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1. Einleitung

1.1 Die Bedeutung der Atherosklerose

Atherosklerose und ihre Folgeerkrankungen wie koronare Herzkrankheit (KHK) oder
Schlaganfall stellen die haufigsten Todesursachen weltweit dar. Im Jahr 2016 waren
ischamische Herzerkrankungen und Schlaganfélle alleine fur 26,8 % der Todesfalle global
verantwortlich. Sie tragen nicht nur seit Gber 15 Jahren den Spitzenplatz der
Todesursachenstatistik, sondern die Anzahl der durch sie verursachten Tode pro Jahr ist
in diesem Zeitraum von 12,2 Millionen auf 15,2 Millionen gestiegen (World Health
Organization, 2018).

Dem entgegengesetzt lasst sich dank Fortschritten in Pravention und Behandlung
kardiovaskularer Erkrankungen in den vergangenen Jahren in gro3en Teilen Europas,
Nordamerikas, Australiens, Neuseelands und Japans ein anderer Trend dokumentieren,
und zwar eine Regression der altersstandardisierten Mortalitat kardiovaskularer
Erkrankungen und der KHK (Timmis et al.,, 2018; Mensah et al., 2017). Grund zu
Besorgnis gibt es dennoch, so lasst sich bereits jetzt eine Verlangsamung dieser
Entwicklung verzeichnen, und im Angesicht einer steigenden Pravalenz von Adipositas,
metabolischen Syndroms und Diabetes Mellitus ist moglicherweise sogar eine Umkehr zu
befurchten (Mensah et al., 2017).

Trotz verbesserter Moglichkeiten der Pravention und einer zeitigen, effektiven Therapie
sind kardiovaskulare Erkrankungen auch jetzt noch ein wichtiger Grund fir nicht erreichte
Lebenserwartungen. Bei Untersuchungen zur frihzeitigen Krankheitsmortalitat zeigten
sich so kardiovaskulare Erkrankungen im Zeitraum von 2009-2014 unter allen European
Society of Cardiology (ESC)-Mitgliedern als haufigste Todesursache: bei den unter 75-
Jahrigen waren es 35 %, und bei der Gruppe der unter 65-Jahrigen 29 %. Gerade diese
Gruppen sind dabei von besonderem Interesse, da sie in der Regel stark von
Praventionsmal3inahmen und einer rechtzeitigen Therapie profitieren kdnnen (Timmis et
al., 2018).

Auch okonomisch stellen kardiovaskulare Erkrankungen einen bedeutenden Faktor dar.
Wahrend laut American Heart Association (AHA) die geschatzten jahrlichen direkten und

indirekten Kosten kardiovaskularer Erkrankungen in den USA im Zeitraum von 2011 bis
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2012 noch 316,6 Milliarden US-Dollar betrugen, werden fur 2030 bereits Kosten von Uber
einer Billionen US-Dollar prognostiziert. Die AHA berichtet, dass die durch
kardiovaskulare Erkrankungen verursachten Gesamtkosten bereits jetzt jede andere
Diagnosegruppen ubertreffen (Mozaffarian et al., 2016).

Vor dem Hintergrund der medizinischen, gesellschaftlichen und wirtschaftlichen
Bedeutung kardiovaskularer Erkrankungen kommt der Erforschung der Pathogenese,
Diagnostik und Therapie der Atherosklerose daher eine besondere Relevanz zu.
Besonders inflammatorische Prozesse haben sich dabei in jingster Vergangenheit von

fundamentaler Bedeutung erwiesen.

1.2 Inflammation und kardiovaskulare Erkrankungen

1.2.1 Die Rolle der Inflammation in der Atherosklerose

Die Rolle der Inflammation war lange Zeit ein vernachlassigter Blickpunkt
kardiovaskularer Forschung. Obwohl Rudolf Virchow bereits im 19. Jahrhundert die
entzindliche Beschaffenheit des atherosklerotischen Plaques erkannte und postulierte,
dass es sich um einen aktiven Prozess handeln musse, spielte Inflammation fur einen
Groldteil des letzten Jahrhunderts keine bedeutsame Rolle in der Erforschung der
Atherosklerose. Lange Zeit dominierte stattdessen das Verstandnis des Atheroms als
Akkumulation von Cholesterin und thrombozytarer Trummer die Anschauung des
vergangenen Jahrhunderts. Erst zum Ende des 20. Jahrhunderts rickte die Rolle der
Inflammation erneut in den Fokus des wissenschaftlichen Interesses (Libby, 2012).

Als Mechanismus in der Initiation der Atherosklerose ist gemafR der 1973 von Russell
Ross und John Glomset formulierten Response-to-injury Hypothese weitestgehend eine
Schadigung der endothelialen GefalRauskleidung anerkannt (Furie und Mitchell, 2012).
Aufgrund aktueller Erkenntnisse ist jedoch zu bertcksichtigen, dass es sich dabei
keinesfalls nur um eine endotheliale Denudation handelt, sondern, dass bereits eine
endotheliale Dysfunktion als solche Schadigung anzusehen ist. Mdgliche Ursachen fir
eine solche Dysfunktion umfassen unter anderem ein erhohtes, modifiziertes low-density

Lipoprotein (LDL), erhohtes Homocystein oder freie Radikale verursacht durch
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Bluthochdruck oder Diabetes Mellitus. Jede atherosklerotische Lasion ist dabei als ein
chronisch-inflammatorischer Prozess der Arterie zu verstehen (Ross, 1999).

Betrachtet man nun die durch die endotheliale Dysfunktion ausgeldsten Prozesse, so
lassen sich zahlreiche Effekte betrachten.

Bereits in einer frihen Phase der Atherosklerose kommt es zu einer Rekrutierung und
transendothelialen Migration inflammatorischer Zellen. Vermittler dieses Prozesses sind
die Endothelzellen, welche durch eine erhohte Expression von Adhasionsmolekulen wie
,vascular cellular adhesion molecule-1“ (VCAM-1) und ,intercellular adhesion molecule-
1“ (ICAM-1) die Bindung von Leukozyten gestatten (Blankenberg et al., 2003). In der
Folge kommt es zu einer Einwanderung von Monozyten in die Intima und Subintima der
Gefalle, wo sie sich zu Makrophagen differenzieren. In der Gefallwand angelangt nehmen
sie mithilfe von Scavenger-Rezeptoren oxidiertes LDL und weitere Lipide auf und
verwandeln sich in die sogenannten Schaumzellen. Glatte Muskelzellen wandern in die
Intima ein und lagern sich um den Schaumzell-Nidus, der durch die Sekretion von
Zytokinen, freien Sauerstoffradikalen, Proteasen, Komplement- und Wachstumsfaktoren
die Entstehung des atherosklerotischen Plaques und die inflammatorische Reaktion
vorantreibt (Tousoulis et al., 2008; Woollard und Geissmann, 2010).

Eine weitere Zellpopulation, die das atherosklerotische Plaque ausmacht, sind T-Zellen.
Stimuliert durch die Prasentation von Antigen-Fragmenten und die Einwirkung
proinflammatorischer Zytokine kommt es fihrend zu einer Th1-Reaktion, innerhalb derer
sich die T-Zellen in die Th1-Effektor-Zellen umwandeln. Infolge der Differenzierung
produzieren die Th1-Effektor-Zellen nun Interferon-y, welches Makrophagen und
vaskulare Zellen zu einer verbesserten Antigenprasentation bzw. Ausschuattung von
Tumor Nekrose Faktor (TNF) und Interleukin-1 (IL-1) veranlasst (Hansson, 2005).

Wie bereits beschrieben kommt es im Verlauf der Atherogenese auch zu einer
Einwanderung von glatten Muskelzellen in die Intima. Neben diesem Prozess finden
weitere, die glatten Muskelzellen betreffende Anpassungsvorgange statt. Zum einen
kommt es zu einer Umwandlung der glatten Muskelzellen in eine migratorische,
proliferative und Matrix-sezernierende Form, zum anderen differenziert ein Teil der glatten
Muskelzellen in Makrophagen-ahnliche Zellen, die nicht nur wie Makrophagen aussehen,
sondern analog zu diesen eine phagozytotische Aktivitat aufweisen (Raggi et al., 2018).

Ebenso produzieren glatte Muskelzellen zahlreiche Zytokine wie Interferon-y, IL-1,
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Interleukin-18 (IL-18) oder ,Monocyte chemotactic protein-1“ (MCP-1) und leisten damit
eine stimulierende Funktion bezuglich der Zellmigration, der Expression von
Adhasionsmolektilen, dem ,Remodeling” der extrazellularen Matrix oder der Rekrutierung

inflammatorischer Zellen (Doran et al., 2008).

Im weiteren Verlauf der Atherosklerose kann es zu einer Ruptur der atherosklerotischen
Plaques kommen, einem Prozess, der als Hauptverursacher der koronararteriellen
Thrombose und der damit verbundenen Komplikationen wie Myokardinfarkt (79 %) und
plotzlichem koronaren Tod (65 %) zu sehen ist (Falk et al., 2013). Auch hier kommt der
Inflammation eine besondere Rolle zu.

Eine Ruptur des atherosklerotischen Plaques tritt typischerweise dort auf, wo die fibrose
Kappe am dinnsten und die Infiltration durch Makrophagen am ausgepragtesten ist.
Verantwortlich gemacht werden dabei zwei Mechanismen: Zum einen der Verlust glatter
Muskelzellen, zum anderen die Ausdunnung der fibrosen Kappe durch Makrophagen
(Bentzon et al., 2014).

Als wichtiger Faktor bezuglich des Verlustes glatter Muskelzellen des atherosklerotischen
Plaques ist die Apoptose selbiger Zellen anzusehen. Dies betreffende Erkenntnisse
konnten in einer Studie an transgenen Mausen gewonnen werden, bei denen der humane
Diphterie-Toxin-Rezeptor unter die Kontrolle des minimalen smooth muscle protein 22-
alpha (SM22a) - Promoters gesetzt wurde. Nachfolgend wurden sie mit Apolipoprotein E
-/- (ApoE-/-)-Mausen gekreuzt. Unter Einsatz des Diphterie Toxins konnte so nun die
Apopotose von 50-70 % der vaskularen glatten Muskelzellen induziert werden. Die
Autoren beschrieben, dass wahrend sich normale Arterien trotz dieses Verlustes
weitgehend unbetroffen zeigten, es aber in den transgenen Mausen zu einer Ausdinnung
der fibrésen Kappe, einem Verlust der extrazellularen Matrix und einer ausgepragten
intimalen Inflammation kam (Clarke et al., 2006).

Als mdgliche Ausloser der Apoptose von glatten Muskelzellen im Rahmen der
Atherosklerose konnten bspw. Ablagerungen von Calciumphosphat-Kristallen, oxidiertes
LDL, hochkonzentriertes Stickstoffmonoxid (NO), mechanische Schadigungen oder
proinflammatorische Zytokine identifiziert werden (Ewence et al., 2008; Grootaert et al.,
2018).
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Bedeutsam ist die Apoptose der glatten Muskelzellen jedoch auch fir die Funktion der
Monozyten. Diese werden namlich durch die im Rahmen einer Fas-induzierten Apoptose
von glatten Muskelzellen freigesetzten MCP-1 und Interleukin-8 (IL-8) zu einer
ausgepragten Migration in die GefalRwand veranlasst (Schaub et al., 2000).

Eine wichtige Aufgabe der Makrophagen in der GefalRwand ist die Beseitigung
apoptotischer Zellen. Es zeigte sich hierbei jedoch, dass gerade im atherosklerotischen
Plaque diese Fahigkeit eingeschrankt ist. Schrijvers et. al (2005) erlautern, dass durch
diese Einschrankung das Risiko der postapoptotischen Nekrose und die Stimulation
weiterer inflammatorischer Prozesse erhoht sein konnte. Gleichzeitig beeinflussen
Monozyten selbststandig die Stabilitdt des atherosklerotischen Plaques. Als
mechanistische Grundlage lie® sich hierbei die Wirkung monozytarer Matrix-
Metalloproteinasen und Zystein-Proteasen beleuchten, welche im Zusammenhang mit
dem Abbau der fibrosen Kappe stehen (Galis et al., 1994; Liu et al., 2004).

Korrespondierend zu diesen Ausflihrungen zeigte sich in pathologischen Untersuchungen
eine erhdhte Infiltration von Makrophagen in den Plaques von Patienten mit instabiler
Angina Pectoris oder nicht-Q-Wellen Myokardinfarkt im Vergleich zu Patienten mit stabiler
Angina Pectoris (Moreno et al., 1994). Ebenso konnte der Vergleich von humanen
ulzerierend-thrombosierenden aortalen Plaques zu intakten aortalen Plaques eine
geringere Zahl glatter Muskelzellen (2.8 % vs. 11.8 %) bei gleichzeitig vermehrtem

Vorkommen von Monozyten (13.7 % vs. 2.9 %) offenlegen (Davies et al., 1993).

1.2.2 Die klinische Anwendung inflammatorischer Biomarker

Die Pravention hat sich als eine der wichtigsten MalRnahmen zur Verhinderung
kardiovaskularer Ereignisse dargestellt. Grundlegend hierfur ist das frihzeitige Erkennen
potentieller Betroffener. Eine Mdglichkeit dies zu bewerkstelligen, ist das Screening von
Biomarkern. Aktuelle Bestrebungen zielen darauf ab, die Nutzbarkeit inflammatorischer
Parameter zu Uberprifen.

Als wichtiger Parameter hat sich das C-reaktive Protein (CRP) gezeigt, ein Akute-Phase-
Protein mit hoher Sensitivitdt und Ansprechgeschwindigkeit (Pepys und Hirschfield,
2003). Das CRP betreffend konnte eine Metaanalyse der Daten von uber 160.000
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Menschen, ohne Vorgeschichte vaskularer Erkrankungen, je einfacher Steigerung der
Standardabweichung des hochsensitiven CRP (hsCRP) (logarithmisch normalisiert) eine
Zunahme des relativen Risikos der kardiovaskularen Mortalitat von 1,55 (95 % CI: 1,37-
1,76) offenlegen (The Emerging Risk Factors Collaboration, 2010).

Ein weiterer Einflussfaktor, der umfangreich untersucht wurde, ist der ,Growth
differentiation factor-15/Macrophage Inhibitory Cytokine 1“ (GDF-15). Untersuchungen an
Uber 16.000 Teilnehmern der PLATO-Studie zur Behandlung des Koronarsyndroms mit
Ticagrelor oder Clopidogrel, konnten bezlglich der Menge zirkulierenden GDF-15 einen
Zusammenhang zur Auspragung der KHK, nicht ,Coronary Artery Bypass Graft” (CABG)-
bezogenen Blutungen, Myokardinfarkt, Schlaganfall oder Tod herstellen. Dabei betrug die
Hazard Ratio des kardiovaskularen Todes pro einfacher Zunahme der
Standardabweichung des logarithmierten GDF-15 1.41 (95 % CI: 1,30-1,53) (Hagstrom
et al., 2016).

Ein weiterer potentieller Marker, der umfassend untersucht worden ist, ist Fibrinogen, ein
Protein, das neben der Vermittlung von Koagulation und Plattchenaggregation auch
inflammatorische Prozesse beeinflusst, bspw. durch Interaktion mit ,toll-like receptors®
oder ,Cluster of Differentiation 11b/18“ (CD11b/CD18)-vermittelte Aktivierung des
»huclear factor kB“ (NFkB)-Stoffwechselwegs (Davalos und Akassoglou, 2012). Im Jahr
2005 konnte eine Metanalyse von 31 Studien mit insgesamt tber 150.000 Teilnehmern
betreffend der Plasma-Konzentration des Fibrinogens eine moderate Assoziation zu KHK,
Schlaganfall, vaskularer und nicht-vaskularer Mortalitat beleuchten (Danesh et al., 2005).
Einen weiteren Einblick in das inflammatorische Risiko kardiovaskularer Erkrankungen
gewahren zudem die Menge zirkulierender zellularer Adhasionsmolekile wie ICAM-1,
VCAM-1 oder P-Selektin (Hansson, 2005).

Nichtsdestotrotz finden klinische Marker fir inflammatorische Prozesse in der
Risikoeinschatzung kardiovaskularer Erkrankungen nur zu geringem Malie Anwendung.
Betrachtet man eine Gegenuberstellung der gegenwartig eingesetzten Systeme zur
Einschatzung des Risikos kardiovaskularer Erkrankungen unter augenscheinlich
gesunden Menschen, muss man feststellen, dass sie dort gar nicht zum Einsatz kommen
(Tabelle 1).
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Tab.1: Aktuelle Systeme zur Einschatzung des kardiovaskularen Risikos von offenbar
gesunden Personen. Angepasst von Piepoli et al. (2016).

Framingham* SCORE™ ASSIGN - SCORE*| QRISKI“& QRISK2" | PROCAM“ Pooled Cohort CUORE*? Globorisk?
Studies Equations®
Calculates 10-year risk of CAD | 10-year risk of CVD | 10-year risk of CVD| 10-year risk of CVD | Two separate scores | |0-year risk for a 10-year probability | 10 year risk of fatal cardiovascular
eventsoriginally. mortality events events. calculate 10-year first atherosclerotic | of developing a disease
Latest version: Lifetime risk risks of major CVD event. first major CV
10-year risk of CVD coronary events event (myocardial
events and cerebral Lifetime risk infarction or
NCEP ATP Il version: ischaemic events stroke)
10-year risk of hard
coronary events
Agerange |35 ¢ 40-65 30-74 35-74 20-75 20-79 35-69 40-84
(years)
Variables Sex, age, total Sex, age, total Sex, age, total QRISKI - sex, age, Age, sex, LDL-C, | Age. sex, race (white | Age, sex, SBP. total | Age, sex, smoking, total cholesterol,
cholesterol, cholesterol cholesterol, HDL-C, | total cholesterol to HDL-C,DM, or other/African cholesterol, HDL-C, | DM, systolic BP
HDL-C, SBP, or total cholesterol/ | SBP. smoking—no. | HDL-C ratio, SBP, smoking, SBP American), total antihypertensive
smoking status, DM, HDL-C ratio, SBP, cigs, DM, area based | smoking status, DM, cholesterol, HDL-C, | therapy and smoking
hypertensive treatment | smoking status. index of deprivation, |area based index of SBP, antihypertensive | habit
Versions for use in family history deprivation, family treatment, DM,
high and low-risk history, BMI, BP smoking
countries treatment, ethnicity
and chronic diseases

Als Grund hierfir nennen die 2016 European Guidelines on cardiovascular disease
prevention in clinical practice, dass die bisher beschriebenen maoglichen Biomarker keine
oder nur begrenzt belegte Fahigkeit zur Verbesserung der aktuellen Risikostratifikation
aufweisen. Eine Ausnahme scheint hier bisher nur hsCRP zu bilden, dessen relatives
Risiko sich den klassischen Risikofaktoren annahert. Eine Verbesserung aktueller
Risikobewertungssysteme ist durch hsCRP nach Angabe der sechsten gemeinsamen
Task Force der ESC und anderer Gesellschaften jedoch nicht zu erwarten (Piepoli et
al., 2016).

1.2.3 Gibt es Hoffnung auf eine antiinflammatorische Therapie?

Aus den neu gewonnen Erkenntnissen zur Rolle der Inflammation im Rahmen der
Atherogenese haben sich zahlreiche Uberlegungen entwickelt, wie diesen Vorgangen mit
neuen oder aber auch mit schon bekannten Medikamenten begegnet werden kann. Eine
besondere Herausforderung dirfte dabei gerade sein, die Balance zwischen einer anti-
atherogenen Wirkung und der Vermeidung von Nebenwirkungen und Komplikationen zu
wahren.

Ein antiinflammatorischer Wirkstoff der bereits seit langer Zeit weitverbreitet zur Therapie
entzuandlicher sind
Glukokortikoide (Shaikh et al., 2012). Eine Nutzung dieser Wirkstoffe zeigt sich im

Rahmen der Atherosklerose jedoch nicht als praktikabel, da Glukokortikoide durch die

und autoimmunologischer Erkrankungen Anwendung findet,
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Forderung des Auftretens von Hypertension, Hyperglykdmie, Hyperlipidamie und
zentraler Fettsucht kardiovaskulare Erkrankungen begunstigen (Ng und Celermajer,
2004). Korrespondierend zeigte sich bei Patienten unter oder nach therapeutischer
Anwendung von Glukokortikoiden ein erhohtes Risiko flr Herzversagen (Souverein et al.,
2004).

Eine weitere Wirkstoffklasse, die bezlglich eines positiven therapeutischen Effektes
gepruft wurde, sind Cyclooxygenase-2 (COX-2)-Hemmer. Auch hierbei wurden
Uberlegungen angestellt, welche die diametralen Effekte einer COX-2-Inhibition
diskutierten. So stellt sich zwar im atherosklerotischen Plaque eine Uberexpression der
COX-2 dar, jedoch konnte eine Inhibition des Enzyms zu Reduktion von Prostazyklin, zu
einem Anstieg des Blutdrucks und zu einer Destabilisierung des atherosklerotischen
Plaques fiihren. Naher nachgegangen wurde dieser Uberlegung im Rahmen der
APPROVe-Studie (Adenomatous Polyp Prevention on VIOXX-Studie) zur Untersuchung
der Hypothese, dass die Einnahme von Rofecoxib die Rekurrenz adenomatdser Polypen
unter Patienten mit einer Vorgeschichte kolorektaler Adenome reduzieren kdnne. Dabei
zeigte sich in der Rofecoxib-Gruppe 1,5 thrombotische Ereignisse pro 100
Patientenjahren im Vergleich zu 0,78 in der Placebo-Gruppe. Das entsprechend relative
Risiko wurde mit 1,92 ermittelt. Als thrombotische Ereignisse wurden tdédlicher und
nichttédlicher Herzinfarkt, instabile Angina pectoris, plotzlicher Herztod, tdédlicher und
nichttédlicher Schlaganfall, transitorische ischamische Attacke (TIA), periphere arterielle
Thrombosen, periphere vendse Thrombosen und pulmonale Embolien definiert (Bresalier
et al., 2005).

Es gibt jedoch auch Beispiele, die die positiven Effekte einer antiinflammatorischen
Therapie illustrieren  konnten. Eine  Kombinationstherapie = bestehend aus
niedrigdosiertem Colchicin (0,5 mg), Aspirin und/oder Clopidogrel und Statinen zeigte sich
so bspw. bei Patienten mit stabiler Angina Pectoris zur Reduktion sekundarer
kardiovaskularer Ereignisse als erfolgreich (Nidorf et al., 2013). Gleichermalen stellte
sich bei Patienten mit kiirzlich zurickliegendem Myokardinfarkt unter Colchicin-Therapie
mit 0,5 mg pro Tag ein geringeres Risiko fir ischamische kardiovaskulare Ereignisse als
bei Placebo-Einnahme dar (Tardif et al., 2019).
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Zahlreiche Studien legen ebenso nahe, dass Statine kardiovaskulare Erkrankungen
neben ihrer Wirkung auf den Lipidhaushalt auch durch antiinflammatorische
Eigenschaften positiv beeinflussen (Jain und Ridker, 2005).

Ein von Lipiden unabhangiger Weg in der Kreation einer neuen antiinflammatorischen
Therapie wurde jedoch erst vor Kurzem in der Canakinumab Antiinflammatory
Thrombosis Outcome Studie (CANTOS) beschritten. Im Rahmen einer randomisierten,
Doppelblind-Studie mit 10.061 Patienten mit vorangegangenem Herzinfarkt und mit
hsCRP von =2 mg/l wurde die Rekurrenz kardiovaskularer Ereignisse unter Therapie mit
Canakinumab untersucht (Ridker et al., 2017). Canakinumab ist ein monoklonaler
Antikdper der gegen IL-1B gerichtet ist, ein Molekul, welches als wichtiger Mediator im
Rahmen von Infektion und Entziindung fungiert, und infolge einer Aktivierung des ,NLR
family pyrin domain containing 3“ (NLRP3)-Inflammasoms freigesetzt wird (Dhimolea,
2010; Hoffman und Wanderer, 2010). Im Rahmen der Studie wurden unter Behandlung
mit 150 mg Canakinumab signifikante Effekte bezlglich der primaren
Wirksamkeitsendpunkte (nichttdédlicher Myokardinfarkt, nichttédlicher Schlaganfall,
kardiovaskularer Tod) beobachtet (HR vs. Placebo: 0.85). Ebenso wurden die sekundaren
Wirksamkeitsendpunkte (Kombination primarer Endpunkte mit instabiler Angina pectoris,
die zu einer dringlichen Revaskularisation fuhrte) erreicht (HR vs. Placebo, 0.83). Bei mit
der Therapie assoziierter hOherer Inzidenz todlicher Infektion war jedoch kein signifikanter
Unterschied in der Gesamtmortalitat festzustellen (Ridker et al., 2017).

Obwohl die CANTOS-Studie erstmalig die therapeutische Bedeutung des NLRP3 -
Inflammasoms offenbaren konnte, verdeutlichen ihre Ergebnisse nur die Notwendigkeit

die Wirkungspfade des NLRP3-Inflammasoms genauer zu beleuchten.

1.3 NLRP3-Inflammasom

1.3.1 Die Mechanismen des NLRP3-Inflammasoms

Das NLRP3-Inflammasom ist ein multimerer Proteinkomplex, der eine essentielle Rolle in
der Immunabwehr und Vermittlung inflammatorischer Reaktionen spielt. Infolge der
Wahrnehmung von Gefahrensignalen oder Pathogenen verursacht er die Freisetzung der
Zytokine IL-13 und IL-18 sowie einen Zelltod durch Pyroptose (Broz und Dixit, 2016).
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Der Begriff des Inflammasoms wurde erstmals im Jahre 2002 in Untersuchungen zum
Mechanismus der Spaltung von pro-IL-138 durch Caspase-1 etabliert, wobei der Aufbau
des ,NLR family pyrin domain containing 1“ (NLRP1)-Inflammasoms offengelegt werden
konnte (Martinon et al.,, 2002). Das NLRP1-Inflammasom gehért mit dem NLRP3-
Inflammasom zu einer Familie von mehreren Proteinkomplexen. Eine Differenzierung der
verschiedenen Mitglieder lasst sich hierbei durch ihre jeweiligen einzigartigen ,pattern
recognition receptors® (PRRs) vornehmen. Unterscheiden lassen sich die Rezeptoren
NLRP1, ,NLR family CARD domain-containing protein 4“ (NLRC4), NLRP3, ,Absent in
melanoma 2 (AIM2) und Pyrin, nach denen die kanonischen Inflammasome auch
benannt wurden (Broz und Dixit, 2016).

Ein Aktivierung des Inflammasoms geschieht in einem zweischrittigen Prozess aus
,Priming“ und anschlieRender Oligomerisierung (Broz und Dixit, 2016; Guo et al., 2015).
Als ,Priming“ fungiert zunachst eine Aktivierung von PRRs. Diese befinden sich auf der
Oberflache von Makrophagen, Epithelzellen, dendritischen Zellen, Neutrophilen oder
auch Endothelzellen (Lowe et al., 2002; Patel et al., 2017). Die Aktivierung der Zellen
erfolgt dabei durch die Stimulation der jeweiligen PRRs mit ,Pathogen-associated
molecular patterns® (PAMPs) oder ,Danger-associated molecular patterns“ (DAMPSs)
(Guo et al., 2015; Patel et al., 2017). Das ,Priming“ setzt anschlielend zwei Prozesse in
Gang. Zum einen kommt es zu einer Aktivierung von NF-kB, eines
Transkriptionsfaktors, zum anderen zu einer Deubiquitinierung von NLRP3 (Guo et al.,
2015). NF-kB liegt gewohnlicherweise sequestriert durch inhibitorische Proteine der
IkB-Familie inaktiv im Zytoplasma der Zelle vor. Infolge der Wirkung eines adaquaten
Stimulus kommt es jedoch zur Aktivierung eines IkB-Kinase-Komplexes, welcher |kB
phosphoryliert. Dies wiederum |0st einen ubiquitinabhangigen Abbau durch das
Proteasom aus, infolgedessen NF-kB in den Nukleus gelangt (Liu et al., 2017). Dort
angelangt reguliert NF-kB die Expression von inflammatorischen Zytokinen,
Chemokinen, Zelladhasionsmolekulen und Immunrezeptoren (Pahl, 1999). Ein
Mediator, dessen Expression gefdordert wird, und welcher selber Bestandteil des
Inflammasoms ist, ist NLRP3. Dieses wird in dem besagten zweiten Prozess
deubiquitiniert, und damit funktionsfahig gemacht (Guo et al., 2015; Py et al., 2013).
Nach dem Abschluss des ,Primings® bedarf es zur Initiierung der Oligomerisierung des

NLRP3-Inflammasoms eines zweiten Stimulus. Als solche etabliert sind hierbei die
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Freisetzung mitochondrialer Faktoren wie ,Reactive oxygen species® (ROS),
~desoxyribonucleic acid“ (DNA) oder Kardiolipin ins Zytosol der Zelle, der Ausfluss von
Kalium durch lonen-Kanale, sowie die Freisetzung von Kathepsin infolge der
Schadigung lysosomaler Membranen. Durch ,Pyrin Domain“ (PYD-PYD)-Interaktion
vermittelt NRLP3 anschlieRend die Aggregation von ,apoptosis-associated speck-like
protein containing a CARD* (ASC) in Prion-ahnliche Filamente. An den neu entstanden
ASC-Filamenten bilden sich nun durch ,Caspase Recruitment Domain“ (CARD-CARD)-
Interaktion Pro-Caspase-1 Filamente. Es kommt infolgedessen zur autoproteolytischen

Aktivierung von pro-Caspase-1 (Guo et al., 2015).
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Abb. 1: Mechanismus der Aktivierung des NRLP3-Inflammasoms (Guo et al., 2015).

Im Weiteren vermittelt Caspase-1 selber mehrere Mechanismen. Neben der
Prozessierung von Interleukinen wie IL-1B3, aufgrund derer es initial den Name
sinterleukin-1 converting enzyme® (ICE) erhalten hatte, vermittelt die aktivierte
Caspase-1 das Auftreten der Pyroptose (Broz und Dixit, 2016; Howard et al., 1991).
Die Pyroptose ist als Form des Zelltods abzugrenzen von der Apoptose. Wahrend es
im Rahmen der Apoptose zu einer nuklearen und zytoplasmatischen Kondensation
sowie einer zellularen Aufsplitterung in apoptotische Koérper kommt, die von anderen
Zellen abgebaut werden, stellt sich die Pyroptose als lytischer Prozess dar (Fink und
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Cookson, 2005). Es kommt zur Bildung von Poren in der zellularen Membran und
anschlielend, infolge des Einstromens von lonen und Wassers, zu einer Ruptur der
Membran (Jorgensen und Miao, 2015). Im Gegensatz zur Apoptose handelt es sich um
einen inflammatorischen Prozess (Fink und Cookson, 2005; Jorgensen und Miao,
2015). Zentraler Vermittler dieses Prozesses ist Gasdermin D. Gasdermin D wird durch
die humanen Caspase 1, 4/5 sowie die murine Caspase 11 aktiviert (Liu et al., 2016;
Shi et al., 2015). Gasdermin D wiederum bindet an Phosphatidylserin-, Cardiolipin-,
oder Phosphatidylinositolphosphathaltige Membranen, wo es zu einer Bildung von
Poren fuhrt. Die Bindung erfolgt dabei an Phospholipiden der Innenseite zellularer
Membranen. Durch diesen Mechanismus wird ein etwaiger Tod umgebender Zellen
infolge der Freisetzung des Enzyms verhindert (Liu et al., 2016). Fir die Freisetzung
von IL-1B hat Gasdermin eine ebenso wichtige Bedeutung. So konnte gezeigt werden,
dass GasderminD-/- -,bone-marrow-derived macrophages® zwar in der Lage sind IL-

1B zu produzieren, nicht jedoch dieses zu sekretieren (Shi et al., 2015).

1.3.2 Die Bedeutung des NLRP3-Inflammasoms bei verschiedenen Erkrankungen

Eine maldgebliche Beteiligung des NLRP3-Inflammasoms liel3 sich bereits ihm Rahmen
zahlreicher Erkrankungen nachweisen. Einen bekanntlich positiven Effekt weist die
Aktivierung des Enzymkomplexes dabei in der Abwehr von bakteriellen, parasitaren,
mykotischen oder viralen Infektionen auf. Andererseits haben sich Mutationen des
NLRP3-Inflammasoms verantwortlich gezeigt eine erhdhte Aktivitat des Enzyms und
damit das Auftreten von sogenannten ,Cryopyrin-associated peridodic syndromes*”
(CAPS) nach sich zu ziehen. Unter die CAPS fallen dabei bspw. das Muckle-Wells
Syndrom, das familiare kalteinduzierte autoinflammatorische Syndrom oder das
chronisch-infantile  neuro-kutaneo-artikulare  Syndrom, welche sich  durch
rezidivierendes Fieber, urtikarielle Hautausschlage , Gelenk- und Augenbeschwerden,
Amyloidose oder aber auch schwere neurologische Symptome auszeichnen (Menu und
Vince, 2011). Auch bei anderen Autoimmunerkrankungen scheint das NLRP3-
Inflammasom eine Rolle zu spielen. Im Rahmen des systemischen Lupus

erythematodes zeigten sich so bspw. erhohte Level zirkulierenden IL-13 (McCarthy et
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al., 2014). In einer weiteren Studie konnte darUber hinaus eine Verbesserung des
klinischen Bildes und serologischer Parameter durch Inhibition des zugehorigen
Rezeptors mittels Anakinra gezeigt werden (Ostendorf et al., 2005).

Doch nicht nur bei Erkrankungen bei denen Inflammation offenkundig die
ausschlaggebende Rolle spielt, liel3 sich die Involvierung des Inflammasoms
offenlegen. Auch bei Gicht, Diabetes Mellitus Typ Il oder Morbus Alzheimer besitzt das
NLRP3-Inflammasom eine essentielle Rolle (Heneka et al., 2013; Menu und Vince,
2011). Bei diesen Erkrankungen kommt es durch die Anhaufung von Mediatoren wie
Mononatriumurat, gesattigten Fettsduren oder Amyloid beta Peptiden zu einer
Aktivierung des Enzymkomplexes im Sinne einer sterilen Inflammation (Chen und
Nunez, 2010; Menu und Vince, 2011). Eine solche sterile Inflammation zeigt sich

ebenfalls im Rahmen der Atherosklerose (Chen und Nufiez, 2010).

1.3.3 Die Bedeutung des NLRP3-Inflammasoms fur die Atherosklerose

Die Atherosklerose und ihre Folgeerkrankungen sind charakterisiert durch das Auftreten
und die Akkumulation proinflammatorischer Mediatoren wie oxidiertem LDL, Cholesterin,
freier Fettsauren oder Adenosintriphosphat (ATP) (Ferrari et al., 2015; Lopaschuk et al.,
1994; Small, 1988; Toshima et al., 2000). Es konnte gezeigt werden, dass neben diesen
Substanzen zahlreiche weitere fur kardiovaskulare Erkrankungen typische
Einflussfaktoren, wie Scherstress oder Ischamie NFkB bzw. das NLRP3-Inflammasom
aktivieren kénnen (Duewell et al., 2010; Gabriel et al., 1999; Lan et al., 1994; Liu et al.,
2014; Perregaux D, 1994; Wen et al., 2011).

Es stellt sich also gezwungenermallen die Frage, welche Rolle das NLRP3-
Inflammasoms in der Entstehung und Progression der Atherosklerose einnimmt.
Untersuchungen zur Expression von NLRP3 konnten darstellen, dass Patienten mit
Atherosklerose eine vermehrte Expression des NLRP3-Inflammasoms aufweisen. Es
zeigte sich hierbei eine positive Korrelation zur Schwere der KHK und dem Vorhandensein
atherosklerotischer Risikofaktoren (Zheng et al., 2013). Korrespondierend zu diesen
Beobachtungen konnten anhand von Endarteriektomie-Praparaten von Plaques der

Arteria Carotis erhOhte Expressionen von Bestandteilen bzw. Endprodukten des NLRP3-
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Inflammasoms offengelegt werden (Varghese et al., 2016). Ebenso konnte der Nachweis
eines erhohten Vorkommens von IL-1B-Protein in atherosklerotisch veranderten
Koronararterien erbracht werden (Galea et al., 1996).

Im Rahmen der Atherosklerose tragt das NLRP3-Inflammasom auf vielfaltige Weise zur
Krankheitsprogression bei.

Ein wichtiger Mechanismus der Atherogenese ist wie beschrieben die Ablagerung von
Lipiden und die damit einhergehende Entstehung von Schaumzellen. Erst vor Kurzem
konnte diesbezuglich die Beobachtung gemacht werden, dass eine Aktivierung des
NLRP3-Inflammasoms in Makrophagen zu einer Steigerung ihrer Empfanglichkeit zur
Ablagerung von Lipiden und ihrer Fahigkeit zu migrieren fuhrt. Dies kdnnte so potentiell
die Entstehung von Schaumzellen akzelerieren (Li et al., 2014). Auch auf die Exposition
zellularer Adhasionsmolekule auf der Oberflache vaskularer Zellen liel3 sich ein férdernder
Einfluss des Inflammasoms feststellen. Es zeigte sich namlich, dass Stimulation von
glatten Muskelzellen mit IL-13 zu einer vermehrten Expression von VCAM-1 und ICAM-1
fuhren konnte. Dies wiederum flhrte zu einer Steigerung ihrer Kapazitat zur Adhasion von
Monozyten und Neutrophilen (Wang et al., 1995).

Auch ein Einfluss des Inflammasoms auf die Kalzifizierung glatter Muskelzellen lief3 sich
darstellen. So konnte namlich durch NLRP3-Ribonukleinsdure (RNA)-Interferenz die
Verkalkung der Zellen in vitro verhindert werden (Wen et al., 2013).

Umso interessanter stellt sich folglich also dar, dass auch in vivo durch die Hemmung des
NLRP3-Inflammasoms die atherosklerotische Plaquebildung von Mausen reduziert
werden konnte. In einer Studie von Zheng et al. (2014) wurden Untersuchungen zur
Entwicklung von Atherosklerose an ApoE-defizienten Mausen durchgefihrt, an denen
mithilfe von Lentiviren ein ,Gene-Silencing® (RNA-Interferenz) von NLRP3 durchgefuhrt
wurde. Hierbei zeigte sich eine Reduktion der Plaque-Entstehung und der Produktion von
IL-18 und IL-18, sowie ein verringertes Vorkommen von Makrophagen und Lipiden in der
atherosklerotischen Lasion, bei erhdhtem Anteil glatter Muskelzellen.

Korrespondierend zu diesen Erkenntnissen konnte in einer Studie von Kirii et al. (2003)
mithilfe von IL-1B-defizienten ApoE-/-/IL-1B—/- -Mausen eine Reduktion der
atherosklerotischen Lasionen um 33 % im Bereich der Aortenklappen offengelegt

werden.
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1.4 Mikropartikel
1.4.1 EinfGhrung

Ein weiterer Mediator der im vergangenen Jahrzehnt die Schlagzeilen wissenschaftlicher
Journale jeglicher Fachrichtungen gepragt hat sind ,Microparticles® (MP) (Mooberry und
Key, 2016; Hargett und Bauer, 2013). Definiert sind MP als Vesikel einer Groflie von 100-
1000 nm, welche von der Zellmembran eukaryotischer Zellen infolge eines spezifischen
Stimulus oder des Auftretens der Apoptose abspriel3en. Sie besitzen eine intakte
Phospholipidmembran in deren Aulienseite sie Phosphatidylserin sowie Antigene,
spezifisch zu ihren Elternzellen, darbieten (Mooberry und Key, 2016). MP zeichnen sich
durch ein ubiquitares Vorkommen aus (Cocucci und Meldolesi, 2015).

Eine Freisetzung von MP erfolgt als Reaktion auf eine Vielfalt biochemischer Prozesse.
Darunter zahlen neben Differenzierung, Seneszenz oder Apoptose der Zelle ebenso
externe Einflisse wie prothrombotische oder proinflammatorische Stimuli (Mause und
Weber, 2010).

Die Lipidkomposition der intakten, zellularen Membran ist im Regelfall asymmetrisch und
wird durch die Einwirkung von Flippasen und Floppasen reguliert. Dabei zeigt sich in der
aulleren Schicht der Doppelmembran ein vermehrtes Vorkommen von Phosphatidylcholin
und Sphingomyelin, wahrend in der inneren Schicht vor allen Dingen Phosphatidylserin
und Phosphatidylethanloamin zu finden sind (Morel et al., 2011).

Im Rahmen der vorgenannten aktivierenden zelluldaren Prozesse kann es zu einer
Reorganisation der Membran mit einer Translokation von Phosphatidylserin in die aulere
Membran kommen, ein Vorgang, der durch Kalzium-abhangige Inhibition der
Aminophospholipid-Translokase und Aktivierung von Floppasen und Scramblasen
vermittelt wird. Simultan zu diesen Vorgangen kommt es weiterhin zu einer Aktivierung
der Kalzium-abhangigen Enzyme Calpain und Gelsolin. Diese bewirken eine Ablésung
membranverankerter Proteine vom Zytoskelett und gestatten damit eine Absprossung der
Vesikel (Mause und Weber, 2010).

Ilhre Funktion als Signaltransduktionmechanismus erfillen die MP dabei durch den
Transfer ihrer Inhaltsstoffe wie Zytokinen, Chemokinen, Enzymen, ,messenger RNA®
(mRNA) oder microRNA, sowie durch die Ubertragung membranverankerter Molekille.

Die MP sind dabei keinesfalls als simples Abbild der elterlichen Zelle zu verstehen.
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Vielmehr sind sie Produkt eines selektiven Zusammenbaus, der sich abhangig zeigt vom
spezifischen Stimulus ihrer Freisetzung und der Mikroumgebung ihrer Ursprungszelle
(Mause und Weber, 2010).

Wichtig ist es unter den extrazellularen Vesikeln MP von Apoptosekorperchen und
Exosomen zu differenzieren. Eine gewisse Ahnlichkeit zu MP lasst sich bei den
Apoptosekorperchen  finden.  Apoptosekorperchen werden im Rahmen des
programmierten Zelltodes von den sterbenden Zellen freigesetzt und zeichnen sich durch
einen Durchmesser von 50-5000 nm aus. Ihre Oberflache weist innerhalb der duleren
Schicht der Doppelmembran eine erhéhte Konzentration von Phosphatidylserin auf (Kalra
et al., 2012). Eine Abgrenzung zu MP lasst sich hierbei jedoch durch die Detektierbarkeit
von Organellen, fragmentierter genomischer DNA, Histonen, Thrombospondin oder des
Komplementfaktors C3b vornehmen. Charakteristische Marker der MP sind im Gegensatz
dazu Annexin V, Integrine, Glykoprotein 1b, P-Selektin oder VCAMP3 (Jaiswal und
Sedger, 2019).

Ein grundsatzlicher Unterschied zu den vorgenannten Vesikeltypen findet sich bei
Exosomen bereits in ihrer Formierung. Die 40-100 nm im Durchmesser messenden
Exosomen lagern in ,Mutivesicular bodies® vor, welche durch die Einwartssprossung
kleiner Membranbereiche spater Endosomen entstehen und schliel3lich durch Exozytose
freigegeben werden (Kalra et al., 2012; Cocucci und Meldolesi, 2015). Charakteristische
Marker sind Alix, Rab, CD63, ,Tumor susceptibility gene 101 (TSG 101) (Jaiswal und
Sedger, 2019).

MP kdnnen sowohl aus Zellkultur-Medium als auch aus Patientenproben wie Blut, Liquor
oder Speichel gewonnen werden (Szatanek et al., 2015). Methodisch hat sich zu ihrer
Isolation seit langem die differentielle Zentrifugation bewahrt, bei der man mithilfe
sequenzieller Zentrifugation eine Sedimentation der verschiedenen Bestandteile erzielt.
Die Auftrennung erfolgt dabei beruhend auf der GroRe und Dichte der Partikel (Livshits et
al., 2015). Durch den Einsatz dieser Methodik ist ebenfalls moglich zwischen den zuvor
benannten Vesikel-Populationen zu differenzieren (Jaiswal und Sedger, 2019).

Zur letztlichen ldentifikation und Charakterisierung der MP haben sich bisher mehrere
Methoden etabliert. Dazu zahlen neben der Durchflusszytometrie und Western Blots die
Transmissionselektronenmikroskopie, welche eine simultane Bestimmung der Groé3e und
Morphologie der MP erlaubt (Crescitelli et al., 2013).
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1.4.2 Die Rolle der Mikropartikel in der Atherosklerose

Seit der Entdeckung der MP im Jahre 1967 durch Peter Wolf ist das Verstandnis bezuglich
ihres Beitrages zu Homoostase aber auch Pathogenese stetig gewachsen. Erhohte
Zahlen zirkulierender MP lassen sich dabei gerade im Rahmen von Erkrankungen mit
erhohtem thrombembolischen Risiko oder vaskularer Schadigung, so auch der
Atherosklerose, vorfinden (Diamant et al., 2004).

Ein Zusammenhang zwischen kardiovaskularen Risikofaktoren, Lebensstilfaktoren und
MP liel3 sich bereits in zahlreichen Studien demonstrieren.

Bei sowohl gesunden Rauchern, als auch bei Rauchern mit bei beginnender
Lungenschadigung reduzierter Diffusionskapazitat zeigen sich so bspw. erhohte
Konzentrationen von ,Endothelial microparticles (EMP) apoptotischer Herkunft (Gordon
et al., 2011). Es stellte sich daruber hinaus eine durch EMP beeintrachtigte Efferozytose
apoptotischer Zellen durch Monozyten dar (Serban et al., 2016).

Ein weiterer Risikofaktor der einer umfassender Untersuchung unterzogen wurde, ist die
Adipositas. Hier konnte nicht nurin Untersuchungen an adipésen Individuen erhohte Level
von MP detektiert werden, sondern auch bereits bei jungen, normalgewichtigen Manner
nach Einnahme 2zwei aufeinanderfolgender fettreicher Mahlzeiten erhdhte
Konzentrationen zirkulierender MP offengelegt werden (Goichot et al., 2006; Tushuizen
et al., 2006).

Als weiterer krankheitsfordernder Faktor stellt sich der Diabetes Mellitus Typ | und Il dar.
Ein Unterschied lasst sich hierbei in der Zusammensetzung der MP und in ihrer
prokoagulatorischern Aktivitat finden. So zeigen Typ |-Diabetes-Patienten eine signifikant
erhohte Zahl gesamter, thrombozytarer und endothelialer MP mit prokoagulatorischer
Aktivitat, wobei Typ ll-Diabetes Patienten hingegen nur eine erhéhte Gesamtzahl von MP
ohne erhdhte Gerinnungsaktivitdt vorweisen konnten (Sabatier et al., 2002). Durch
Untersuchungen betreffend arterieller Hypertonie konnte ebenfalls ein Einfluss erhdhter
Blutdriicke auf die Freisetzung von endothelialen und thrombozytaren MP offengelegt
werden (Preston et al., 2003).

Doch nicht nur bei vorgenannten Risikofaktoren ist eine Beteiligung von MP evident. Auch
in der Endstrecke kardiovaskularer Erkrankungen wie dem akuten Koronarsyndrom

(AKS), Schlaganfall oder der peripheren arteriellen Verschlusskrankheit (pAVK) zeigten
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sich erhdhte Zahlen zirkulierender MP (Mallat et al., 2000; Simak et al., 2006; Stepien et
al., 2012; Tan et al., 2009).

Ein grundlegender Mechanismus dieser pathologischen Prozesse liegt in den
prothrombotischen Eigenschaften von MP. Bei Patienten mit AKS konnte mithilfe von
Prothrombinase Assays eine erhohte prokoagulatorische Aktivitat von MP detektiert
werden (Mallat et al., 2000). Gleichermal3en konnten Untersuchungen am Plasma und an
Karotis-Endarteriektomiepraperaten von 26 Patienten beleuchten, dass jeweils in Blut als
auch im atherosklerotischen Plaque ,Tissue factor® (TF)-prasentierende MP mit
Thrombin-generierenden Eigenschaft vorzufinden sind. Im Plaque war dabei korrelierend
zur Distribution der verschiedenen MP-Klassen eine zweifach erhdhte Gerinnungsaktivitat
zu messen (Leroyer et al., 2007). Weiterhin konnte dargestellt werden, dass leukozytare
MP selber in der Lage sind TF-Expression auf Endothelzellen in einem c-Jun N-terminal
kinase 1 (JNK-1)-abhangigen Mechanismus zu induzieren. Simultan wurde dabei als
inflammatorische Reaktion die Freisetzung der Zytokine Interleukin-6 (IL-6) und der MCP-
1 stimuliert (Mesri und Altieri, 1999). Darlber hinaus stellen sich MP als Ausloser
endothelialer Dysfunktion dar. MP von Patienten mit Myokardinfarkt inhibierten so die
Fahigkeit zur Relaxation von murinen Aortenpraparaten durch Stérung des endothelialen
NO-Signaltransduktionsweges (Boulanger et al., 2001). Grundlage hierfur liegt
madglicherweise in der Fahigkeit von MP die Produktion von Superoxiden durch
Ubertragung von Nicotinamidadenindinukleotidphosphat (NADPH)-Oxidasen zu
induzieren (Brodsky et al., 2004).

Doch auch auf inflammatorische Prozesse haben MP damit einen Einfluss. So fuhrte die
Injektion von NADPH-haltigen EMP, gewonnen unter hyperglykamen Konditionen, in
Plagues von Mauseaorten zu einer vermehrten Infiltration durch Makrophagen sowie eine
verstarkte Expression von VCAM-1 und ICAM-1 (Jansen et al., 2013a).

Da erhohte Zahlen zirkulierender MP zur Entstehung und Progression kardiovaskularer
Erkrankungen beitragen, stellt sich folglich die Frage, wie sich der Einsatz etablierter
Therapieoptionen auf die Freisetzung bzw. Zusammensetzung von MP auswirkt.

Zur Prufung dieses Sachverhaltes wurden die Effekte von Statinen untersucht. Hierbei
zeigte sich, dass eine lipidreduzierende, primar-praventionelle Therapie an

hypercholesterinamen Patienten sowohl die Zahl zirkulierender MP, als auch das
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Vorkommen oberflachlicher, prothrombotischer (aubfs-Integrin) und proinflammatorischer
(am-Integrin) Marker reduzieren konnte (Suades et al., 2017). Korrespondierend dazu lief3
sich bei Diabetes mellitus Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz des Grades 3-4
erhdhte Zahlen von ,Platelet-derived microparticles® (PMP), Monocytic microparticles
(MMP) und EMP detektieren, welche infolge einer Therapie mit Simvastatin verringert
werden konnten. Eine damit einhergehende Reduktion von TF, CD40L, P-Selektin kann
dabei moglicherweise proinflammatorische und prothrombotische Effekte der MP mindern
(Almquist et al., 2016).

Gleichermal’en wurden Untersuchungen bezlglich des Einflusses antihypertensiver
Therapien angestellt. Dabei lie® sich nicht nur im Tierversuch eine Reduktion von MP
nach Behandlung mit Aliskiren, Nebivolol oder Olmesartan detektieren (Jain et al., 2017),
ebenso konnte bei Untersuchungen am Blut von Patienten mit Hypertonie unter Therapie
mit Eprosartan eine Reduktion von PMP offengelegt werden (Labids et al., 2004). Auch
eine duale Plattchenhemmung mittels Acetylsalicylsdure (ASS) und Clopidogrel konnte
im Rahmen der PLUTO-CHF-Studie (Plavix Use for Treatment Of Congestive Heart
Failure) eine Reduktion zirkulierender MP erzielen, wahrend bei Untersuchungen an
Patienten mit KHK bereits ASS aber nicht Etoricoxib eine Reduktion zirkulierender EMP
und PMP bewirken konnte (Bulut et al., 2011; Serebruany et al., 2003).

1.4.3 Die therapeutische Anwendung von Mikropartikeln

Nicht zu verschweigen ist jedoch, dass auch den MP ein Potential zur therapeutischen
Anwendung innewohnt. Ein Ansatz ist dabei der Einsatz synthetischer MP.

Erfolgreich appliziert wurde dieses Konzept bspw. erst vor Kurzem in einem Maus-Modell-
Versuch zum Einsatz von ,synthetic cell-mimicking microparticles® (CMMP) bei
Myokardinfarkt. Im Rahmen der Studie wurden kinstliche MP mit stammzellahnlichen
Inhaltsstoffen und Membraneigenschaften erzeugt. Nach intramyokardialer Injektion
zeigte sich ein erfolgreicher Erhalt lebensfahigen Myokards und eine Steigerung der
kardialen Funktion ahnlich einer Stammzelltherapie. Grundlegend ist bei diesen
Versuchen die Uberlegung durch Verzicht auf Stammzellen immunogene sowie
tumorogene Risiken zu vermeiden (Tang et al., 2017). Doch nicht nur synthetische MP
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zeigen ein grolRes Potential fur eine kunftige klinische Anwendung. Auch korpereigene
MP zeigen sich als vielversprechend nach etwaiger Modifikation therapeutisch eingesetzt
zu werden.

Ein Beispiel fir die Anwendung dieses Konzeptes liel3 sich hierbei im Einsatz von , Tumour
cell-derived drug-encapsulating MP“ zeigen, welche zur Verabreichung von
Chemotherapeutika mit Erfolg eingesetzt werden konnten. Die jeweiligen MP wurden
hierbei jeweils aus murinen Leberkarzinom-Zellen Linie H22 und humanen Ovar-
Karzinom-Zellen Linie A2780 durch Behandlung mit Methotrexat, Camptothecin oder
Cisplatin und anschlieBender Bestrahlung mit ultraviolettem Licht gewonnen.
AnschlielRend erfolgte eine intraperitoneale Injektion der MP bei Mausen mit
korrespondierenden  Tumoren. Bemerkenswerterweise blieben therapietypische
Nebenwirkungen aus, wahrend Tumorzellen effektiv abgetotet werden konnten (Tang et
al., 2012).

1.5 Ziel der Arbeit

Inflammation ist ein grundlegender Mechanismus der Pathogenese samtlicher
kardiovaskularer Erkrankungen. Nichtsdestotrotz ist der Mangel an anti-
inflammatorischen Therapieansatzen bezeichnend flir den rudimentaren Stand der
aktuellen Forschung.

Entgegen des zunehmenden Wissens um die elementare Rolle des NLRP3-
Inflammasoms und der MP in der Atherogenese, ist die Liicke um das Wissen zwischen
vermehrter Inflammasomaktivierung, der Freisetzung von MP und ihrer Effekte eine
solche, die es noch zu schlieen gilt.

Eine Spezies von MP die sich bei Patienten mit kardiovaskularen Risikofaktoren oder
Erkrankungen regelhaft als erhoht darstellen, sind EMP (Mikirova, 2011; Diamant et al.,
2004). Es konnte sich bereits zeigen, dass EMP nicht nur als unabhangiger Pradiktor far
das Auftreten kardiovaskularer Ereignisse bei Patienten mit stabiler KHK dienen kénnen,
sondern auch dazu nutzlich sein konnen, fur kardiovaskuldre Erkrankungen vulnerable

Patienten zu identifizieren (Nozaki et al., 2009; Sinning et al., 2011).
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In Voruntersuchungen zu der vorliegenden Forschungsarbeit wurde durch Dr. Philipp
Pfeifer und Sophia Katharina Ebert bereits die Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms in
Endothelzellen und die daraufhin stattfindende Sekretion von MP beleuchtet. Es konnte
hier gezeigt werden, dass Endothelzellen infolge einer Aktivierung des Inflammasoms
Caspase-1-haltige Mikropartikel freisetzen, welche nach Aufnahme in Endothelzellen eine

Reduktion der Lebensfahigkeit selbiger Zellen bewirken.

Ziel der vorliegenden Forschungsarbeit ist es nun, die Effekte und zugrundeliegenden
molekularen Wirkmechanismen von MP, freigesetzt von Inflammasom-aktivierten
Endothelzellen, weiter offenzulegen. Zentraler Gegenstand der Untersuchung ist dabei
der Einfluss der EMP auf vaskulare Zellen, HASMC (human coronary artery smooth
muscle cells) und HCAEC (human coronary artery endothelial cells). Das vordringliche
Bestreben dieser Arbeit ist es, die molekularbiologischen Interaktionsmechanismen
genauer zu beleuchten, um somit einen Beitrag zur Erschaffung neuer therapeutischer

Moglichkeiten zur Behandlung und Pravention der Atherosklerose zu leisten.

Wesentliche Punkte, die dazu bearbeitet werden sollten, umfassten:
1) Aufklarung der biologischen Effekte der MP Inflammasome-aktivierter HCAEC.

2) Nachweis der Inflammasomaktivierung bei HCASMC und HCAEC, die mithilfe von MP

Inflammasom-aktivierter HCAEC stimuliert worden sind.

3) Eruierung der Mechanismen, durch welche MP Inflammasom-aktivierter Endothelzellen

die biologischen Effekte von Zielzellen beeinflussen.

4) Prufung des Vorliegens einer zu HCAEC kongruenten Freisetzung von MP durch
Inflammasom-aktivierte HCASMC
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2. Material und Methoden

2.1 Zellkultur
2.1.1 Zellarten

- HCAEC (PromoCell GmbH, Heidelberg, Deutschland)
- HCASMC (PromoCell; Provitro, provitro AG, Berlin, Deutschland)

2.1.2 Zellmedien

- Endothelial Cell Growth Medium MV (PromoCell)

- Growth Medium MV SupplementMix (PromoCell)

- Smooth Muscle Cell Growth Medium 2 (PromoCell)

- Growth Medium 2 SupplementMix (PromoCell)

- Smooth muscle cell growth medium, basal (Provitro)

- Smooth muscle cell growth Supplement-Mix, FCS (Provitro)
- Antibiotics (Provitro)

- DetachKit (PromoCell)

- HEPES Buffered Saline Solution (PromoCell)

- Trypsin / EDTA 0.04 % / 0.03 % (PromoCell)

- Trypsin-EDTA (0.05 %), phenol red (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA)

2.2 Chemikalien/Reagenzien

- Lipopolysaccharides from Escherichia coli 055:B5 (Sigma Aldrich, St. Louis, USA)
- Nigericin sodium salt (Sigma Aldrich)

- gibco™ PBS (10 X), pH 7.4 (Thermo Fisher Scientific)

- gibco™ DBPS (1 X) (Thermo Fisher Scientific)

- Fibronectin

- DMSO (AppliCHem GmbH, Darmstadt, Deutschland)



34

- Invitrogen™ UltraPure™ DNase/RNase-Free Distilled Water (Thermo Fisher Scientific)

- VECTASHIELD® Antifade Mounting Medium with DAPI (Vector Laboratories,
Burlingame, USA)

- Diluent C for General Membrane Labeling (Sigma Aldrich)

- PKH26 Red Fluorescent Cell Linker Kit for General Cell Membrane Labeling (Sigma

Aldrich)

- PKH67 Green Fluorescent Cell Linker Kit for General Cell Membrane Labeling (Sigma

Aldrich)

- Omniscript RT Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland)

- Primer "random" p(dN)s (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland)

- Applied Biosystems™ TagMan™ Gene Expression Master Mix (Thermo Fisher

Scientific)

- RNasin® Ribonuclease Inhibitors (Promega, Madison, USA)

- ANTP-Mix (Qiagen)

- Human IL-1 beta/IL-1F2 DuoSet ELISA (R&D Systems, Inc., Minneapolis, USA)

- Substrate Reagent Pack (R&D Systems, Inc.)

- CellTiter-Blue® Cell Viability Assay (Promega)

- MultiTox-Fluor Multiplex Cytotoxicity Assay (Promega)

- AnnexinV (BD Biosciences, Franklin Lakes, USA)

- AnnexinV Binding Buffer (BD Biosciences)

- Ethanol, ROTIPURAN® 299,8 %, p.a (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland)

- Schwefelsaure, 1 mol/l - 2 N MaRlésung (Carl Roth GmbH + CO. KG)

- TWEEN® 20 (Sigma Aldrich)

- BSA Fraction V USA origin (PAA Cell Culture Company, Cambridge, UK)

2.3 Gensonden

Alle im Rahmen dieser Arbeit genutzten Gensonden sind aufgefuhrt im Kapitel Methoden,
Sektion 2.12.1.4 Real-time quantitative PCR.
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2.4 VVerbrauchsmaterialien

- Adhesive Clear PCR Seal (Biozym, Oldendorf, Deutschland)

- BD Trucount™ Tubes (BD Biosciences)

- CELLSTAR® Polypropylen Réhrchen, 15ml und 50ml (Greiner bio-one,

- CryoPure Gefal 1,6ml (SARSTEDT AG & Co. KG, Numbrecht, Deutschland)

- Deckglaser 18x18mm (Paul Marienfeld GmbH & Co. KG, Lauda-Koénigshofen,
Deutschland)

- Eppendorf Tubes/Safe-Lock-Tubes 1,5ml, 2ml, 5ml (Eppendorf, Hamburg, Deutschland)
- Objekttrager geschnitten, mattrand, 76x26mm (Engelbrecht Medizin- und Labortechnik
GmbH, Edermtinde, Deutschland)

- Nitril® BestGen®-Schutzhandschuhe (Meditrade, Kiefersfelden, Deutschland)

- Nunc™ F96 MicroWell™ Polystyrolplate (Thermo Fisher Scientific)

- Pipettenspitzen, verschiedene GroRen in pl (Nerbe Plus, Winsen/Luhe, Deutschland)

- Pipette, 10ml (Greiner Bio-One, Solingen, Deutschland)

- PCR 96-Well TW-MT-Platte (Biozym)

- RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland)

- Spezialvernichtungsbeutel/Autoklavierbeutel (Nerbe Plus)

- Sterile Syringe Filter w/ 0,2um Polyethersulfone membrane (VWR Internation, Radnor,
USA)

- Stripette, 5ml und 25ml (Corning Incorporated, New York, USA)

- Zellkulturflaschen, 25cm? bzw. 75cm? Wachstumsoberflache (TPP, Techno Plastic
Products AG, Trasadingen, Schweiz)

- Zellkulturschale, 60,1cm? Wachstumsoberflache (TPP)

- Zellkulturtestplatten, 6 Well-, 12 Well- und 24 Well-Format (TPP)

- Zellschaber (SARSTEDT AG & Co. KG)

2.5 Pufferlésungen/angesetzte Reagenzien

HCL 37%



10M NaOH

4% PEA

Wash Buffer
- 0.05% Tween® 20 in PBS
-pH74

Reagent Diluent
- 1% BSA in PBS
-pH7.4

- filtriert (0,2um)

2.6 Gerate

Tab. 2: Laborgerate
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Gerat Modell Hersteller
Brutschrank Steri-Cycle CO2-Incubator Thermo Fisher
Durchflusszytometer BD FACSCalibur Flow Cytometer | BD Biosciences

Heiz-/ Magnetrihrplatte

ARE Aluminum Hot Plate Stirrer

Velp Scientifica

Axiovert 40 CFL

Kihl- und Gefrierschranke Liebherr
Thermo Fisher
Siemens
Bosch

Mikroplattenleser Infinite M200 Tecan

Mikroskop Axiovert 200M Zeiss

Mikroskop-Controller

MAC 5000 Controller

Ludl Electronic products Itd.

Nukleinsdure-Messgerat NanoDrop™ 2000c PeglLab
PCR-Cycler Mastercycler vapo.protect Eppendorf
pH-Meter S20 - SevenEasy™ pH Mettler Toledo
Pipettierhilfen Research plus 12-ch/30-300ul Eppendorf

Real-Time PCR System

7500 Fast
System

Real Time PCR

Applied Biosystems

Sterile Arbeitsbank

MSC-Advantage™ 1.2
Class Il Microbial Safety Cabinet

Thermo Fisher

Megafuge 1.0

Vortex 2x3 Velp Scientifica
Waage Sartorius
Zentrifugen Centrifuge 5810R Eppendorf

Centrifuge 5430R

MiniSpin® plus

Labofuge ®400R Heraeus
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2.7 Software

- Axiovision 4.8 software (Carl Zeiss Jena GmbH, Oberkochen, Deutschland)
- ZEN 2.3 software (Carl Zeiss Jena GmbH)

- GraphPad Prism 6.02 (GraphPad Software, San Diego, USA)

- Microsoft Office — Excel (Microsoft, Redmond, USA)

- 7500 Software V2.3 (Thermo Fisher)

- Magellan™ (Mannedorf, Schweiz)

- FlowJo (BD)
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2.8 Zellkultur
2.8.1 Zelltypen
2.8.1.1 HCAEC

HCAEC sind primare humane koronararterielle Endothelzellen, isoliert aus den Gefallen
eines einzelnen Spenders. HCAEC wurden bezogen von PromoCell. Sie wachsen

adharent und sind vom Hersteller auf das Vorkommen folgender Merkmale geprift:

e VWF (von-Willebrand-Faktor)
e CD31
e Dil-Acetylated Low Density Lipoprotein (Dil-Ac-LDL)- Aufnahme

2.8.1.2 HCASMC

HCASMC sind glatte Muskelzellen der Tunica Media koronararterieller Gefalle und
entstammen von einem menschlichen Spender. Sie wurden von Provitro und PromoCell
erworben. HCASMC wachsen adharent. Von PromoCell bezogene HCASMC sind vom

Hersteller auf das Vorkommen des folgenden Merkmals geprtift:

e Smooth muscle a-Actin

2.8.2 Zellkulturbedingungen

Samtliche zellbiologischen Arbeiten wurden unter sterilen Bedingungen unter einer
Arbeitsbank durchgefuhrt. HCAEC und HCASMC wurden unter Standard-Kultur-
Bedingungen (Temperatur: 37 °C, Atmosphare: 5 % COz2) in ihrem jeweils zugehdrigen
Wachstumsmedium mit adaquatem Supplement-Mix kultiviert.

Zunachst wurden die kommerziell erworbenen, kryokonservierten Zellen durch die
technischen Laboratoriumsassistentinnen Theresa Schmitz und Anna Flender bis zur

Passage vier bzw. funf subkultiviert. Anschlielend wurden die Zellen entweder umgehend
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ubernommen oder durch die Laboratoriumsassistentinnen kryokonserviert. Zur Expansion
der fur die Versuche verfugbaren Zellen wurden diese auf Zellkulturschalen weiter
subkultiviert.

Fur diesen Zweck wurden zunachst die Reagenzien ,2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-
ethansulfonsaure Balanced Salt Solution® (HEPES BSS),
Trypsin/Ethylendiamintetraacetat (Trypsin/EDTA 0,04 %/ 0,03 %) und ,Trypsin
Neutralization Solution® (TNS, 0,05 % Trypsin Inhibitor) fur mindestens 30 Minuten bei
Raumtemperatur erwarmt. Nachfolgend wurde nun das Medium aspiriert und die Zellen
mit drei Milliliter HEPES BSS gewaschen. Nach erneuter Aspiration des HEPES BSS
erfolgte anschlieRend zur Abldsung der adharenten Monolayer von Zellen die Zugabe von
funf Millilitern Trypsin/EDTA. Die Zellen wurden hierzu fur finf Minuten bei 37 °C inkubiert.
In der Folge wurde die Lésung der Zellen unter einem Lichtmikroskop gepruft und ggf.
weiterhin anhaftende Zellen durch behutsames Beklopfen der Schale geldst. Zur
Neutralisierung des Trypsins/EDTA wurde nun eine &aquivalente Menge TNS
hinzugegeben und die Zellen durch den Transfer in ein Zentrifugenréhrchen geerntet.
Nachfolgend wurde der Uberstand bei 200 g (g-Zahl/Relative Zentrifugalbeschleunigung)
fur acht Minuten zentrifugiert. Das durch den Zentrifugationsvorgang erhaltene Zellpellet
wurde nun im Verhaltnis eins zu vier auf neue Zellkulturplatten ausgesat. Bei der Nutzung
von HCASMC der Firma Provitro kam statt HEPES BSS ,Phosphate Buffered Saline®
(PBS) als Puffer zum Einsatz. Die Ablésung der Zellen erfolgte mithilfe von
Trypsin/EDTA (0,05 %), wobei selbiges nachfolgend mit Vollmedium neutralisiert wurde.
Alle weiteren Schritte sind in Einklang mit dem zuvor beschriebenen Protokoll. Ein
Austausch des Mediums wurde jeden zweiten Tag vorgenommen. Zur Anwendung in
Versuchen kamen Zellen der Passage sechs oder sieben bei einer Konfluenz von ca. 80-
90%.
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2.8.3 Kryokonservierung

Zur Kryokonservierung der Zellen wurden diese zunachst nach obenstehendem Protokoll
geldst. Nachfolgend wurden die Zellen bei einer Konzentration von 500.000 Zellen/ml in
Einfriermedium (90 % Kulturmedium, 10 % Dimethylsufoxid (DMSO) resuspendiert. Dabei
diente DMSO gemal} den Erkenntnissen von Lovelock et al. (1959) zum Schutz der Zellen
vor einer Schadigung durch den Gefrierprozess. Jeweils ein Milliliter der Zellsuspension
wurde in Kryoréhrchen aliquotiert und bei -80 °C gelagert. Zur erneuten Nutzung der
Zellen wurden selbige in der Zellkultur durch Benetzung und wiederholtes Pipettieren mit
adaquatem Wachstumsmedium zum Auftauen gebracht und in ein Réhrchen Uberfuhrt.
Nach Zentrifugation der Suspension wurde das dabei erhaltene Zellpellet zur Eliminierung
von residualem zytotoxischen DMSO (Galvao et al., 2014) mit PBS gewaschen, das
Zellpellet in Medium resuspendiert und die Zellen letztlich auf eine neue Kulturplatte
uberfuhrt.

2.9 Stimulation des NLRP3-Inflammasoms

HCAEC bzw. HCASMC wurden zur Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms zunachst mit
1 pg/ml Lipopolysacchariden (LPS) flr vier Stunden stimuliert. Anschliel3end erfolgte die
Zugabe von Nigericin mit einer Zielkonzentration von 20 uM fur weitere vier Stunden. Das
Versuchprotokoll ist angelehnt an die Publikationen von Murakami et al. (2012) und Zhou
et al. (2010). Die optimale Stimulationsdauer konnte in Versuchen, die dem Projekt
vorangegangen waren, durch Dr. Philipp Pfeifer ermittelt werden. Die morphologischen
Veranderungen von HCAEC infolge einer Inflammasomstimulation wurden mittels
Lichtmikroskopie unter Anwendung des Zeiss Axiovert 200M-Mikroskops und der

AxioVision 4.8 - sowie ZEN 2.3-Software dokumentiert.
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2.10 Gewinnung und Isolierung von MP

Die Isolation der MP orientierte sich in ihrer Durchfihrung an den Ausfihrungen von
Jansen et. al. (2013b). Zur Gewinnung von MP wurden HCAEC und HCASMC in
Zehnzentimeter-Schalen (ca. 1.000.000 Zellen) entsprechend des vorangehenden
Passus stimuliert. Im Anschluss daran wurde der Uberstand der aktivierten Zellen
gesammelt. Zur Elimination von Zelltrimmern wurde selbiger zunachst bei 1.500 g bei
4 °C fiir 15 Minuten zentrifugiert. Der dabei entstandene Uberstand wurde nun in weitere
Reaktionsgefale Ubertragen und bei 20.000 g und 4 °C fur weitere 40 Minuten
zentrifugiert, um ein MP-Pellet zu gewinnen. Zuletzt wurden die isolierten MP mit sterilem

PBS gewaschen.

2.11 Fluoreszenzmikroskopische Darstellung der Inkorporation von MP in vaskulare
Zellen

2.11.1 Vorbereitung

Vorbereitend zu dem Versuch war es notwendig die HCAEC und HCASMC auf eine mit
sterilen Glasplattchen versehene 24 Well Platte auszusaen. Da Glasplattchen im
Gegensatz zu regularen  Zellkultur-Platten  keine  physikalisch-modifizierte
Wachstumsoberflache haben, wurden die Glasplattchen mit 200 uyl einer 0,5 %
Fibronectin-Losung (verdunnt mit PBS) fur 45 Minuten vorbehandelt. Nachfolgend

konnten die zu untersuchenden Zellen ausgesat werden.

2.11.2 Farbung und Mikroskopie

EMP wurden isoliert und gewaschen, jeglicher Uberstand wurde entfernt. Das
gewonnene MP-Pellet wurde in 250 pl Diluent C, einer iso-osmotischen Lésung zur
Erhohung der Farbbarkeit, vorsichtig resuspendiert. Nach vollstandiger Dispersion
erfolgte die Zugabe von 250 pl einer 6x10% M Lésung PKH26 (Emissionsmaximum
567 nm), einem rot fluoreszierenden Farbstoff, welcher sich aufgrund seiner aliphatischen

Eigenschaften in die Lipidmembran von Zellen, oder wie in diesem Fall MP, einbringen
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kann. Bei einer finalen Konzentration von 3x10¢ M PKH26 wurde die Suspension fiir finf
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Um die Farbereaktion zum Stillstand zu bringen
wurde nachfolgend ein Milliliter des endothelialen Wachstumsmediums, angereichert mit
dem zugehdrigen Supplement-Mix, hinzugeben und die MP-L6ésung bei 15.000 g und
4 °C fur 15 Minuten zentrifugiert. Anschlieend wurde das isolierte Pellet mit
Wachstumsmedium gewaschen, in selbigem, ohne Zusatz des Supplement-Mixes,
resuspendiert und letztlich auf die jeweiligen Zielzellen, HCAEC und HCASMC, gegeben.
Im Vorfeld dazu waren die zuvor genannten HCAEC und HCASMC auf Glasplattchen in
24-Well-Platten ausgetragen und mithilfe von 2x10® M PKH67 (Emissionsmaximum
502 nm), einem grun-fluoreszierenden Membranfarbstoff, fur zehn Minuten bei
Raumtemperatur gefarbt worden. Die markierten Zellen wurden zweimal mit PBS
gewaschen und in dem jeweiligen Medium ohne Supplement-Mix kultiviert. HCAEC und
HCASMC wurden mit den gefarbten EMP fur jeweils zwei, vier oder sechs Stunden
behandelt. Zum finalen Zeitpunkt wurde das Medium aus den Wells abgenommen, die
Zellen einmal mit PBS gewaschen und anschlieffend mit 300 ul 4 % Paraformaldehyd
(PFA) zur Fixierung der Zellen fir zehn Minuten bei 37 °C inkubiert. Im Folgenden wurde
das PFA abgenommen, die Zellen erneut mit PBS gewaschen und die mit Zellen
bewachsenen Deckglaser zur Anfarbung der Zellkerne auf mit 4',6-Diamidin-2-phenylindol
(DAPI, Emissionsmaximum 460 nm) -versehene Objekttrager transferiert.

Aufnahmen wurden mithilfe konfokaler Fluoreszenzmikroskopie unter Nutzung des Zeiss
Axiovert 200M-Mikroskops und der AxioVision 4.8 - sowie ZEN 2.3-Software angefertigt.
DarUber hinaus wurden nach sechsstindiger Behandlung der HCASMC und HCAEC
Z-Stapel-Bilder mit einer axialen Stapelhdhe von jeweils 170 ym Uber 72 Schnittbilder
(HCASMC) bzw. 86 Schnittbilder (HCAEC) erstellt.

2.12 Nachweis der Inflammasomaktivierung durch EMP

Zur Evaluation einer etwaigen Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms durch EMP wurden
HCAEC und HCASMC fur vier bzw. acht Stunden mit MP stimuliert und nachfolgend
,Real-time detection polymerase chain reaction® (RTD-PCR)- und ,Enzyme linked

immunosorbent assay” (ELISA)-Experimente durchgeflhrt.
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2.12.1 RTD-PCR

Die RTD-PCR ist eine Methode zur Quantifizierung von Gen-Kopien unter Zuhilfenahme
von Echtzeitmessungen. Im Gegensatz zu friher etablierten Methoden zur Bestimmung
der Genexpression bietet die RT-PCR den Vorteil eines geschlossenen
Reaktionssystems und einer zur Amplifikation simultan ablaufenden Messung. Damit sind
die Proben einem geringeren Risiko der Kontamination ausgesetzt. Die Messung selber
erfolgt wahrend der logarithmischen Phase der Genamplifikation, welche anhand der
Intensitat eines Fluoreszenzsignals ermittelt wird. Grundlage ist hierbei der Einsatz einer
zweifach-markierten, fluoreszierenden, nicht verlangerbaren Hybridisierungssonde,
wobei einer der Farbstoffe als sogenannter Reporter und der andere als Quencher
fungiert. Aufgrund der 5°-Nuklease-Aktivitat der Taqg-Polymerase kommt es bei der
Degradation der Probe =zur Emission eines Fluoreszenzsignals, welches sich

quantifizieren lasst (Heid et al., 1996).

2.12.1.1 RNA-Isolierung

Vorbereitend zur quantifizierenden Bestimmung eines Genproduktes mithilfe einer RTD-
PCR ist die Aufreinigung der zu untersuchenden RNA-Proben notwendig. Zur Isolation
der RNA aus dem Probenmaterial wurde als Silikat-Membran-basierte Prozedur das
RNeasy mini kit eingesetzt.

Zunachst wurden die zu untersuchenden Zellen durch die Zugabe von 350 ul RLT-Buffer
lysiert. Es handelt sich hierbei um eine einer Guanidin-Isothiocyanat-basierte Substanz,
welche die Bindung an die Silikat-Gel-basierte Membran der Mikrotubes unterstitzt. Zur
Homogenisierung des Lysats wurde selbiges nachfolgend funfmalig auf- und abpipettiert.
Anschlielend wurde ein aquivalentes Volumen von 70 % Ethanol hinzugeflgt und das
Lysat durch erneutes Pipettieren gemischt. Nachfolgend wurden 700 ul der Probe in je
eine RNeasy spin column, platziert innerhalb einer 2 ml Collection tube, transferiert,
welche nun fur 15 Sekunden bei 8000 g zentrifugiert wurden. Der Durchfluss konnte

anschliefend verworfen werden.
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Im Folgeschritt wurde eine Waschung der Silika-Membran der RNeasy spin column
mithilfe 700 pl RW1 Buffer vorgenommen, wobei im Gegensatz zu RNA andere,
nichtspezifisch gebundenen Substanzen, wie Proteine, Kohlenhydrate oder Fettsaure,
ausgelost und ausgeschwemmt wurden. Es erfolgte ein erneuter Zentrifugationsschritt far
15 Sekunden bei 8000 g. Der Durchfluss konnte erneut beseitigt werden.

Zusatzlich fand nun ein weiterer Waschschritt statt. Hierbei wurden 500 pl eines mit
Ethanol angereicherten RPE-Buffer, der ebenfalls als Waschpuffer fungiert, hinzugefugt,
erneut fir 15 Sekunden bei 8000 g zentrifugiert und der Uberstand entsorgt.

Es erfolgte danach eine Wiederholung dieses Waschschrittes. Hierbei wurde die Dauer
der Zentrifugation auf zwei Minuten verlangert, um eine Trocknung der Silikat-Membran
und eine Eliminierung von residualem Ethanol zu gewahrleisten.

Zuletzt wurde die RNeasy spin column in einer neuen Collection-tube platziert. Zur
Auslésung der RNA aus der Membran wurden 30 pl RNAse freies Wasser auf die
Membran gegeben und fur eine Minute bei 8000 g zentrifugiert. Das RNA-Eluat wurde bei
-80 °C gelagert.

2.12.1.2 Konzentrationsbestimmung der RNA

Zur Bestimmung der RNA-Konzentration wurde ein Nanodrop Spektrophotometer 2000c
eingesetzt.

Es wurden jeweils ein Mikroliter der zu untersuchenden Proben auf dem dafur vorgesehen
Messsockel aufgetragen, und basierend auf der Absorption bei 260 nm
spektrophotometrisch die Konzentration der RNA-Probe bestimmt. Aufschluss Uber den
Grad der Reinheit der RNA gab der 260 nm/ 280 nm Quotient, wobei ein Quotient von
zwei indizierend fur einen hohen Reinheitsgrad der RNA war. Dementsprechend liel3en
sich ausgehend von einer Abweichung dieses Wertes Rickschllisse auf eine potentielle
Protein-Kontamination der Probe ziehen.

Bei der Messung der Proben diente als initial aufgetragene Blindprobe zwei Milliliter des
als Losungsmittel verwendeten RNAse freien Wassers. Die zu untersuchenden RNA-

Proben wurden wahrend der Messung auf Eis gelagert.
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2.12.1.3 Reverse Transkription

Da RNA nicht als Template im Rahmen einer quantifizierenden RTD-PCR nutzbar ist,
wurde die Synthese der korrespondierenden ,complementary DNA* (cDNA) mithilfe des
Omniscript RT Kit (Qiagen) vorgenommen. Grundlegend ist hierbei die Funktion der
reversen Transkriptase, einem multifunktionalen Enzym, welches in RNA-haltigen
Retroviren vorzufinden ist und die Fahigkeit besitzt, RNA in einzelstrangige cDNA
umzuschreiben (Mullard, 2008). Als ,Primer‘ fungierten Oligo dT-Nukleotide, die
charakteristischerweise an das 3°-Ende der Poly(A)-Region der mRNA hybridisieren
(Nam et al., 2002).

Zunachst wurden die RNA-Proben auf Eis platziert aufgetaut. Nachfolgend wurde zur
Praparation der Reverse-Transkription-Reaktion ein Master-Mix gemaf folgender Tabelle

angesetzt.

Tab. 3: Ansatz des Master-Mix

Komponente Volumen/Reaktion
10x Buffer RT 2 ul

dNTP Mix (5 mM) 2 ul

Oligo dT Primer (10 uM) 2 ul

RNase inhibitor (10 units/ul) 0,2 ul

Omniscript RT 1 ul

RNase free water 0,8 ul
Gesamtmenge 8 ul

AnschlieRend wurden je 8 pl des Master-Mixes in den Mikroreaktionsgefallen vorgelegt
und 12 ul der RNA-Probe beigemischt. Der Reaktionsansatz wurde durch funf-sekindiges
Vortexen vermischt und danach unter Zuhilfenahme des Mastercycler PCR-Cycler flir 60
Minuten bei 37 °C inkubiert.

Als Matrize zur reversen Transkription wurden RNA-Proben in Konzentrationen zwischen
50 ng bis 2 ug verwendet. Samtliche Proben und Reaktionsansatze wurden zur
Vermeidung einer frihzeitigen Degradation oder vorzeitig einsetzenden Synthese von
cDNA auf Eis gelagert. Die Lagerung der cDNA-Proben erfolgte bei -20 °C.
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2.12.1.4 Real-time quantitative PCR

Die quantitative RTD-PCR ist eines der wichtigsten Verfahren zur Analyse der
Genexpression. Wahrend in der traditionellen PCR eine Bestimmung der RNA erst am
Endpunkt moglich ist, erlaubt der Einsatz der RTD-PCR eine Bestimmung der RNA-
Amplifikation wahrend sie ablauft (Heid et al., 1996).

Zur Amplifikation der einzelstrangigen cDNA bedienten wir uns des TagMan™ Gene
expression master mix unter Nutzung des Applied Biosystems 7500 Fast Real-Time PCR
System. Die cDNA wurde zunachst im Verhaltnis 1:10 verdunnt und nachfolgend eine
PCR-Platte in Triplikaten mit 9 pl pro Well beschichtet. Nachfolgend wurden pro Well 11
ul einer zuvor aus TagMan™ Gene expression master mix (10 pl) und Gensonde (1 pl)
angesetzten Mixtur hinzu pipettiert. Dann wurde die PCR-Platte versiegelt und kurz
zentrifugiert. Basierend auf friheren Ergebnissen und Erfahrungen der Arbeitsgruppe
konnte die Zahl der Amplifikationszyklen auf 40 festgelegt werden. Dabei wurde folgender

Amplifkationszyklus angewandt:

Tab. 4: Ablauf eines Amplifikationszyklus

00.20 Minuten 50 °C
10.15 Minuten 95 °C
01.00 Minuten 60 °C

Im Rahmen der Forschungsarbeit wurde die Expression der folgenden Zielgene
(sémtliche Sonden von Thermofisher) untersucht:
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Tab. 5: Untersuchte Zielgene

Genname Sonde

Caspase 1 Casp1 FAM Hs00354836
NLR family pyrin domain containing 3 NLRP3 FAM Hs00918082
Interleukin 1 beta IL18 FAM Hs01555410
Vascular cell adhesion molecule 1 VCAM1 FAM Hs00365486
Intercellular adhesion molecule 1 ICAM1 FAM Hs00164932
Eukaryotic 18S rRNA 18s FAM Hs03003631

Als Negativkontrollen wurden PCR-Proben ohne DNA-Template angesetzt.

2.12.1.5 Relative Quantifizierung der Genexpression

Zur Bestimmung der relativen Expression der untersuchten Zielgene wurde die ACT-
Methode herangezogen. Eukaryotische 18S rRNA wurde als konstitutiv exprimiertes Gen

zur Normalisierung der CT-Werte der untersuchten Zielgene genutzt.

2.12.2 Humaner IL-1B/IL-1F2 Duoset ELISA

ELISA sind mikroplattenbasierte Techniken zur Detektion und Quantifizierung von
Proteinen, Peptiden oder anderer Antigene. Das im Rahmen dieser Arbeit verwendete
humane IL1B/IL-1F2-DuoSet ELISA basiert auf dem Prinzip des Sandwich-ELISA.

Zur Messung der Ausschittung von IL-18 durch EMP-aktivierte HCASMC wurde der
Uberstand selbiger Zellen gesammelt und nachfolgend dem humanen IL1B/IL-1F2-
DuoSet ELISA unterzogen. Als Standard fungierte rekombinantes humanes IL-1p.
Samtliche Proben wurden als Dubletten aufgetragen. Die Durchfihrung erfolgte gemaf
der Anweisung des Herstellers.
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Zusammenfassend:

Zunachst wurde der ,Capture-Antikorper zur Arbeitskonzentration von 4 pg/ml in PBS
verdinnt und unmittelbar nachfolgend eine 96-Mikrowellplatte mit 100 pl/Well des
verdinnten Antikérpers beschichtet. Die Platte wurde mithilfe eines ,PCR Seals®
versiegelt und uUber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. Am Folgetag wurde der
~Capture-Antikorper® entfernt und samtliche Wells in insgesamt drei Durchlaufen mithilfe
einer Mehrkanalpipette mit jeweils 300 ul ,Wash Buffer gewaschen. Residuale Flissigkeit
wurde durch vorsichtiges Ausklopfen gegen ein Papiertuch entfernt. Zur Blockierung
wurde 300 ul ,Reagent Diluent” pro Well hinzugegeben. Die Platte wurde nochmals
versiegelt und fur eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Ablauf der Zeit erfolgte
eine Wiederholung des zuvor beschriebenen Waschschrittes.

Im Anschluss dieser vorbereitenden Schritte konnten nun je 100 ul der zu untersuchenden
Proben, sowie die in ,Reagent Diluent” gelosten Standards aufgetragen werden. Gemaf
der Angabe des Herstellers erfolgten Verdinnungen des rekombinanten, humanen IL-1f3

im Verhaltnis eins zu zwei, mit folgenden Konzentrationen:

Tab. 6: Ansatz des rekombinanten humanen IL-1B-Standard
Konzentration

250 pg/ml
125 pg/ml
62,5 pg/ml
31,3 pg/ml
15,6 pg/ml
7,81 pg/ml
3,91 pg/ml

N o g B W N~

Nach Versiegelung und Inkubation der Platte Uber weitere zwei Stunden erfolgte eine
erneute Wiederholung des Waschschrittes gefolgt von der Zugabe von jeweils 100 pl des
,Detection-Antikorpers®, geldst in ,Reagent Diluent®, in einer Gebrauchskonzentration von
200 ng/ml. Im Anschluss folgte eine erneute Versiegelung der Platte mit zweistlindiger
Inkubationszeit.
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Auf die nachfolgend durchgefihrte dreimalige Waschung der Platte erfolgte nun die
Zugabe von je 100 ul Streptavidin-HRP in einer Verdinnung von 1:40. Zur Inkubation
wurde die Platte erneut versiegelt und unter Vermeidung der Einstrahlung direkten Lichtes
fur 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die Platte wurde anschliellend erneut
gewaschen.

Daraufhin wurden pro Well 100 ul der aus H202 und Tetramethylbenzidin (Verhaltnis 1:1)
bestehenden Substrat-Lésung hinzugesetzt, und unter Schutz vor der Einstrahlung
direkten Lichtes fir weitere 20 Minuten inkubiert. Letztlich wurden je 50 pl 2 N H2SO4
(Schwefelsaure) zur Beendigung der Farbreaktion beigemischt. Die optische Dichte
wurde bei einer Wellenlange von 450 nm und einer Wellenlangenkorrektur von 540 nm

mithilfe des Multidetektionsreaders Tecan Infinite M200 ermittelt.

2.13 Scratch Assay

Beim Scratch Assay handelt es sich um eine einfache Methode zur Beurteilung der
Migrationsfahigkeit von Zellen in vitro. Hierbei wird einer konfluenten ,Monolayer“ Zellen
eine Lasion beigefugt und unter Versuchsbedingungen die Veranderung selbiger Uber die
Zeit verfolgt.

Das in dieser Arbeit dargestellte Scratch Assay wurde in Anlehnung an das von Liang et
al. (2007) beschriebene Protokoll durchgefuhrt.

Die zellulare Einzelschicht von HCASMC wurde mithilfe einer Pipettenspitze der Grofe
ein Milliliter strichférmig und geradlinig ausgekratzt. Als Orientierungspunkt war zuvor
bereits mittels Fineliner auf der Rickseite des jeweiligen Wells eine Markierung gesetzt
worden. Zelltrimmer wurden durch einen Austausch des Mediums und eine Waschung
der Zellen entfernt.

Nachfolgend wurden erste mikroskopische Bilder als Referenzwerte fur spatere
Berechnungen angefertigt. Anschlie®end wurden HCASMC mit EMP flr verschiedene
Zeitraume stimuliert, Bilder der Lasionen angefertigt und diese im Hinblick auf die
prozentuale Veranderung der zellfreien Flache mithilfe der Axiovision 4.8-Software

analysiert.
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2.14 Bestimmung der Lebensfahigkeit EMP-behandelter Zellen

Die Lebensfahigkeit EMP-behandelter HCASMC und HCAEC wurde unter Zuhilfenahme
des CellTiter-Blue® Cell Viability Assay ermittelt. Beruhend auf der Eignung lebensfahiger
Zellen zur Metabolisierung des Redoxindikators Resazurin zu Resorufin ermoglicht der
CellTiter-Blue® Cell Viability Assay durch Messung der Fluoreszenzintensitat einen
Ruckschluss auf die Zahl lebendiger Zellen. Zur Durchfiihrung dieses Versuches wurden
HCSMC zunachst fur acht und HCAEC flr vier Stunden mit EMP behandelt. Hierbei
dienten unbehandelte Zellen als Kontrolle. Nachfolgend wurden jeweils 10 pl der CellTiter-
Blue®-Reagenz zu einem Milliliter Medium, in dem die Zellen inkubiert wurden,
hinzugegeben. Nach zwei weiteren Stunden Inkubation unter Standard-Kultur-
Bedingungen wurden jeweils 10 pl des Uberstandes in Triplikaten in jeweils ein Well einer
Nunc™ F96 MicroWell™ Polystyrolplatte Uberfuhrt, welche zuvor zur Reduktion der
Intensitat der Fluoreszenzsignale mit 90 pyl PBS pro Well beflllt worden war. Die
Fluoreszenzintensitat wurde bei 560 nm/ 590 nm (Exzitation/Emission) mithilfe des

Multidetektionsreaders Tecan Infinite M200 multimode plate reader gemessen.

2.15 Bestimmung der zytotoxischen Effekte von EMP

Die von HCASMC und HCAEC durch Behandlung mit EMP erlittenen zytotoxischen
Effekte wurden mittels MultiTox-Fluor Multiplex Cytotoxicity Assay (Promega, Madison,
USA) analysiert. Der MultiTox-Fluor Assay macht sich hierbei die Freisetzung von
sogenannten ,Dead-Cell-Proteasen” zu Nutze. Zellen deren Membran im Rahmen von
Apoptose bzw. Nekrose ihre Integritat verlieren, setzen ,Dead-Cell-Proteasen® frei. Das
MultiTox-Fluor Assay stellt mit Bisalanyl-alanyl-phenylalanyl-rhodamine 110 (bis-AAF-
R110) ein fluorogenes, zellimpermeables Peptidsubstrat zur Verfigung, welches in
Prasenz toter, aber nicht von lebendigen Zellen umgesetzt wird.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde zunachst HCAEC und HCASMC in 12-Well-Platten mit
EMP far vier bzw. acht Stunden koinkubiert. Je Well, befullt mit einem Milliliter Medium,
wurde daraufhin 20 ul der funffachen MultiTox-Fluor-Versuchsreagenz hinzugefugt. Nach

einer Inkubationszeit von 30 Minuten bei 37 °C, wurden jeweils dreimal 100 ul pro Well
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der 12 Well-Platte in Form von Triplikaten in die Kavitaten einer Nunc™ F96 MicroWell™
Polystyrolplate transferiert. Die Fluoreszenz wurde gemessen bei einer Wellenlange von

485 nm/ 520 nm (Exzitation/Emission) durch Einsatz eines Multidetektionsreaders.

2.16 Inhibition des NLRP3-Inflammasoms

Durch den Einsatz von Inhibitoren kénnen durch das NLRP3-Inflammasom vermittelte
Stoffwechselwege inhibiert werden. Einer dieser Inhibitoren ist Isoliquiritigenin (ILG),
welches antiinflammatorische, -karzinogene und -histaminische Effekte aufweisen soll
(Kumar et al., 2007). Es wird berichtet, dass es neben der Translokation und Aktivierung
des NF-kB ebenfalls das NLRP3-Inflammasom auf dem Level von NLRP3 oder Upstream
hemmt (Honda et al., 2014; Kumar et al., 2007).

Fir dieses Experiment wurden HCAEC und HCASMC in 12-Wellplatten genutzt. EMP
wurden isoliert und mit ILG (Invivogen, San Diego, USA) in einer Konzentration von
5 pg/ml, diluiert in PBS, fir 30 Minuten unter Standard-Kultur-Bedingungen behandelt.
Nachfolgend wurden die EMP durch Zentrifugation bei 20.000 g fir 40 Minuten unter einer
Temperatur von 4°C erneut pelletiert. Das Pellet wurde mithilfe von PBS gewaschen und
letztlich auf die Zellen Uberfiihrt. Die Wirkung der EMP wurde nach vier bzw. acht Stunden
mittels MultiTox-Fluor Multiplex Cytotoxicity Assay gemaf Sektion 2.15 begutachtet. Mit
PBS-behandelte EMP dienten bei diesem Versuch als Kontrolle. Morphologische

Veranderungen der jeweiligen Versuchsgruppen wurden lichtmikroskopisch evaluiert.

2.17 Durchflusszytometrische Untersuchung von SMCMP

,Smooth muscle cell microparticles* (SMCMP) wurden aus dem Uberstand von HCASMC
gemaly Abschnitt 3.3. isoliert, mit PBS gewaschen und letztlich in 50 pl PBS geldst.
Nachfolgend wurden der Suspension 5 yl AnnexinV hinzugefluigt, kurz gevortext und dann
fur 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieRend wurden 200 ul AnnexinV
Binding Buffer hinzu pipettiert. Die Proben wurden in Trucount-Tubes transferiert und

mithilfe BD Facscalibur gemessen.
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Eine Analyse der Messdaten wurde unter Zuhilfenahme von FloJo durch Theresa Schmitz

vorgenommen.

Die Zahl der SMCMP wurde berechnet gemal der Gleichung:
(Number of AnnexinV positive eventS) y (Number of Trucountbeads per test)

Number of events in bead region Test volume

2.18 Elektronenmikroskopie von SMCMP

Elektronenmikroskopische Aufnahmen von SMCMP wurden mit der freundlichen Hilfe des
pathologischen Instituts des Universitatsklinikum Bonn angefertigt. SMCMP waren zuvor

nach dem unter Abschnitt 3.3 beschriebenen Protokoll gewonnen worden.

2.19 Statistische Auswertung

Samtliche Daten werden dargestellt als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes
(SEM). Die statistische Analyse wurde in Form eines zweiseitigen ungepaarten T-Tests
vollzogen. Ein Vergleich von =23 Gruppen untereinander wurde mithilfe von one-way
analysis of variance (ANOVA), gefolgt von einer Post Hoc-Analyse mittels Tukey s-test
durchgefuihrt. Bei Vergleich mehrerer Gruppen mit einer Kontrollgruppe wurde der
Dunnett's multiple comparisons test angewandt. Bei allen Berechnungen wurden P-Werte
von <0.05 als statistisch signifikant determiniert. Die statistische Auswertung erfolgte

mithilfe des Programmes GraphPad Prism 6.02.



53

3. Ergebnisse

3.1 Vorarbeiten

In Untersuchungen, welcher der vorliegenden Forschungsarbeit vorangegangen sind,
konnte durch Herrn Dr. Philipp Pfeifer und Frau Sophia Katharina Ebert die Aktivierung
des NLRP3-Inflammasoms in Endothelzellen und die daraufhin stattfindende Sekretion
von MP demonstriert werden.

Zur Untersuchung des Sachverhaltes wurden koronararterielle Endothelzellen mit LPS
und Nigericin stimuliert. Zur Uberprifung der charakteristischen Initiation des NF-kB-
Stoffwechselweges wurden nachfolgend RTD-PCR-Experimente durchgeflihrt, die eine
Hochregulation Inflammasom-spezifischer mRNAs zur Darstellung bringen konnten.
Ebenso gelang es durch Western-Blot-Experimente die Freisetzung gespaltener, aktiver
Caspase-1 zu veranschaulichen. Der hier induzierte  Vorgang der
Inflammasomaktivierung zieht das Eintreten der Pyroptose nach sich (Abb. 2).
Nachfolgend wurde untersucht, ob es infolge der Inflammasomaktivierung der
Endothelzellen zu einer Freisetzung von MP gekommen war. Hierbei zeigte sich in
durchflusszytometrischen Experimenten eine zeitabhangige Freisetzung selbiger. Die
Identifikation der MP erfolgte im Vergleich mit fluoreszierenden Polystyrol-MP, mit
definierten GroRen von einem bis sechs Mikrometern. Validiert wurden die Ergebnisse
durch elektronenmikroskopische Aufnahmen, die mit der freundlichen Hilfe des Instituts
fur Pathologie angefertigt wurden.

Zur naheren Betrachtung des mikropartikularen Inhalts wurden erneut Western-Blots zur
Hilfe genommen. Hierbei konnte dargelegt werden, dass MP aktive Caspase-1 enthalten.
Nachfolgende Untersuchungen konnten weiterhin eine Inkorporation der EMP in HCAEC
sowie eine nachfolgende Reduktion der Lebensfahigkeit selbiger Zellen zur Darstellung
bringen. Es kamen hier sowohl Viability als auch Scratch Assays zur Anwendung.
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Kontrolle

LPS + Nigericin |

Abb. 2: Lichtmikroskopische Darstellung der Pyroptose von Inflammasom-aktivierten HCAEC
HCAEC wurden zunachst fur 4h mit LPS (1 pg/ml) und nachfolgend mit Nigericin (20 uM) fur die
angezeigten Zeitrdume stimuliert. Nach Ablauf der entsprechenden Stimulationsdauer wurden
lichtmikroskopische Aufnahmen durchgefuhrt. VergréoRerung: 20 x.

3.2 Aufnahme von EMP in vaskulare Zellen

Die Inkorporation von MP stellt einen charakteristischen Mechanismus der durch sie
vermittelten Signaltransduktion dar. Nachdem eine Aufnahme von EMP in HCAEC bereits
in Vorarbeiten durch Frau Sophia Katharina Ebert demonstriert werden konnte, sollte in
der aktuellen Untersuchung selbiges fur HCASMC evaluiert werden. Zur Verifikation der
Beobachtungen wurde die Untersuchung an den HCAEC wiederholt und um eine
Darstellung mittels Z-Stapel-Aufnahmen erganzt.

Nach Isolation von MP aus dem Uberstand Inflammasom-aktivierter HCAEC wurde zur
Uberprifung ihrer Aufnahme durch HCASMC und HCAEC sowohl MP als auch vaskulare
Zielzellen  einer  immunhistochemischen  Farbung  mithilfe  fluoreszierender
Membranfarbstoffe unterzogen. EMP aus dem Uberstand Inflammasom-aktivierter
HCAEC wurden mit PKH26 (rot) gefarbt und mit PKH67-gefarbten (grin) HCASMC und
HCAEC koinkubiert. Die Nuklei wurden mit DAPI (blau) gefarbt. Es zeigte sich hierbei
unter mikroskopischer Darstellung die Inkorporation von EMP in ihre Zielzellen (Abb.3 und

4, A). Bei der Betrachtung der Praparate nach 0 h, 2 h, 4 h und 6 h lief3 sich Uberdies eine
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von der Stimulationszeit abhangige, zunehmende Zahl von MP pro Zelle ermitteln (Abb.3
und 4, B).

Zur Sicherstellung einer tatsachlichen Inkorporation der MP durch ihre Zielzellen wurden
die Praparate vor Fixierung mehreren Waschschritten zur Losung nicht-adharenter oder
nicht-aufgenommener EMP unterzogen. Uberdies wurden Z-Stapel-Aufnahmen
angefertigt. Diese erlaubten durch die mikroskopische Aufnahme des Probenmaterials bei
verschiedenen Fokussierungsentfernungen die digitale Konstruktion einer dritten Ebene
bzw. eine dreidimensionale Visualisierung der Zellen. So liel3 sich durch eine orthogonale
Projektion des Z-Stapels die Aufnahme der MP validieren (Abb. 3 und 4, C).
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Abb. 3: Untersuchung der Inkorporation von EMP in HCASMC

A: EMP aus dem Uberstand Inflammasom-aktivierter HCAEC wurden mit PKH26 (rot) gefarbt und
mit PKH67-gefarbten (griin) HCASMC (A-C) koinkubiert. Die Nuklei wurden mit DAPI (blau)
gefarbt. Mikroskopische Aufnahmen zu den Zeitpunkten 0 h bzw. 6 h Behandlung.

B: EMP werden in zeitabhangiger Weise von HCASMC aufgenommen. Die Daten sind dargestellt
als Mittelwert +SEM.

C: Z-Stapel-Aufnahmen wurden nach sechsstundiger Behandlung angefertigt, hier dargestellt in
Form orthogonaler Projektionen. Zentrales Bild: X-Y-Ebene; rechtes Bild: Y-Z-Ebene; oberes Bild:
X-Z-Ebene. Stapel Uber 72 Schnittbilder (170 pm). Vergrofierung: 20 x.
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Abb. 4: Untersuchung der Inkorporation von EMP in HCAEC

A: EMP aus dem Uberstand Inflammasom-aktivierter HCAEC wurden mit PKH26 (rot) gefarbt und
mit PKH67-gefarbten (grin) HCAEC (A-C) koinkubiert. Die Nuklei wurden mit DAPI (blau) gefarbt.
Mikroskopische Aufnahmen zu den Zeitpunkten 0 h bzw. 6 h Behandlung.

B: EMP werden in zeitabhangiger Weise von HCAEC aufgenommen. Die Daten sind dargestellt
als Mittelwert +SEM.

C: Z-Stapel-Aufnahmen wurden nach sechsstiindiger Behandlung angefertigt, hier dargestellt in
Form orthogonaler Projektionen. Zentrales Bild: X-Y-Ebene; rechtes Bild: Y-Z-Ebene; oberes Bild:
X-Z-Ebene. Stapel Uber 86 Schnittbilder (170 pm). Vergroferung: 20 x.
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3.3 EMP beeintrachtigen zellulare Funktionen und induzieren eine inflammatorische

Reaktion in vaskularen Zellen

In Untersuchungen zu den zellularen Effekten, die durch die EMP evoziert worden waren,
zeigten sich mehrere schadliche Effekte.

Durch den Einsatz des CellTiter-Blue® Cell Viability Assay lief3 sich so eine Reduktion der
Lebensfahigkeit von HCASMC nach Behandlung mit EMP nach 8 h demonstrieren (Abb.
5). Hierbei zeigte sich basierend auf der linearen Beziehung von Fluoreszenz und Anzahl
lebender Zellen eine signifikante Verminderung des Fluoreszenzintensitat (RFU) bei
560ex/590em fur HCASMC (RFU: 31571 £ 1699 gegen RFU: 26968 + 1067; N=11 pro
Gruppe; p=0,0327).
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Abb. 5: Bestimmung der Lebensfahigkeit EMP-behandelter HCASMC

HCASMC wurden fur 8 h mit EMP behandelt. Die Messung der Zellviabilitat erfolgte unter Einsatz
des CellTiter-Blue® Cell Viability Assay. Dargestellt ist der Verlust der Fluoreszenzintensitat
(RFU).

Die Daten sind dargestellt als Mittelwert £SEM. n=11 pro Gruppe, *p<0,05.

In Kongruenz zu dieser Beobachtung lie3 sich mithilfe des MultiTox-Fluor Multiplex
Cytotoxicity Assay nach vier Stunden eine zellschadigende Wirkung von EMP auf HCAEC

messen (Abb. 6). Hierbei liel3 sich ein, in diesem Fall proportional zur Anzahl toter Zellen
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verhaltendes, intensiviertes Fluoreszenzsignal bei 485ex/520em detektieren (RFU: 990,5 £
17,73 gegen RFU: 3095 + 225,8; N=4 pro Gruppe; p<0,0001).
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Abb. 6: Bestimmung der Zytotoxizitat von EMP-behandelten HCAEC

HCAEC wurden fir 4 h mit EMP behandelt. Die Messung der Zytotoxizitat erfolgte mithilfe des
MultiTox-Fluor Multiplex Cytotoxicity Assay. Dargestellt ist die Zunahme der Fluoreszenzintensitat
(RFU).

Die Daten sind dargestellt als Mittelwert £SEM. n=4 pro Gruppe, *p<0,05.

Neben diesen Effekten liel3 sich unter Zuhilfenahme von Scratch Assays bei EMP-
behandelten HCASMC ebenso eine Reduktion ihrer Fahigkeit zu migrieren und
proliferieren feststellen (Abb. 7). Es zeigte sich im Rahmen des Versuches eine
Ausweitung der Lasion der ,Monolayer‘ EMP-behandelter HCASMC, so dass sich nach
acht Stunden eine mikroskopische Messung als nicht mehr praktikabel darstellte.
Vergleichend dazu kam es bei unbehandelten HCASMC nach 20 Stunden zu einem

Verschluss der zellfreien Flache.
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Abb. 7: Scratch Assay EMP-behandelter HCASMC

HCASMC wurden mit EMP behandelt. Mikroskopische Aufnahmen wurden nach 0 h, 4 h, 8 h,

16 h und 20 h angefertigt. Dargestellt ist die Relation der jeweiligen Lasion zur initialen zellfreien
Flache.

Die Daten sind dargestellt als Mittelwert £SEM. n=8-9 pro Gruppe.

Zur genaueren Aufklarung, der den zuvor beschriebenen Beobachtungen
zugrundeliegenden Mechanismen, wurden nachfolgend RTD-PCR-Experimente
durchgefuihrt. Hierbei wurde gezielt die Expression von Genen untersucht, welche durch
den NF-kB-Stoffwechselweg reguliert werden bzw. im Rahmen inflammatorischer
Prozesse der Atherosklerose eine Rolle spielen.

Mithilfe dieser Experimente lieRen sich so erhdhte mRNA-Konzentrationen von NLRP3,
IL-1B und VCAM bei fur acht Stunden mit EMP stimulieten HCASMC eruieren (Abb. 8).
Hierbei zeigte sich in samtliche Messungen die relative Expression als signifikant
gesteigert (NLRP3: 1,000 £ 0,07466 gegen 3,247 + 0,3984, p<0,0001; IL-1B: 1,020 £
0,1095 gegen 1,929 + 0,1490, p<0,0001; VCAM: 1,000 + 0,1364 gegen 39,46 + 4,815,
p<0,0001; fur alle Versuche N=11 pro Gruppe).



60

N
3]

FS
1
-

w
L

- N

2 )

L

-
o
1

L
IL-1B-Expression
(Relative Anderung)

NLRP3-Expression
(Relative Anderung)
N

o
o

o
o

m
=
o
o
L
+
m
=
b
+

8h

50

40 A

30

20 A

VCAM-Expression
(Relative Anderung)

m
=
o
+

Abb. 8: Genexpression EMP-behandelter HCASMC

HCASMC wurden fir 8 h mit EMP behandelt. Die Expression der NF-kB-regulierten mRNAs
NLRP3, IL-18 und VCAM wurde mittels RTD-PCR quantifiziert.

Die Daten sind dargestellt als Mittelwert £SEM. n=11 pro Gruppe, *p<0,05.

Zur Prifung der Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms wurde tberdies der Uberstand
von EMP-behandelten HCASMC IL-1B-ELISA-Experimenten unterzogen (Abb. 9). Es kam
dabei eine signifikant gesteigerte Sekretion desselbigen Zytokins zur Darstellung (IL-18
(pg/ml): 30,83 * 3,925 gegen 59,80 £ 1,075; N=5 pro Gruppe; p=0.0001).
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Abb. 9: |L-1B-Ausschittung durch EMP-stimulierte HCASMC

HCASMC wurden fir 8 h mit EMP behandelt. Die Sekretion von IL-13 wurde mithilfe eines IL1B/IL-
1F2-DuoSet ELISA ermittelt.

Die Daten sind dargestellt als Mittelwert £SEM. n=5 pro Gruppe, *p<0,05.

Ubereinstimmend zu diesen Ergebnissen lie sich in kongruenten RTD-PCRs von EMP-
stimulierten HCAEC ebenfalls eine signifikant erhdhte Expression von NLRP3, IL-18,
VCAM und ICAM nach einer Stimulationsdauer von vier Stunden feststellen (Abb. 10)
(NLRP3: 1,000 + 0,1321; N=4 gegen 3,927 *+ 0,5117; N=5, p= 0,0017 ; IL-1B: 1,000 %
0,07755; N=5 gegen 7,678 + 0,4349; N=5, p<0,0001; VCAM: 0,7950 + 0,1064; N=8 gegen
332,4 + 134,8; N=8; p=0,0275; ICAM: 1,000 = 0,2516; N=10 gegen 14,53 + 6,911; N=8;
p=0,0425).
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Abb. 10: Genexpression EMP-behandelter HCAEC

HCAEC wurden mit EMP behandelt. Die Expression der NF-kB-regulierten mRNAs NLRP3, IL-13
VCAM und ICAM wurde mithilfe RTD-PCR quantifiziert.

Die Daten sind dargestellt als Mittelwert £SEM. n=4-10 pro Gruppe, *p<0,05.

3.4 Die Behandlung von EMP mit Inflammasomeninhibitoren reduziert schadliche

zellulare Effekte

Um zu prifen, ob die zuvor beschriebenen Effekte durch die Ubertragung
mikropartikularer Inflammasomenbestandteile erklarbar sind, wurden EMP nach ihrer
Isolation mit dem Inflammasominhibitor ILG behandelt. Zur Vermeidung der Ubertragung
residualen ILGs auf die Zielzellen wurde bei den nachfolgend erneut pelletierten EMP
sorgféltig der Uberstand entfernt, und die EMP mit PBS gereinigt. Um einen Vergleich mit
unbehandelten EMP anzustellen, wurden die Zielzellen jeweils mit unbehandelten als
auch ILG-behandelten EMP stimuliert.
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In anschlielRend durchgefuhrten Zytotoxizitatsmessungen zeigte sich eine signifikante
Minderung der Fluoreszenzintensitat, entsprechend einer reduzierten Zahl abgestorbener
HCASMC und HCAEC, nach Behandlung der EMP mit ILG (HCASMC: EMP +, ILG —
gegen EMP +, ILG +; Mean Diff.: 3288; 95 % CI of diff.: 511,1 to 6064; N=11 pro Gruppe
; HCAEC: EMP +, ILG — gegen EMP +, ILG +; Mean Diff.: 1791; 95 % CI of diff.: 943,4 to
2639, N=9-10 pro Gruppe). Durch die Behandlung von EMP mittels eines

Inflammasominhibitors lieRen sich so die apoptotischen Effekte reduzieren (Abb. 11)
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Abb. 11: Unterdrickung zytotoxischer Effekte wvon EMP durch Behandlung mit
Inflammasominhibitoren.

EMP wurden mit ILG behandelt und anschlieffend mit HCASMC (A) und HCAEC (B) fur 8 h bzw.
4 h koinkubiert. Die Messung der Zytotoxizitat erfolgte mithilfe des MultiTox-Fluor Multiplex
Cytotoxicity Assay. Abgebildet ist die Fluoreszenzintensitat (RFU).

Die Daten sind dargestellt als Mittelwert +SEM. HCSMC n=11 pro Gruppe, HCAEC n=9-10 pro
Gruppe, *p<0,05.

Auch morphologisch ergab sich ebenfalls Anhalt fiur eine Reduktion der zytotoxischen
Effekte unter vorgenannter Behandlung. Lichtmikroskopisch konnte so bspw. eine
Reduktion der pyroptotischen Veranderungen der HCAEC zur Darstellung gebracht
werden (Abb. 12).
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Kontrolle ILG-behandelte EMP

Abb. 12: Lichtmikroskopische Darstellung des Einflusses einer ILG-Behandlung auf die
pyroptotischen Effekte von EMP

HCAEC wurden fur 4h mit EMP bzw. ILG-behandelten EMP behandelt. Nach Ablauf der
entsprechenden Stimulationsdauer wurden lichtmikroskopische Aufnahmen durchgefihrt.
Vergroerung: 20 x.

3.5 Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms in HCASMC vermittelt die Ausschuttung von
Mikropartikeln

Glatte arterielle Muskelzellen sind von der Freisetzung von MP nicht ausgeschlossen.
Nachdem in Vorversuchen zu dieser Arbeit bereits erfolgreich gezeigt werden konnte,
dass HCAEC infolge einer Inflammasomaktivierung Mikropartikel freisetzen, konnte nun
in HCASMC eine durch diese Mikropartikel vermittelte Inflammasomaktivierung
dargestellt werden.

Aufgrund dieser Beobachtung war es fur uns von Interesse zu prufen, ob HCASMC
ebenso durch Aktivierung des Inflammasoms Mikropartikel freisetzen.

Zu diesem Zweck wurden HCASMC auf konventionelle Weise mit LPS und Nigericin
stimuliert. Der Nachweis einer Aktivierung des Inflammasoms wurde mithilfe von RTD-
PCR-Experimenten und IL-1B-ELISA erbracht, welche eine Hochregulation und
vermehrte Ausschuttung von IL-13 abbildeten (Abb. 13). Der Unterschied zur
unbehandelten Kontrollgruppe war hierbei signifikant (RTD-PCR IL-1B: 2,173 + 0,6388;
N=9 gegen 25,84 + 9,600; N=7; p=0,0138; ELISA IL-1B (pg/ml): 28,76 + 3,277; N=18
gegen 111,8 £ 6,757; N=18; p<0,0001).
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Abb. 13: Aktivierung des Inflammasoms in HCASMC

HCASMC wurden mit LPS (1 pg/ml) fir 4 h vorbereitet und anschliellend fir weitere 4 h mit
Nigericin (20 uM) stimuliert. Die Expression von IL-1 wurde mithilfe RTD-PCR untersucht (A).
Zur Bestimmung der Sekretion von IL-1B wurden ELISA-Experimente durchgefihrt (B).

Die Daten sind dargestellt als Mittelwert tSEM. RTD-PCR n=7-9 pro Gruppe, ELISA: n=18 pro

Gruppe, *p<0,05.

Zur Prufung einer durch die Inflammasomaktivierung hervorgerufenen Abspaltung von
MP wurde anschlieRend der Uberstand auf das Vorkommen selbiger untersucht. Hierzu
wurden MP isoliert und durchflusszytometrischen Untersuchungen unterzogen. Durch
AnnexinV-Farbung des auf der Oberfliche von MP vermehrt exponierten
Phosphatidylserin liel3 sich eine gesteigerte Freisetzung von MP demonstrieren (Abb. 14).
So zeigte sich nach 30-minudtiger Stimulation mit Nigericin nach abgeschlossenem
Priming der Zellen mit LPS die hdochste Zahl von Mikropartikeln. Im weiteren Verlauf der
Untersuchung liel3en sich ebenfalls in Relation zur unbehandelten Kontrolle signifikant
erhdhte Zahlen von Mikropartikeln bestimmen (Tab. 7). Die Analyse der Messwerte

erfolgte mittels Dunnett's multiple comparisons test.
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Tab. 7: Statistische Auswertung der Ausschuttung von MP durch Inflammasome-aktivierte
HCASMC

Mean Diff. 95 % CI of diff.
Kontrolle gegen 4 h LPS + 0 h Nigericin - 2700 - 5414 t0 14,55
Kontrolle gegen 4 h LPS + 0,5 h Nigericin - 8565 - 11280 to -5851
Kontrolle gegen 4 h LPS + 1 h Nigericin - 5801 - 8515 to -3087
Kontrolle gegen 4 h LPS + 2 h Nigericin - 3802 - 6516 to -1088
Kontrolle gegen 4 h LPS + 4 h Nigericin -4716 - 7430 to -2001
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Abb. 14: Ausschittung von MP durch Inflammasom-aktivierte HCASMC

HCASMC wurden mit LPS (1 ug/ml) und Nigericin (20 uM) fir die angezeigten Zeitrdume
stimuliert. Die Ausschuttung von Mikropartikeln wurde mithilfe Durchflusszytometrie bestimmt.
Die Daten sind dargestellt als Mittelwert £SEM. n=6 pro Gruppe, *p<0,05.

Zuletzt erfolgte eine weitere Charakterisierung der SMCMP unter zu Zuhilfenahme
elektronenmikroskopischer Techniken. Hier stellten sich die MP in der fir sie
charakteristischen Grof3e von 100-1000 nm dar (Abb. 15).
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Abb. 15: Elektronenmikroskopische Darstellung von SMCMP
HCASMC wurden mit LPS (1 pg/ml) fir 4 h vorbereitet und anschlieRend fur weitere 4 h mit
Nigericin (20 uM) stimuliert. SMCMP wurden aus dem Uberstand isoliert und mittels
Elektronenmikroskopie zur Darstellung gebracht.

3.6 Mikropartikel Inflammasom-aktivierter glatter Muskelzellen vermitteln zytotoxische
Effekte

Um zuletzt der Hypothese nachzugehen, ob SMCMP korrespondierend zu EMP
zellschadigende Effekte vermitteln, wurden HCAEC mit SMCMP stimuliert und
anschlieRend eine Zytotoxizitdtsmessung durchgefuhrt. Es zeigte sich hierbei erneut die
Apoptose-induzierende Wirkung von Mikropartikeln Inflammasom-aktivierter Zellen (Abb.
16). Die Ergebnisse waren signifikant (RFU: 1051+ 51,29 gegen RFU:1473 + 112,7; N=6
pro Gruppe, p=0,0066).
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Abb. 16: Bestimmung der Zytotoxizitadt von SMCMP-behandelten HCAEC

HCAEC wurden fiir 4 h mit MP Inflammasom-aktivierter HCASMC behandelt. Die Messung der
Zytotoxizitat erfolgte mithilfe des MultiTox-Fluor Multiplex Cytotoxicity Assay. Dargestellt ist die
Zunahme der Fluoreszenzintensitat (RFU).

Die Daten sind dargestellt als Mittelwert £SEM. n=6 pro Gruppe, *p<0,05.
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4. Diskussion

4.1 Einleitung

Mit der vorliegenden Forschungsarbeit kann aufgezeigt werden, dass eine
Inflammasomaktivierung in Endothelzellen durch mikropartikelvermittelte, interzellulare

Kommunikation Ubertragbar ist und in den Empfangerzellen den Zelltod hervorruft.

Wird die vaskulare Homoostase durch inflammatorische Stimuli aus dem Gleichgewicht
gebracht, so sind es typischerweise Endothelzellen, die unmittelbar durch eine erhohte
Expression zellularer Adhasionsmolekile wie ELAM-1 oder VCAM reagieren, und somit
die Bindung durch Monozyten erlauben (Bevilacqua MP et al., 1987; Li et al., 1993).
Ebenso erfolgt durch Endothelzellen die Bildung und Freisetzung von IL-13, welches im
Rahmen kardiovaskularer Erkrankungen wiederum eine Vielzahl schadlicher Effekte nach
sich zieht (Bujak und Frangogiannis, 2009; Galea et al., 1996). Grundlegend hierfir ist die
bei der Atherosklerose charakteristischerweise vorzufindende Aktivierung des NLRP3-
Inflammasoms (Bujak und Frangogiannis, 2009; Varghese et al., 2016).

In Voruntersuchungen der Arbeitsgruppe gelang es eine solche Aktivierung des NLRP3-
Inflammasoms durch Stimulation mit Inflammasomaktivatoren zu erzielen, und eine damit
einhergehend erhdhte Expression und Produktion proinflammatorischer Mediatoren zu
demonstrieren.

Ein weiterer Mechanismus, durch welchen Endothelzellen zur Atherogenese beitragen,
ist die Freisetzung von MP (Paudel et al.,, 2016). Zahlreiche Regulatoren dieses
Signaltransduktionsmechanismus konnten bereits offengelegt werden, darunter TNF-q,
CRP, Thrombin, Plasminogen activator inhibitor-1, uramische Toxine oder Scherstress
(Dignat-George und Boulanger, 2011). Dank der Vorarbeiten innerhalb der Arbeitsgruppe
konnte eine Freisetzung von MP durch Endothelzellen infolge Aktivierung des NLRP3-
Inflammasoms demonstriert werden. Daruber hinaus konnte in nachfolgenden
Untersuchungen zur Charakterisierung der EMP beleuchtet werden, dass diese aktive

Caspase-1 enthalten.
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4.2 EMP von Inflammasom-aktivierten Endothelzellen werden von vaskularen Zellen

inkorporiert

Endothelzellen sind sowohl als Auskleidung aller Gefale, als auch als Regulator des
Stoffaustauschs, der Gerinnung und des Blutdrucks kontinuierlich dem Blutstrom und
damit MP exponiert. Gleiches gilt jedoch auch fur glatte Muskelzellen, welche durch das
Auftreten superfizieller Erosionen oder Plaque-Ruptur regelmallig dem Blutstrom
ausgesetzt sind. Als Grundlage der Signalibermittiung ist neben dieser systemischen
Kommunikation auch die Madglichkeit einer parakrinen Kommunikation anzunehmen
(Arderiu et al., 2015).

Ein charakteristischer, der Signalibermittiung durch MP zugrundeliegender
Mechanismus, ist hierbei die Aufnahme der MP durch ihre Zielzellen mittels Clathrin-
abhangiger sowie Clathrin-unabhaniger Endozytose (Mathieu et al., 2019).

Der Nachweis der Inkorporation von EMP durch ihre Zielzellen, HCASMC und HCAEC,
gelang durch immunhistochemische Farbungen mithilfe der Membranfarbstoffe PKH 26
und PKH67. Durch anschlieRend durchgeflihrte mikroskopische Untersuchungen konnte
die Aufnahme der EMP zur Darstellung gebracht werden. Validiert wurde die tatsachliche
Aufnahme der Mikropartikel dabei zum einen durch mehrfache Waschung der Praparate
vor ihrer Fixierung, zum anderen durch Z-Stapelaufnahmen, welche eine
dreidimensionale Darstellung der jeweiligen Zielzellen gestatteten.

Bei Stimulation der Zielzellen fur verschiedene Zeitraume zeigte sich, korrespondierend
zu den Ergebnissen von Jansen et. al (Jansen et al., 2012), neben der Aufnahme von
EMP durch Endothelzellen zusatzlich eine zeitabhangige Aufnahme selbiger. In Kontrast
zu den Ergebnissen von Desai et al. (1997) zur Untersuchung der Aufnahme
bioabbaubarer Polylactid-co-Glycolid-Mikropartikel (PLGA) durch Caco-2-Zellen lief3 sich
im Rahmen dieses Projektes kein etwaiger zeitabhangiger Plateau-Effekt darstellen.
Anzumerken ist jedoch, dass es sich bei PLGA-Mikropartikeln um ein Drug-Carrier-
System handelt und dieses somit ganzlich anderen Stoffwechselschritten unterworfen
sein konnte.

Beruhend auf den ausgepragten zellschadigenden Wirkungen von EMP hatte sich eine
Uber den angewandten Beobachtungszeitraum hinausreichende Inkubationszeit

vermutlich auch als nicht weiter aufschlussreich gezeigt.
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4.3 EMP beeintrachtigen zellulare Funktionen

Die Rolle der EMP istim Rahmen der Atherosklerose als ambigue zu verstehen. Wahrend
zahlreiche  Untersuchungen die prothrombotischen und -inflammatorischen
Eigenschaften von EMP demonstrieren konnten, gelang es in anderen Studien ihre
reparativen und antiapoptotischen Eigenschaften zu beleuchten (Dignat-George und
Boulanger, 2011; Jansen et al., 2013b; Jansen et al., 2012). Eine Erklarung dieses
Zusammenhangs findet sich darin, dass EMP als Produkt eines selektiven
Zusammenbaus zu verstehen sind, der sich abhangig zeigt vom spezifischen Stimulus
der Mikropartikelfreisetzung und der Mikroumwelt der Ursprungszelle (Mause und Weber,
2010).

Aufgrund der proinflammatorischen und proapoptotischen Funktion der von EMP
enkapsulierten Caspase-1 richtete sich der Fokus der vorliegenden Untersuchungen
zunachst auf potentielle zellschadigende Einflisse (Broz und Dixit, 2016).

Eine zellschadigende Wirkung von EMP liel3 sich mithilfe mehrerer Methoden verifizieren.
Nach Stimulation von HCASMC mit EMP konnte so unter Verwendung von Viability
Assays eine signifikante Reduktion der Lebensfahigkeit der Zielzellen beleuchtet werden.
Korrespondierend dazu zeigte sich nach Behandlung von HCAEC mit EMP eine Zunahme
der Zytotoxizitat. Weiterhin beobachteten wir unter Zuhilfenahme von Scratch Assays,
dass es infolge der Behandlung von HCASMC mit EMP zu einer Erweiterung der initial
zugefugten Lasion gekommen war, wahrend sich bei der unbehandelten Gruppe eine
Schlie3ung derselbigen zeigte.

Eine proapoptotische Wirkung von Mikropartikeln lie3 sich bereits in verschiedenen
Studien zur Darstellung bringen. Eine Studie an 36 Patienten, welche infolge eines
Herzstillstandes erfolgreich reanimiert wurden, konnte so neben einer Zunahme von
MMP, PMP und EMP-Zell-Konjugaten eine Zelltod-férdernde Wirkung der MP offenlegen.
Eine genauere Differenzierung der MP-Gattungen mit Betrachtung von moglicherweise
untereinander differierenden Effekten erfolgte dabei jedoch nicht (Fink et al., 2011).
Betreffend der MMP konnte eine weitere Studie die proapoptotischen Wirkungen selbiger
beleuchten. MMP wurden dabei durch das Hungern von THPs bzw. durch sequenzielle
Stimulation mittels LPS und der Kalzium-lonophore A23187 generiert. Es zeigte sich

dabei in beiden Fallen ein proapoptotischer Effekt auf EC.
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Zwar konnten im Rahmen der vorgenannten Studie korrespondierend zu den Resultaten
dieser Arbeit proapoptotische Effekte endotoxinvermittelter Mikropartikel detektiert
werden, jedoch erfolgte in diesem Fall nicht der Nachweis einer etwaigen
Inflammasomaktivierung. Weiterhin beschrankte sich die Charakterisierung der
Mikropartikel auf das Vorkommen von TF und konnte nicht naher den Mechanismus zur
Initiation der Apoptose der EC beleuchten (Aharon et al., 2008). Anzumerken bleibt, dass
es sich im Falle der vorgenannten Studie am Ehesten nicht um eine Inflammasom-
vermittelte MP-Freisetzung handelt. So konnte namlich gezeigt werden, dass ein durch
Ca?*lonophoren bzw. Ca?*mobilisierende G-Protein-gekoppelte Rezeptoren erhdhtes
zytosolisches Ca?* kein suffizientes Signal flr eine Inflammasomaktivierung darstellt. Ein
K*-Efflux, wie er beispielsweise durch Nigericin hervorgerufen wird, erfillt diese
Bedingung hingegen (Katsnelson et al., 2015).

Weitere Untersuchungen bezuglich proapoptotischer Effekte von Mikropartikeln konnten
in einem Nager-Modell zur chronischen zerebralen Hypoperfusion erh6hte Konzentration
Caspase-3 haltiger Mikropartikel nachweisen. Diese konnten in mikrovaskularen
Endothelzellen und Nierenzellen den Zelltod hervorrufen. Die proapoptotischen Effekte
wurden dabei durch Behandlung mit Caspase-3-Inhibitoren reduziert (Schock et al.,
2014).

Obwohl Caspase-3 als Mediator des intrinsischen und extrinsischen Apoptose-Wegs nicht
unmittelbar einem inflammatorischen Zelltod zuzuordnen ist, zeigen jlngste
Untersuchungen jedoch zahlreiche Gemeinsamkeiten in der Endstrecke des Zelltodes.
Wahrend Gasdermin D durch Caspase-1 zur Induktion der Pyroptose infolge
Inflammasomstimulation aktiviert wird, so wird Gasdermin E durch Caspase-3 zur
Induktion der Pyroptose wegen des Auftretens der Apoptose aktiviert.
Bemerkenswerterweise stellt Gasdermin D dabei einen zusatzlichen Aktivator von
Caspase-3 dar (Rogers et al., 2019).

Ein zur vorliegenden Arbeit kongruenter Befund zur Rolle Caspase-1-haltiger
Mikropartikel konnte jedoch in einem Modell zur Acute lung injury/Acute respiratory
distress syndrome ((ALI/ARDS) gewonnen werden. Hierbei wurden Caspase-1-haltige
Mikropartikel aus dem Uberstand LPS-stimulierter THP-1s gewonnen. Bei nachfolgender
Behandlung von Endothelzellen zeigte sich dabei die Induktion des Zelltodes (Mitra et al.,
2015).
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Methodisch ist anzumerken, dass in dieser Forschungsarbeit im Rahmen des Scratch
Assays entgegen der weitverbreiteten Praxis des Einsatzes eines reduziert-
supplementierten Wachstumsmediums zur Minimierung der Zell-Proliferation stattdessen
der Einsatz eines Vollmediums erfolgte (Liang et al., 2007). Beweggrinde waren hierbei
zum einem die Vermeidung eines zur Wirkung der EMP potentiell additiven Einflusses auf
Apoptose und Zellablésung, sowie zum anderen das Interesse sowohl Migration als auch
Proliferation gleichzeitig beurteilen zu wollen, da sie Prozesse sind, die gleichermalien
zur Atherogenese beitragen.

In Anbetracht unterschiedlich ausgepragter Proliferationsindizes in frihen und spaten
atherosklerotischen Lasionen und der damit einhergehenden pathologischen
Implikationen kénnte sich eine gesonderte Unterteilung dieser Prozesse flr zuklnftige

Untersuchungen dennoch als nutzlich darstellen (Bennett et al., 2016).

4.4 EMP induzieren eine inflammatorische Reaktion in vaskularen Zellen

Die Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms ist ein ausfuhrlich untersuchter Prozess, der
durch eine Vielzahl verschiedener Stimuli initiiert wird. Darunter fallen Bakterien, Viren,
Zytokine, physikalischer und oxidativer Stress, Medikamente sowie viele weitere
Mediatoren (Pahl, 1999).

Durch den Nachweis einer erhohten Expression der NF-kB-regulierten Gene NLRP3, IL-
18, VCAM und ICAM durch HCASMC und HCAEC, sowie durch den Nachweis einer
gesteigerten Sekretion von IL-1B durch HCASMC konnte der Beweis einer
Inflammasomaktivierung infolge einer Stimulation mit Mikropartikeln Inflammasom-
aktivierter Zellen nun in dieser Untersuchung erbracht werden (Broz und Dixit, 2016; Pahl,
1999; Qiao et al., 2012).

Eine NF-kB-induzierende Wirkung konnte bereits fir verschiedene Gattungen von
Mikropartikeln nachgewiesen werden. In einer Studie von Tesse et. al (2005) an MP von
apoptotischen T-Zellen von Diabetes Mellitus Patienten konnte so beispielsweise eine

Fas/FasL-mediierte Aktivierung des NF-kB-Stoffwechselpfads nachgewiesen werden. Es
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zeigte sich dabei eine vaskulare Hyporeaktivitat infolge einer reduzierten Expression von
NOS und COX-2. Die Autoren nahmen dabei einen partiellen Schutz vor den
zytotoxischen Effekten der Fas/FasL-Interaktion durch erhéhte Konzentrationen von NO
an. Obwohl hierbei eine zur vorliegenden Untersuchung ahnliche Interaktion beleuchtet
werden konnte, sind die Komponenten der MP der Studie nicht vollstandig beschrieben.
Weiterhin bleibt offen, durch welchen genauen Mechanismus die Apoptose der T-Zellen
induziert wurde. Eine Apoptose der Zielzellen wurde nicht beschrieben.

Doch auch hinsichtlich der Ausschittung Inflammasom-regulierter Mediatoren durch die
Einwirkung von Mikropartikeln konnten bereits Erkenntnisse gewonnen werden.
Untersuchungen von Scanu et al. (2008) konnten dabei demonstrieren, dass MP
stimulierte T-Zellen in der Lage sind die Freisetzung von TNF und IL-1B durch Monozyten
zu induzieren. Wahrend es ihnen dabei gelang die antiinflammatorische Wirkung von HDL
in der Behandlung der Zielzellen offenzulegen und zu zeigen, dass die MP TNF aber kein
IL-18 enthielten, blieben die zugrundeliegenden Mechanismen ihrer Beobachtungen zu
weitesten Teilen unbeleuchtet.

Ein weiterer Aktivator des NF-kB-Stoffwechelwegs, welcher durch die Vorarbeiten der
Arbeitsgruppe als Bestandteil Inflammasom-aktivierter EMP eruiert werden konnte, ist
jedoch Caspase-1 selber. Anhalt fur eine mogliche Interaktion der Caspase-1 mit den
Zielzellen gibt hier die Arbeit von Lamkanfi et al. (2004) welche die Aktivierung des
Promotors NF-kBs durch Interaktion der Caspase-recruitment domain mit RIP2

offenlegen konnte.

4.5 Die Behandlung von EMP mit Inflammasomeninhibitoren reduziert schadliche
zellulare Effekte

Um nun zu untersuchen, ob eine Ubertragung des NLRP3-Inflammasoms als Ursache der
schadlichen biologischen Effekte bestimmt werden koénnte, wurde nun der NLRP3-
Inflammasominhibitor ILG zur Behandlung isolierter Mikropartikel eingesetzt. Dabei stellte
sich eine Reduktion der zytotoxischen Effekte infolge der Behandlung der EMP mit ILG

dar.
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ILG stellt als Substanz eine Chalkon dar, welches aus chinesischem Suf3holz (Glycyrrhiza
uralensis) gewonnen wird (Honda et al., 2014). Fur ILG ist beschrieben, dass es neben
antiinflammatorischen ebenso antikarzinogene als auch antihistaminische Effekte
vermittelt. Der Wirkung ILGs liegt dabei mechanistisch die Inhibition der Translokation und
Aktivierung von NF-kB durch Blockierung der Phosphorylierung und nachfolgender
Degradation von ,nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells
inhibitor, alpha“ (IkBa) zugrunde (Kumar et al., 2007). Weiterhin stellt ILG einen Inhibitor
des NLRP3-Inflammasoms auf Ebene von NLRP3 bzw. Upstream dar (Honda et al.,
2014).

Anzumerken ist, dass die vorliegende Untersuchung nicht genau differenzieren kann, auf
welchen spezifischen Bestandteil des Inflammasoms die Inhibition durch ILG abzielt. Ein
weiteres Ziel kdonnte eine TNF-a-induzierte Produktion ROS verkérpern (Kumar et al.,
2007).

Trotz dieser Limitation zeigt sich die Arbeit dabei jedoch in Einklang mit der 2014
erschienenen Studie von Exline et al., (2014) zur proapoptotischen Rolle Caspase-1-
haltiger MP aus dem Blut von Patienten mit Sepsis. Gleichermalien konnte eine im
Folgejahr veroffentlichte Untersuchung zur Wirkung von Caspase-1-haltigen MP ebenfalls
Apoptose-induzierende Effekte im Rahmen eines ARDS-Modells belegen (Mitra et al.,
2015). In beiden Fallen gelang es dabei durch den Einsatz des Caspase-1-spezifischen
Inhibitors YVAD-CMK die Apoptose der jeweiligen Zielzellen um 30% bzw. 50% zu
reduzieren (Exline et al., 2014; Mitra et al., 2015).

4.6 Inflammasom-aktivierte glatte Muskelzellen setzen MP frei

Da MP als ubiquitdrer Kommunikationsmechanismus fungieren, erfolgte zuletzt die
Prufung, ob eine Freisetzung von MP durch HCASMC infolge einer
Inflammasomaktivierung zu erzielen sei. Dabei zeigte sich infolge der erfolgreichen
Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms mittels LPS und Nigericin eine erhdhte
Freisetzung von MP. Kongruent zu MP Inflammasom-aktivierter EC zeigten sich diese in

der Lage zytotoxische Effekte auszulben.
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Anzumerken ist, dass hierbei keine nahere Charakterisierung der MP erfolgt ist. Obwohl
die beobachteten Effekte ein zu den EMP ahnliches Erscheinungsbild nahelegt, sollten
zuklnftig nahere Untersuchungen zum Zusammenbau der SMCMP ebenfalls nutzlich

sein, differentielle Packvorgange verschiedener Zelltypen aufzuklaren.

4.7 Einordnung der Rolle der EMP

Da beobachtet werden konnte, dass EMP zytotoxische Effekte auf ihre Zielzellen
ausuben, stellt sich gezwungenermalien die Frage, welche Bedeutung dies fur die
Atherosklerose hat, bei der die Apoptose von Endothelzellen und glatten Muskelzellen ein
grundlegender Mechanismus ist.

Infolge der Apoptose von Endothelzellen kommt es zu einer Stérung der Barrierefunktion
derselbigen mit nachfolgender Infiltration durch Leukozyten und Ablagerung von LDL.
Weiterhin entsteht ein prokoagulantes Milieu durch eine Umverteilung Phosphatidylserin
auf die Zelloberflache bei einem gleichzeitig auftretendem Verlust antikoagulativer
Faktoren wie Thrombomodulin oder ,Tissue factor pathway inhibitor® (TFPI). Durch das
erhdhte Risiko einer Thrombusbildung tragt dieser Mechanismus zu einem erhohten
Risiko einer vaskularen Okklusion bei (Paone et al., 2019).

Im Atherom wohnt glatten Muskelzellen als Hauptproduzent der extrazellularen Matrix
eine stabilisierende Funktion inne. Wahrend anzunehmen ist, dass die Apoptose glatter
Muskelzellen zu einer Reduktion der Plaquelast in frihen Stadien der Erkrankung fluhrt,
so ist es gleichermalden ein Risikofaktor flr Plaqueruptur in spateren Stadien (van der
Wal, 1999). Abgesehen von dem erhéhten Risiko einer Plaqueruptur, férdert die Apoptose
glatter Muskelzellen vaskulare Kalzifikation, Koagulation und die aneurysmatische
Degeneration der Gefal3e (Flynn et al., 1997; Lépez-Candales et al., 1997; Proudfoot et
al., 2000).

Einen Hinweis auf einen Zusammenhang erhdhter Zahlen zirkulierender MP und dem
Auftreten kardiovaskularer Ereignisse konnte dabei schon in verschiedenen Studien
gezeigt werden. Bei Untersuchungen an Patienten mit stabiler KHK konnten so bspw.
CD31*/annexin V*-MP als Pradiktoren fur das Auftreten von major adverse cardiovascular

and cerebral event (MACCE) dargestellt werden (Sinning et al., 2011). Es wurde entdeckt,
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dass CD31*/annexin V*-MP bei Patienten mit KHK mit Endothelzellapoptose und -
dysfunktion korrelieren (Werner et al., 2006). Ein ahnlicher Zusammenhang konnte von
Nozaki et al. (2009) in einer weiteren Studie dargestellt werden, welche CD144-EMP als
unabhangigen Pradiktor fur kardiovaskulare Ereignisse bei Patienten mit hohem Risiko
fur KHK identifizierte.

Obwohl zunachst angenommen wurde, dass die Rolle der Caspase-1 als eher
insignifikant zu betrachten sei, da sich die Entwicklung Caspase-1-defizienter Mause als
unbeeintrachtigt zeigte, gibt es zunehmende Evidenz flr die fundamentale Rolle der
Caspase-1 als Mediator von Atherosklerose und Pyroptose (Duewell et al., 2010; Guo et
al., 2006; Hendrikx et al., 2015; Kuida et al., 1995; Shi et al., 2017; Usui et al., 2012).
Bereits in 1995 gelang es Y.J. Geng und P. Libby die Kolokalisation von Caspase-1 in
apoptotischen Zellen des fortgeschrittenen menschlichen Atheroms darzustellen.
Wahrend sie nur annehmen konnten, dass Caspase-1 zum Zelltod durch die Bildung von
IL-1B beigetragen hatte, hat man heute ein besseres Verstandnis der durch Caspase-1
initiierten proapoptotischen Vorgange (Geng und Libby, 1995).

Untersuchungen, ob apoptotische Zellen des Atheroms nicht nur hohere Konzentrationen
von Caspase-1, sondern auch Zellmarker, Ubertragen von Mikropartikeln anderer Zellen,
darbieten, konnte Licht darauf werfen, ob die in vitro gewonnenen Erkenntnisse dieser
Forschungsarbeit auf den Menschen Ubertragbar sind. Dies sollte Gegenstand

zukulnftiger Untersuchungen sein.
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5. Zusammenfassung

MP, freigesetzt von Inflammasom-aktivierten Endothelzellen, werden von Endothelzellen
und glatten Muskelzellen inkorporiert, was zu einer Reduktion ihrer Lebensfahigkeit sowie
ihrer Fahigkeit zu migrieren und proliferieren fihrt. Damit einhergehend stellt sich eine
Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms dar, was aufzeigt, dass MP selbst in der Lage sind,
eine Inflammasomaktivierung zu initialisieren. Bemerkenswerterweise werden die
zytotoxischen Effekte von MP durch die Behandlung mittels eines Inflammasominhibitors
reduziert. Dies signalisiert, dass Inflammasombestandteile innerhalb der MP fir die
apoptotischen Effekte verantwortlich zu machen sind.

Diese Resultate unterstreichen die immunologische Rolle der Endothelzellen und zeigen
auf, dass eine Inflammasomaktivierung durch MP-vermittelte interzellulare
Kommunikation Gbertragbar ist und in den Empfangerzellen den Zelltod hervorruft.

Es ist demzufolge anzunehmen, dass MP, die infolge von Inflammasomaktivierung
freigesetzt werden, eine wesentliche Rolle in der Entstehung und Progression der
Atherosklerose innehaben.

Mithilfe dieses Forschungsprojektes ist es somit gelungen, die Wissenskluft bezlglich des
Zusammenhangs vermehrter Aktivierung des Inflammasoms und erhdhter Zahlen
zirkulierender MP bei Patienten mit kardiovaskularen Erkrankungen weiter zu
Uberbriicken. Zudem erlaubt sie Rickschlisse auf biologische Effekte, mit denen MP
Krankheitsentstehung und Progression vorantreiben.

Es gibt jedoch weiterhin Herausforderungen und Fragen, denen es sich zu stellen gilt.
Von besonderem Interesse sollte es sein, die Einflussfaktoren der Freisetzung von
Caspase-1-haltigen MP genauer zu beleuchten, besonders im Hinblick auf Erkrankung,
Krankheitsstadium oder auch Medikation, um ein besseres Verstandnis fur die
Beeinflussbarkeit der MP-Freisetzung und ihre Wirkung auf den Krankheitsprogress zu

erlangen.
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