrophagen aus atherosklerotischen Plaques durch ein sehr komplexes
Wechselspiel bestehend aus beglinstigenden Faktoren (,gas pedals®) wie z.B. CCR7 und
inhibitorischen Faktoren (,brakes*) wie z.B. Netrin-1 oder Semaphorin 3E reguliert wird.*® "
Im Hinblick auf eine Manipulation der Zellmigration als therapeutischen Behandlungsansatz
in der Atherosklerose besteht die Schwierigkeit nun in der Koordination dieser verschiedenen
Signale mit dem Ziel einer gerichteten Migration aus atherosklerotischen Plaques.”® Daher
sind weitere grundlagenwissenschaftliche Studien erforderlich, um das Verstandnis der
Zellmigration-assoziierten Faktoren, deren Beeinflussbarkeit, sowie deren
Wechselwirkungen voranzubringen.

Im Gegensatz zur Atherosklerose ist die Kenntnis Uber Monozyten-Makrophagen-

Abstammungslinien bei der AS weitaus lickenhafter. Folglich sind zur Entwicklung méglicher
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antiinflammatorischer Behandlungskonzepte ein besseres Verstdndnis der Rolle der
individuellen Monozyten- und Makrophagen-Subpopulationen bei dieser Erkrankung
erforderlich. In Projekt 2.6 konnte erstmalig gezeigt werden, dass die Verteilung der
Monozyten-Subpopulationen (klassische, intermediare und nicht-klassische Monozyten) im

.89 Der Nachweis eines erhéhten

Blut beim Vorliegen einer hochgradigen AS verandert is
Gehalts an zirkulierenden intermedidaren Monozyten bei hochgradiger AS ist hierbei
interessant, da intermedidre Monozyten als besonders inflammatorische Monozyten-
Subpopulation gelten und bereits mit der Atherosklerose und ihren Manifestationsformen

assoziiert wurden.®

In Projekt 2.7 konnte gezeigt werden, dass der Gehalt an
zirkulierenden intermediaren Monozyten innerhalb eines Beobachtungszeitraums von sechs
Monaten nach einem (chirurgischen und minimal-invasiven, kathetergestitzten)

t% Nach einem

Aortenklappenersatz bei Patienten mit hochgradiger AS abnimm
Aortenklappenersatz wiesen die Patienten verbesserte hdmodynamische Parameter auf,
wahrend klassische inflammatorische Marker im Wesentlichen unverandert blieben. Daher
ist anzunehmen, dass die beobachten Veranderungen in der Verteilung der Monozyten-
Subpopulationen nach einem Aortenklappenersatz unter anderem auf Anderungen in der
Hamodynamik zurickzuflihren sind. Interessanterweise waren Assoziationen zwischen der
Hamodynamik und der Verteilung von individuellen Monozyten-Subpopulationen
(insbesondere von CD16-positiven Monozyten) auch von weiteren Arbeitsgruppen in einem
anderen Kontext beobachtet worden.®"®® Unsere Ergebnisse dienen als Ausgangspunkte fiir
die weiteren Forschungsvorhaben bei denen individuelle Monozyten-Subpopulationen
hinsichtlich ihrer Bedeutung in der Pathogenese der AS, als Biomarker fir die
Transformation von der Aortenklappensklerose zur AS, als Biomarker flir das Kklinische

Outcome nach einem Aortenklappenersatz, sowie als therapeutische Targets evaluiert

werden.®°
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4. Zusammenfassung

Die Atherosklerose und die erworbene Aortenklappenstenose (AS) werden als chronisch
inflammatorische Erkrankungen der arteriellen GefalRwand bzw. des Klappengewebes
angesehen. In der Pathogenese beider Erkrankungen spielen Monozyten und Makrophagen
eine bedeutende Rolle und stellen daher potentielle Targets fir antiinflammatorische
Therapieansatze dar. Ziel einer antiinflammatorischen Therapie in der Atherosklerose ist es,
die Atherogenese abzuschwéachen und daruberhinaus eine Regression bereits bestehender
Plaques herbeizufiihren. Dazu gilt es den Gehalt an Makrophagen in atherosklerotischen
Plaques zu verringern, die nachteiligen Effekte der inflammatorischen M1 Makrophagen
abzuschwéachen, sowie eine Verschiebung des M1/M2-Verhéltnisses in Richtung des
antiinflammatorischen M2 Makrophagen Phanotyps zu bewirken. Diese Ziele konnten im
Mausmodell durch eine Korrektur der Hypercholesterindmie mittels Erhdhung von
funktionalem Apolipoprotein A-l, sowie durch eine lokale Anwendung eines Statins im
atherosklerotischen Plaque erreicht werden.

Der Gehalt an Makrophagen im Gewebe wird u.a. durch die Rekrutierung von Monozyten
aus dem Blut, sowie die Emigration von Makrophagen aus dem Gewebe beeinflusst. Ein
genaues Verstandnis dieser Prozesse ist von wesentlicher Bedeutung fir die Entwicklung
neuartiger Therapiekonzepte fiir die Atherosklerose und die AS. Es konnte gezeigt werden,
dass neuronale Guidance-Molekiile (wie Netrin-1 und Semaphorin 3E) eine Retention von
Makrophagen in atherosklerotischen Plaques begulnstigen kénnen. Fir die AS fehlen noch
grundlegende Erkenntnisse zu Monozyten-Makrophagen-Abstammungslinien um geeignete
Therapieansatze entwickeln zu kénnen. Es werden daher erstmalig Daten zur Verteilung
individueller Monozyten-Subpopulationen (klassische, intermediare und nicht-klassische
Monozyten) bei der AS und nach Behandlung der AS mittels eines Aortenklappenersatzes
gezeigt. Es konnte nachgewiesen werden, dass der Gehalt an intermediaren Monozyten im
Blut von Patienten mit hochgradiger AS erhdht ist und im Verlauf nach Beseitigung der AS

mittels eines Aortenklappenersatzes abnimmt. Diese Ergebnisse dienen als Ausgangspunkt
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fur weitere Forschungsprojekte zur Rolle der Monozyten-Subpopulationen in der
Pathogenese der AS.

Monozyten und Makrophagen stellen vielversprechende Targets fir die antiinflammatorische
Therapie kardiovaskularer Erkrankungen dar. Die weitere Vertiefung der Erkenntnisse zur
Rolle der Monozyten und Makrophagen in der Pathogenese der Atherosklerose und der AS
ist notwendig, um den Weg flr neuartige Ansatze zur Modulation dieser Zellen und somit fur

zuklnftige antiinflammatorische Therapiestrategien zu bahnen.
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mit anderen Wissenschaftlern/Wissenschaftlerinnen und mit technischen Hilfskraften
sowie die verwendete Literatur vollstandig in der Habilitationsschrift angegeben
wurden,

* mir die geltende Habilitationsordnung bekannt ist.

Ich erklare ferner, dass mir die Satzung der Charité — Universitatsmedizin Berlin zur
Sicherung Guter Wissenschaftlicher Praxis bekannt ist und ich mich zur Einhaltung dieser

Satzung verpflichte.

Berlin, November 2017 Dr. med. Bernd Hewing
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