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RT-PCR Reverse Transkriptase Polymerasekettenreaktion 
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1. Einleitung  

1.1 Erkrankungen des kardiovaskulären Systems 

Weltweit führen kardiovaskuläre Erkrankungen die Todesursachenstatistiken an: Im Jahr 

2019 verstarben geschätzte 17,9 Millionen Menschen an Erkrankungen aus diesem 

Formenkreis. Dies entspricht 32 % der globalen Todesfälle. In 85 % dieser Todesfälle 

waren ein Herzinfarkt oder ein Schlaganfall ursächlich (World Health Organisation, 2021). 

In der Europäischen Union belaufen sich die geschätzten Folgekosten kardiovaskulärer 

Erkrankungen auf 210 Mrd. € jährlich (European Heart Network, 2021). 

Die Ursache der häufigsten kardiovaskulären Erkrankungen ist die Atherosklerose. Sie ist 

Gegenstand intensiver Forschung. Der Grundlagenforschung kommt aus mehreren 

Gründen besondere Bedeutung zu: 

Erstens hat sie die Relevanz der gut bekannten Risikofaktoren für die Pathogenese der 

Atherosklerose nachgewiesen  

(World Health Organisation, 2021; Yusuf et al., 2004). Die behavioralen Risikofaktoren 

sind „ungesunde Ernährung, physische Inaktivität, Tabakrauchen und Alkoholabusus, […] 

welche in erhöhtem Blutdruck, Hyperglykämie, erhöhten Blutfettwerten, Übergewicht und 

Adipositas münden können.“ (World Health Organisation, 2021). 

Recht eindeutig zeigt sich, dass sich die Primärprävention von Atherosklerose 

prognostisch sehr günstig auf die Verhinderung negativer kardiovaskulärer Ereignisse 

auswirkt (Fernández-Friera et al., 2015; Lloyd-Jones et al., 2006).  

Zweitens kann sie möglicherweise neuartige Methoden zur Früherkennung von 

kardiovaskulären Erkrankungen aufdecken (Blanco-Domínguez et al., 2021; Jansen et 

al., 2014). Atherosklerose weist eine der längsten Latenzzeiten menschlicher 

Erkrankungen auf (Libby, 2013). Daher ist neben der Primärprävention die 

Sekundärprävention, im Sinne der Früherkennung der Erkrankung, ein zentraler Baustein 

der Therapie (Libby et al., 2019; Karmali et al., 2014; Si et al., 2014; Thomopoulos et al., 

2014). 

Drittens bietet die Erforschung der Ursachen der Atherosklerose einen Zugang zur 

Entwicklung neuer und Verbesserung bestehender Behandlungsmethoden (Fitzgerald et 

al., 2017; Karatasakis et al., 2017; Karlson et al., 2016). Dieses Ziel ist nur erreichbar, 

wenn die mechanistischen Grundlagen der Atherosklerose im Detail verstanden sind. 
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1.2 Pathophysiologie der Atherosklerose  

Eine Vielzahl an Faktoren spielen bei der Entstehung der Atherosklerose eine Rolle: Auf 

zellulärer Ebene sind das Endothel, glatte Muskelzellen und Immunzellen wie 

Makrophagen und T-Zellen zentral beteiligt (Libby et al., 2019). Azelluläre Faktoren, die 

ebenso einen gewichtigen Anteil haben, reichen von der Extrazellulärmatrix (EZM), der 

Intima über Zytokine, Glucose, reaktive Sauerstoffspezies (ROS) bis hin zu Lipoproteinen 

(vor allem LDL) und Lipiden. 

Mittlerweile gibt es eine anerkannte Theorie, die den Ursprung der Atherosklerose 

beschreibt: Die „response-to-injury“-Hypothese wurde von Ross und Glomset entwickelt 

und postuliert die endotheliale Schädigung als erstes Ereignis in der Atherogenese. Laut 

ihrer Theorie können „Faktoren wie Hyperlipidämie, hormonelle Dysfunktion und erhöhte 

Schubspannung bei Hypertonie […] das Endothel verletzen und die Natur der 

endothelialen Barriere gegen die Passage von Blutbestandteilen in die Arterienwand 

verändern“ (Ross und Glomset, 1975). Auch spätere Autoren stellen die endotheliale 

Dysfunktion als Ursache der Atherogenese in den Vordergrund (Gimbrone und García-

Cardeña, 2016; Gisterå und Hansson, 2017). 

Die endotheliale Dysfunktion ist multifaktoriell bedingt: Hervorzuheben sind in diesem 

Zusammenhang Inflammation und Insulinresistenz, die bis zu manifestem Diabetes 

mellitus Typ II reicht (Kim et al., 2006; Paneni et al., 2013; Rocha und Libby, 2009). 

Der wesentliche Effekt von Inflammation und Insulinresistenz auf das Endothel ist eine 

Deregulation des Stickstoff-Monoxid-(NO)-Haushaltes mit nachfolgender Produktion von 

ROS. Hink et al. konnten zeigen, dass die endotheliale Dysfunktion bei hohen Glucose-

Spiegeln auf einer dysregulierten NO-Synthase und einer ebenso veränderten NADPH-

Oxidase beruht (Hink et al., 2001). Der Wegfall des relaxierenden NO-Effekts sorgt für 

eine Vasokonstriktion der glatten Gefäßmuskulatur. Außerdem führt dies zu einer 

Thrombozytenaktivierung und konsekutiv Freisetzung von Wachstumsfaktoren, wie 

„platelet-derived-growth-factor“ (PDGF), „endothelial-growth-factor“ (EGF) und 

"transforming-growth-factor“ (TGF-β). Diese wiederum lösen eine Vasokonstriktion durch 

Aktivierung der glatten Muskulatur, Proliferation der glatten Muskelzellen (Brandes und 

Busse, 2010) und Proliferation der EZM via TGF-β aus (Brandes und Busse, 2010; Libby, 

2002). 



11 
 

Paneni et al. (2013) zeigen, dass „ROS [in Endothelzellen und bei hohen Glucose-

Spiegeln] mehrere proinflammatorische zelluläre Mechanismen aktivieren, darunter […] 

Proteinkinase C (PKC)-Signalkaskaden. PKC-Signale rufen unter anderem eine 

vermehrte Bildung von ROS hervor. Ein Beleg dafür ist die Abschwächung der ROS-

vermittelten Effekte nach Gabe eines PKC-Inhibitors (Kouroedov et al., 2004). Zudem wird 

die Sekretion der Zytokine Tumor-Nekrose-Faktor (TNF), Interleukin (IL)-1β und IL-6 

ausgelöst. TNF, IL-1β und IL-6 sind potente Mediatoren der Entzündung (La Sala et al., 

2019). Diese Zytokine und ROS aktivieren die Expression von Leukozyten-

Adhäsionsmolekülen wie „intercellular adhesion molecule-1“ (ICAM-1) und „vascular cell 

adhesion molecule–1“ (VCAM-1), die die Rekrutierung von Makrophagen an den Ort der 

Inflammation weiter fördern (La Sala et al., 2019; Libby, 2002; Paneni et al., 2013). 

Essenzieller Bestandteil der Progression von Atherosklerose ist LDL (Ference et al., 

2017). Eine protektive Funktion von HDL wird hingegen nicht mehr angenommen (Libby 

et al., 2019). Endothel ist permeabel für LDL und Untersuchungen zeigen, dass bestimmte 

Faktoren für eine Retention der Lipoproteine in der subendothelialen EZM sorgen 

(Camejo et al., 1993; Flood et al., 2002; Melchior et al., 2013; Schwenke und Carew, 

1989). Verstärkend wirkt eine Konformationsänderung der Lipoproteine, ausgelöst durch 

Sphingomyelinasen (Borén und Williams, 2016; Sneck et al., 2012). Oxidiertes LDL hat 

deutlich stärkere negative Auswirkungen als nicht oxidiertes (Miller et al., 2011; Navab et 

al., 2004; Rhoads und Major, 2018). 

In der EZM werden die LDL-Konglomerate von glatten Muskelzellen und einwandernden 

Makrophagen aufgenommen (Allahverdian et al., 2012; Llorente-Cortés et al., 2000; 

Moore und Tabas, 2011). Es kommt zur Akkumulation der Zellen und der Umwandlung 

zu Schaumzellen mit konsekutiver Nekrose (Kunjathoor et al., 2002; Llorente-Cortés et 

al., 2000). Die Nekrose führt zu einer Entzündungsreaktion, die wie gezeigt ein Treiber 

der Atherosklerose ist (Gisterå und Hansson, 2017; Libby, 2002). 

Wie o.a. sind die Mechanismen für die interzelluläre Kommunikation in der Atherosklerose 

vielfältig. Aktive Teilnehmer sind Endothelzellen und Makrophagen, deren gegenseitiges 

Wechselspiel eine selbstverstärkende Entzündungskaskade in Gang setzt. Spezielle 

Mechanismen der Makrophagen-Aktivierung werden im Folgenden erläutert: 
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1.3 Makrophagen im Kontext der Atherosklerose  

Wie beschrieben sind Makrophagen ein wesentlicher Bestandteil der 

pathophysiologischen Vorgänge im Rahmen der Atherosklerose, Initiation und 

Aufrechterhaltung der Inflammation erfüllen zentrale Aufgaben (Ley et al., 2011; Moore 

und Tabas, 2011). Makrophagen und ihre Vorläuferzellen, die Monozyten, sind eine sehr 

heterogene Gruppe, deren Herkunft bei der Entstehung atherosklerotischer Plaques 

Gegenstand intensiver Forschung ist. Als Ursache der Akkumulation in der Plaque 

erwiesen sich in Studien die Einwanderung und die Transdifferenzierung aus glatten 

Muskelzellen (Allahverdian et al., 2012; Feil et al., 2014; Mestas und Ley, 2008; Moore 

und Tabas, 2011; Robbins et al., 2013).  

Zur experimentellen Untersuchung von Makrophagen werden seit ca. 40 Jahren Humane 

Akute Monozytenleukämie Zellen der Linie THP-1(„Tohoku Hospital Pediatrics-1“-Zellen) 

verwendet. Sie sind gut etablierte Substitute für Monozyten aus peripherem Blut (PBMC) 

und werden häufig für die Untersuchung der Monozytendifferenzierung in vitro verwendet 

(Auwerx, 1991; Tsuchiya et al., 1980). 

Um die verschiedenen Phänotypen von Makrophagen zu beschreiben, wurde eine 

Nomenklatur eingeführt, die im Wesentlichen zwei unterschiedliche Evolutionsrichtungen 

unterscheidet: M1-Makrophagen und M2-Makrophagen. 

1.3.1 M1- und M2-Makrophagen-Phänotypisierung 

Die klassische Nomenklatur der verschiedenen Makrophagen-Phänotypen beruht auf der 

Einteilung in aktivierte Makrophagen (M0-Makrophagen), proinflammatorische M1-

Makrophagen sowie protektive, antiinflammatorische M2-Makrophagen. Diese 

Kategorisierung folgt grob der Einteilung von T-Helfer-Zellen, die je nach Stimulus zwei 

verschiedene Aktivierungspfade einschlagen können (Mills et al., 2000). M1-Makrophagen 

differenzieren z.B. unter Einfluss von Interferon-γ (IFN-γ) und Lipopolysacchariden (LPS) 

aus der Zellwand von Bakterien. Sie sezernieren typische Entzündungsaktivatoren wie 

TNF, IL-1β und IL-6. Außerdem produzieren M1-Makrophagen ROS und NO via 

induzierbarer NO-Synthase. Auf ihrer Oberfläche werden unter anderem CD80 und CD86-

Moleküle exprimiert (Mantovani et al., 2002; Martinez und Gordon, 2014). Ihre Funktion 

beschreiben Mantovani et al. (2002) als „potente Effektorzellen, die Mikroorganismen und 

Tumorzellen töten und beträchtliche Mengen proinflammatorischer Zytokine produzieren”. 

M2-Makrophagen oder alternativ aktivierte Makrophagen entstehen unter Einfluss von IL-
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4 und IL-13 (Goerdt und Orfanos, 1999; Stein et al., 1992). Sie sezernieren unter anderem 

IL-10, TGF-β und IGF-1 (Röszer, 2015). IL-10 ist ein wichtiger Regulator der 

Immunaktivität und begrenzt die Inflammation (Couper et al., 2008). Auf der Oberfläche 

von M2-Makrophagen werden CD163 und CD206 exprimiert. CD206 (auch bekannt als C-

Typ Mannose-Rezeptor 1) spielt eine wichtige Rolle bei der Auflösung inflammatorischer 

Prozesse (Lee et al., 2002). Zusammengefasst “mediieren [M2-Makrophagen] 

inflammatorische Antworten und [die] adaptive TH1-Immunität, entfernen Abfallprodukte 

[durch Phagozytose] und fördern Angiogenese, Gewebeumbau und -reparatur” 

(Mantovani et al., 2002). 

In vivo unterliegen Makrophagen sehr heterogenen Einflüssen. Die Dichotomie dieses 

Systems ist daher nur als Näherung zu betrachten, vielmehr ergibt sich laut neuer 

Untersuchungen ein Kontinuum an verschiedensten Phänotypen und Funktionen, je nach 

Stimulus und Gewebe (Martinez und Gordon, 2014; Xue et al., 2014). Für das 

experimentelle Setting in vitro ist die Einteilung ein „hilfreiches Rahmenwerk“ (Mantovani 

et al., 2002).  

 

Abb. 1: Das Modell der klassischen (M1) und alternativen (M2) 
Makrophagendifferenzierung. Modifiziert nach (Li et al., 2016a).  
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1.3.2 Direkte Einflüsse eines Diabetes mellitus 

Mehrere Mechanismen der Atherosklerose werden von hohen Glucose-Spiegeln und 

dessen Folgen bis hin zum Diabetes mellitus Typ II verstärkt. Auch direkte Auswirkungen 

auf Monozyten-Makrophagen-Zellen sind darunter. 

Hohe Glucose-Spiegel fördern in vitro die Bildung von Monozyten, die vermehrt IL-1β und 

IL-6 sezernieren und somit in Richtung M1-Makrophagen differenzieren (Dasu et al., 

2007).  

CD36, ein Scavenger-Rezeptor, wird bei Patienten mit schlecht eingestelltem Diabetes 

mellitus vermehrt auf Monozyten exprimiert. Ebenso erfolgt eine erhöhte Freisetzung an 

„monocyte chemoattractant-protein-1“ (MCP-1), das weitere Monozyten rekrutiert 

(Cipolletta et al., 2005). Auch Endothelzellen sezernieren unter erhöhten Glucose-

Spiegeln vermehrt MCP-1 und exprimieren verstärkt VCAM-1 (Piga et al., 2007). Laut 

Otsuka et al. (2005) zeigen Monozyten bei hohen Glucose-Spiegeln eine erhöhte Affinität 

zu Endothelzellen, ein Phänomen, welches durch eine Veränderung des subendothelialen 

Raumes verstärkt werden könnte: Proteoglykane in der EZM inhibieren 

physiologischerweise die Monozyten-Adhäsion. Im diabetischen Milieu sind 

Proteoglykane vermindert, womit der Effekt abgeschwächt wird (La Sala et al., 2019). Die 

proinflammatorischen Veränderungen werden in Monozyten-Makrophagen-Zellen, wie in 

Endothelzellen, durch NFκB und PKC vermittelt (Venugopal et al., 2002). 

Ein weiterer Effekt auf Makrophagen scheint durch Insulinresistenz bedingt zu sein, 

welche mitverantwortlich ist für eine Apoptose-Neigung von Makrophagen. Vermittelt wird 

diese Wirkung über Stress auf das endoplasmatische Retikulum (ER). Plaques in 

Patienten mit Diabetes mellitus Typ II haben dadurch im Verhältnis zu Nicht-Diabetikern 

größere nekrotische Areale (Han et al., 2006; Tabas et al., 2010). Weiterhin führt die 

Glykierung von HDL-Lipoproteinen zu deren Dysfunktion und dem Wegfall protektiver 

Effekte (La Sala et al., 2019). Somit besteht eine Verbindung zwischen erhöhten 

Glukosespiegeln und der Rolle von Lipoproteinen in der Atherogenese. 

Während die angesprochenen Mechanismen größtenteils auf Kommunikation via 

Zytokine und Oberflächenproteine einwirken, stellt der Austausch extrazellulärer Vesikel 

einen weiteren Kommunikationspfad zwischen Zellen im Kontext der Atherosklerose dar. 
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1.4 Die Rolle extrazellulärer Vesikel in der Atherosklerose 

1.4.1 Die Biologie extrazellulärer Vesikel 

In der jüngeren Vergangenheit rückten extrazelluläre Vesikel (EV) als pathogenetische 

Faktoren in den Fokus der Atheroskleroseforschung.  

Wie van Niel et al. (2018) charakterisieren sind „Extrazelluläre Vesikel […] eine 

heterogene Gruppe membranöser Strukturen zellulären Ursprungs bestehend aus 

Exosomen und Mikrovesikeln. Diese stammen aus dem endosomalen System 

[Exosomen] oder werden von der Plasmamembran abgeschieden [Mikrovesikel]”. Als 

weitere Entität werden Apoptosekörper (Apoptotic bodies) angesehen, deren 

Durchmesser über dem von Mikrovesikeln (auch large EVs; lEVs) und Exosomen (auch 

small EVs; sEVs) liegt (Théry et al., 2018), (Tab. 1). Während Mikrovesikel bereits im 

Kontext der Blutgerinnung betrachtet wurden, beleuchtet man zunehmend ihre Aktivität in 

der interzellularen Kommunikation (Boulanger et al., 2017; Njock et al., 2015; Satta et al., 

1994; Sims et al., 1988). 

 

Tab. 1: Charakteristik extrazellulärer Vesikel (Boulanger et al., 2017) 

Bezeichnung Größe (Ø in 

nm) 

Bildung 

Exosomen [sEV] ≈40-100  Fusion multivesikulärer Körperchen mit Membran 

Mikrovesikel [lEV] 100-1000 Knospung der Plasmamembran 

Apoptotic bodies >1000 Freisetzung nach Apoptose und Zelltod 

 

Colombo et al. (2014) erläutern, dass jeder Zelltyp die Biosynthese seiner EVs je nach 

physiologischem Zustand reguliere. In der Folge würden sie mit spezifischen Lipiden, 

Proteinen und Nukleinsäuren beladen und freigesetzt. Dementsprechend ändert sich 

auch der Effekt der EVs gemäß dem Zustand der produzierenden Zelle. Die Freisetzung 

der EVs ist Ca2+-abhängig und beinhaltet die Aktivierung von PKC-Signalwegen (van Niel 

et al., 2018). 

Eine wichtige Rolle in der Zusammensetzung von EVs spielen Membranlipide aus der 

Familie der Sphingolipide (Bianco et al., 2009; Högback et al., 2003; Menck et al., 2017). 

Sphingolipide sind am Aufbau der Zellmembran und an intrazellulären 

Sortiermechanismen beteiligt; außerdem nehmen sie als Signalmoleküle an Inflammation, 
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Zellmigration und -proliferation in allen Gewebearten teil (Choi et al., 2021; Ogretmen und 

Hannun, 2004). Als Vertreter der Sphingolipide werden später Sphingosine und Ceramide 

genauer betrachtet (s.u.).  

Einmal freigesetzt werden EVs mithilfe diverser Mechanismen an die Zielzellen gebunden, 

hierbei spielen z. B. auch Signalmoleküle der Immunabwehr eine Rolle. Integrine auf EVs 

können mit ICAM-1 interagieren, die z. B. auf Monozyten vorkommen (Morelli et al., 2004). 

Andererseits gibt es auch Signale, die wie CD47 eine Phagozytose von Vesikeln durch 

Monozyten verhindern (Kamerkar et al., 2017). Auch die EZM sowie Proteine aus der 

Gruppe der Tetraspannine scheinen Einfluss auf die Bindung der EVs zu haben (van Niel 

et al., 2018). 

EVs werden durch direkte Fusion mit der Zellmembran oder durch Verschmelzung mit der 

endosomalen Membran aufgenommen. Die Zelle bedient sich dabei bekannter 

Mechanismen wie Phagozytose, Endozytose und „clathrin coated pits“. (Mulcahy et al., 

2014). Auch „Lipid-rafts“ spielen eine wichtige Rolle wie Experimente mit deren Inhibition 

zeigen konnten (Colombo et al., 2014). Lipid-rafts bestehen unter anderem aus 

Sphingolipiden (Hannun und Obeid, 2018). 

Die Auswirkungen der EVs und ihres Inhaltes auf Entstehungsmechanismen der 

Atherosklerose und bei Diabetes mellitus Typ II werden im Folgenden erläutert. 

1.4.2 Ceramide und Sphingosine 

Eine Unterart der beteiligten Sphingolipide sind Ceramide und Sphingosine (Mullen et al., 

2012; Trajkovic et al., 2008). Ceramid wird mit der Apoptose von Zellen assoziiert und 

aktiviert die PKC, zudem ist es wichtig für die Zell-Differenzierung (Ogretmen und Hannun, 

2004). Entscheidende Enzyme des Stoffwechsels sind die Sphingomyelinase (wandelt 

Sphingomyelin in Ceramid um), Ceramid-Kinase 1 (produziert Ceramid 1-phosphat aus 

Ceramid) und die Sphingosin-Kinase 1 (produziert Sphingosin 1-Phosphat aus 

Sphingosin).  

Sphingosin und Ceramid können schließlich in einem Schritt durch die Ceramidase bzw. 

die Ceramid-Synthase ineinander umgewandelt werden. Ceramid ist also ein 

notwendiges Zwischenprodukt zur Synthese von Sphingosin (Ogretmen und Hannun, 

2004). Auch im Endothel spielen Ceramide und Sphingosine funktionell bedeutsame 

Rollen. Ceramide blockieren die Vasodilatation (und sollen so kardiovaskulären 

Erkrankungen Vorschub leisten), während Sphingosin-1-Phosphat Vasodilatation 
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vermittelt und atheroprotektiv wirkt (Choi et al., 2021). Siskind et al. (2002) konnten 

zeigen, dass das Molekül C-16 Ceramid die Permeabilität von Mitochondrien erhöht. 

Dieser Effekt kommt durch Kanal-Bildung, bestehend aus mehreren dieser Lipide 

zustande (Siskind und Colombini, 2000). Da auf diese Weise außerdem ROS aus den 

Mitochondrien freigesetzt werden, könnte dies sich auf die Differenzierung der Zielzellen 

(z.B. Makrophagen) auswirken (Siskind et al., 2002).  Zietzer et al. (2021) belegten 

ebenfalls, dass Apoptose von Endothelzellen durch C-16 Ceramid verursacht wird. 

1.4.3 Extrazelluläre Vesikel in Atherosklerose und Diabetes 

Atherosklerose-Plaques enthalten in allen Stadien EVs, welche vermutlich größtenteils 

aus Plaque-bildenden Zellen (Leukozyten, Endothelzellen, Erythrozyten und glatte 

Muskelzellen) stammen. Diese produzieren EVs bzw. setzen sie bei der Apoptose frei. 

Der Einfluss von EVs auf atherosklerotische Plaques wurde vielfach untersucht. 

Klassische Risikofaktoren der Atherosklerose verursachen laut zahlreicher 

Untersuchungen erhöhte Plasmakonzentrationen von EVs. Viele in vitro Studien belegen, 

dass EVs die Freisetzung von proinflammatorischen Zytokinen wie IL-6 und IL-8 aus 

Endothelzellen und Leukozyten erhöhen; diese Zytokine fördern die Adhäsion von 

Monozyten an das Endothel und deren Migration in Richtung Plaque (Boulanger et al., 

2017). Außerdem erhöhen EVs die Expression von ICAM-1 und steigern Adhäsion und 

Diapedese (Rautou et al., 2011). 

Durch Scherkräfte induzierte EVs erhöhen die Expression von Adhäsionsmolekülen in 

Endothelzellen und auf THP-1-Zellen (Nomura et al., 2001). 

EVs aus humanen Umbilikalvenen-Endothelzellen (HUVECs) zeigen nach Stimulation mit 

TNF oder IL-1β eine deutlich erhöhte Expression der endothelialen Inflammationsmarker 

ICAM-1, P-selectin, E-selectin und VCAM-1 und fördern somit Atherosklerose (Akbar et 

al., 2017).  

Auch die endotheliale NO-Produktion wird durch EVs gehemmt (Agouni et al., 2008; 

Brodsky et al., 2004). Untersuchungen von Densmore et al. (2006) weisen auf eine 

veränderte Phosphorylierung der endothelialen NO-Synthase (eNOS) als Ursache hin. 

Des Weiteren wurde eine EV-bedingte erhöhte Produktion reaktiver Sauerstoffspezies 

unter Einfluss der NADPH-Oxidase mehrfach nachgewiesen (Brodsky et al., 2004; Jansen 

et al., 2013a). Diese Effekte führen, wie oben gezeigt, zu einer reduzierten 

Relaxationsfähigkeit der glatten Gefäßmuskulatur. Endotheliale EVs sind zudem in der 
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Lage die Permeabilität des Endothels zu erhöhen (Edrissi et al., 2016; Marcos-Ramiro et 

al., 2014). 

Eine weitere Wirkung von EVs verschiedener Herkunft ist die Verstärkung von 

Cholesterol- und Lipid-Ablagerungen in Makrophagen (Keyel et al., 2012). Beispielsweise 

stimulieren EVs aus CD4+ T-Zellen in vitro eben diesen Prozess und erhöhen die TNF-

Synthese in Makrophagen (Zakharova et al., 2007). EVs können außerdem die Apoptose 

von Makrophagen und anderen Zielzellen induzieren, dies geschieht durch zwei 

Mechanismen: Der erste beinhaltet den Transfer von Caspasen zur Zielzelle, die dort pro-

apoptotisch wirken (Sarkar et al., 2009). Der zweite wird durch membranständige 

Phospholipide der EVs ausgelöst. Vermutlich werden die Phospholipide durch 

Phospholipase A2 gespalten, wodurch vermehrt Arachidonsäure entsteht und konsekutiv 

vermehrt pro-apoptotische Ceramide (Distler et al., 2005; Huber et al., 2007; Zietzer et 

al., 2021). Die Apoptose verstärkt nachfolgend das Plaque-Wachstum und die 

Freisetzung weiterer EVs (Boulanger et al., 2017). 

Alles in allem zeigen diese Untersuchungen eine vielfältige Rolle von EVs in der 

Atherosklerose. Während proinflammatorische und proatherogene Effekte im 

Vordergrund stehen, gibt es möglicherweise auch protektive Effekte von EVs auf das 

Endothel beziehungsweise auf Monozyten und Makrophagen. 

1.5 Fragestellung dieser Arbeit 

Die hohe Krankheitslast sowie die dadurch entstehende finanzielle Beanspruchung der 

weltweiten Gesundheitssysteme deutet auf den Stellenwert der Atherosklerose-

Forschung hin. Wie beschrieben sind dabei das Verständnis der Pathophysiologie, 

insbesondere die Rolle des Monozyten-Makrophagen-Systems, und der Einfluss 

endothelialer EVs von großer Bedeutung. 

Die vorliegende Arbeit soll einen Beitrag zum besseren Verständnis der Zusammenhänge 

auf diesem Gebiet leisten: Ergründet wird, welche phänotypischen Änderungen in 

Makrophagen durch endotheliale EVs hervorgerufen werden. 

Folgende Hypothesen werden im Rahmen der vorliegenden Arbeit überprüft: 

1) Extrazelluläre Vesikel aus Endothelzellen, die erhöhten ox-LDL-, LDL- und Glucose-

Konzentrationen ausgesetzt sind, verursachen eine Zunahme der M1-Differenzierung in 

THP-1-Zellen.  

2) C16-Ceramid bewirkt eine M1-Differenzierung in THP-1-Zellen.   
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2. Material und Methoden 

 

2.1 Material 

 

Tab. 2: Geräte 
 

Gerät: Hersteller: 

Inkubator  Sanyo Denki K.K., Moriguchi, Japan 

 

Wasserbad 

Memmert GmbH & Co.KG, Schwabach, 

Deutschland 

Laminar-Flow-Sterilbank MSC advantage Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

Kühlzentrifuge 5430R Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

Zentrifuge 5430 Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

Plattenzentrifuge Labofuge 400R Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

Zentrifuge 5810 Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

Tischzentrifuge minispin plus Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

Lichtmikroskop Axiovert 40 CFL Carl Zeiss AG, Oberkochen, 

Deutschland 

Fluoreszenz Mikroskop Carl Zeiss AG, Oberkochen, 

Deutschland 

Heizblock: Thermomixer comfort 1,5 mL Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

Thermocycler: Vapo.protectMastercycler 

Pros 

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

NanoDrop 2000c Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

Vortexer: IkaVortexer Genius3 IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Staufen, 

Deutschland 

Vortexer: lab dancer IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Staufen, 

Deutschland 

BD FACS Canto II BD Bioscience, Franklin Lakes, USA 

Einkanalpipetten: 1000 µL, 200 µL, 100 

µL, 20µL, 10 µL, 2,5µL Research plus 

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 
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Tab. 2: Geräte 
 

Gerät: Hersteller: 

Integra Pipetboy 2 INTEGRA Biosciences AG, Zizers, 

Schweiz 

Eismaschine Scotsman Ice, Mailand, Italien 

Autoklav Systec GmbH, Linden, Deutschland 

 

Tab. 3: Software 
 

Software: Firma: 

MS Office 2020 Microsoft, Redmond, USA 

GraphPad Prism Version 7.03 GraphPad Software, Inc., San Diego, 

CA USA 

BD FACS Diva Software Version ?? BD Bioscience, Franklin Lakes, USA 

FlowJo Version 10.0.8.r1 Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, 

Deutschland 

NanoDrop 2000 Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

 

Tab. 4: Verbrauchsmaterialien 
 

Verbrauchsmaterial: Katalognummer: Hersteller: 

Zellkulturflasche, 25cm² (Vent-

Schraubkappe) T25, 75 cm² 

(Filter Schraubkappe) T75 

90025 

90076 

TPP Techno Plastic 

Products AG, 

Trasadingen, Schweiz 

Zellkulturschale, 100 mm  

 

 

93100 TPP Techno Plastic 

Products AG, 

Trasadingen, Schweiz 

Zellkultur Testplatte, 6 well  

 

92006 TPP Techno Plastic 

Products AG, 

Trasadingen, Schweiz 
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Tab. 4: Verbrauchsmaterialien 
 

Verbrauchsmaterial: Katalognummer: Hersteller: 

Eppendorf-Tubes: 0,5 ml, 1,5 ml, 

2 ml, 5 ml 

0030121023 

0030123328 

0030120094 

0030119401cc 

Eppendorf AG, Hamburg, 

Deutschland 

PCR SoftTubes, 0.2 ml, farblich 

gemischt   

711088 Biozym, Hessisch 

Oldendorf, Deutschland 

Falcon Tubes: 15 ml, 50 ml 188271 

227 261 

Greiner Bio-One 

International GmbH, 

Kremsmünster, Österreich 

CryoPure Tube, 1,6ml Violet  

 

72.380.007 Sarstedt, Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, USA 

Pipettenspitzen 0,1-20 µl, 0-200 

µl, 100-1250 µl 

07-372-2015 

07-376-2015 

07-379-2015 

Nerbe plus GmbH, 

Winsen/Luhe 

Deutschland 

Serologische Pipetten: Corning 

Costar Stripette 5 ml, 10 ml, 25 

ml 

CLS4487-200EA, 

CLS4488-200EA, 

CLS4489-200EA 

Sigma-Aldrich; Merck 

KGaA, Darmstadt, 

Deutschland 

PCR 96 Well Platte farblos 712260 Biozym, Hessisch 

Oldendorf, Deutschland 

MicroAmpTMOptical Adhesive 

Film 

4311971 Applied Biosystems, 

Foster City, CA , USA 

Falcon® 5 ml Round-Bottom 

Tubes 12x75 mm 

(Durchflusszytometrie) 

352054 Corning, NY, USA 

TBC-Spritzen 2009173 Mediware, Berlin, 

Deutschland 
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Tab. 5: Zellkulturmaterial 
 

Zellkulturmaterial: Katalognummer: Hersteller: 

THP-1 growing (THP-1 cells) 330356 CLS Cell Lines Service 

GmbH, Eppelheim, 

Deutschland 

RPMI 1640 Medium, 

GlutaMAX™  

 

61870044 GibcoTM, Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, USA 

Fetal Bovine Serum, qualified, 

One Shot™ format, EU 

Approved South America 

origin  

A3160802 GibcoTM, Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, USA 

Penicillin/Streptomycin, 100X, 

Tissue Culture Grade - 

Calbiochem  

516106 Merck KGaA, Darmstadt, 

Deutschland 

CM-1, Freeze medium for 

Mammalian cells 

800125 CLS Cell Lines Service 

GmbH, Eppelheim, 

Deutschland 

HCAEC (human, coronary, 

artery, endothelial cells) 

C-12221 PromoCell GmbH, 

Heidelberg, Deutschland 

Endothelial Cell Growth 

Medium MV  

C-22020 PromoCell GmbH, 

Heidelberg, Deutschland 

Freezing Medium Cryo-SFM C-29912 PromoCell GmbH, 

Heidelberg, Deutschland 

Hungermedium: Endothelial 

Cell Basis Medium MV 

C-22010 PromoCell GmbH, 

Heidelberg, Deutschland 

DetachKit 

HEPES BSS 

Trypsin EDTA-Solution, TNS 

C-41220 PromoCell GmbH, 

Heidelberg, Deutschland 

Zählkammer Neubauer 

improved 

BR717810-1EA Sigma-Aldrich, St. Louis, 

USA 
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Tab. 6: Reagenzien 
 

Reagenzien Katalognummer: Hersteller: 

20% Glucose Infusionslösung  03158931 B. Braun Melsungen AG, 

Melsungen, Deutschland 

Phorbol 12 myristate 13 

acetate (PMA) (ab120297)  

ab120297 

 

Abcam, Cambridge, UK 

C16 Ceramide (d18:1/16:0) N-

palmitoyl-D-erythro-

sphingosine  

 

860516P-5MG Avanti Polar Lipids, 

Alabaster, USA 

DMSO (Dimethylsulfoxid für 

die Zellkultur)  

 

A3672,0100 AppliChem GmbH, 

Darmstadt, Deutschland 

DPBS 1x, no calcium, no 

magnesium 

14190169 GibcoTM, Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, USA 

Formaldehyde solution 4%, 

buffered, pH 6.9  

 

3822 00 00 Sigma-Aldrich, St. Louis, 

USA 

UltraPure™ DNase/RNase-

Free Distilled Water  

 

10977049 GibcoTM, Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, USA 

RNase AWAY® 

decontamination reagent for 

RNase  

83931-250ML Sigma-Aldrich, St. Louis, 

USA 

TRIzolTMReagent 15596018 InvitrogenTM, Thermo 

Fisher Scientific, 

Walthamn, USA 

2-Propanol, ROTIPURAN® 

≥99,8 %, p.a.,  

6752.4 Carl-Roth GmbH & Co.KG, 

Karlsruhe, Deutschland 

Ethanol, ROTIPURAN® ≥99,8 

%, p.a.  

9065.4 Carl-Roth GmbH & Co.KG, 

Karlsruhe, Deutschland 
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Tab. 6: Reagenzien 
 

Reagenzien Katalognummer: Hersteller: 

Chlorofrom HPLC-Gütegrad, 

Alfa Aesar™ 

11310278 Fisher Scientific, Thermo 

Fisher Scientific, 

Walthamn, USA 

Omniscript® Reverse 

Transcription 

Omniscript Reverse 

Transcriptase 

Buffer RT, 10x 

dNTP Mix, 5 mM 

RNAsefreeWater 

205113 Qiagen, Hilden, 

Deutschland 

RNasin Plus RNase Inhibitor  

 

N2615 Promega, Madison, USA 

Primer Random P(DN) 6 50 

A260U 

11034731001 F. Hoffmann-La Roche 

AG, Basel, Schweiz 

GAPDH Hs02758991_g1 4351370 Thermo Fisher Scientific, 

Walthamm, USA  

18S Hs 99999901 s1 4351370 Thermo Fisher Scientific, 

Walthamm, USA 

TNF Hs 00174128_m1 4331182 Thermo Fisher Scientific, 

Walthamm, USA 

IL-10 Hs00961622 m1  

 

4331182 Thermo Fisher Scientific, 

Walthamm, USA 

TaqManTM Gene Expression 

Master Mix 

4369542 Applied Biosystems™, 

Thermo Fisher Scientific, 

Walthamm, USA 

Human BD Fc Block™  564220 BD Bioscience, Franklin 

Lakes, USA 

FITC Mouse Anti-Human 

CD80 Clone BB1  

555683 BD Bioscience, Franklin 

Lakes, USA 
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Tab 6: Reagenzien 
 

Reagenzien Katalognummer: Hersteller: 

BV421 Mouse Anti-Human 

CD86 Clone 2331  

562433 BD Bioscience, Franklin 

Lakes, USA 

Brilliant Violet 510™ anti-

human CD163 

333627 BioLegend, San Diego, 

USA 

CD206 (MMR) Monoclonal 

Antibody (19.2), PE, 

eBioscience™  

12-2069-42 Thermo Fisher Scientific, 

Walthamm, USA 

Lipoprotein, low density, 

human plasma, 99%, BT-903, 

5 mg 

J65039-#0 Thermo Fisher Scientific, 

Walthamm, USA 

Lipoprotein, low density, 

oxidized, human plasma, 99%, 

BT-910, 2 mg 

J65591-8+ Thermo Fisher Scientific, 

Walthamm, USA 

 

2.2 Methoden 

2.2.1 Reagenzien 

PMA 

1 mg PMA-Trockensubstanz wurde in 250 µl DMSO gelöst, um eine Konzentration von 4 

µg/µl zu erreichen. Aus dieser Stammlösung wurde wiederum 1 µl in 3,999 ml PBS 

aufgelöst, um eine Konzentration von 1 µg/ml zu erhalten. Aus dieser Stammlösung 

konnten für die Experimente die jeweils benötigten Mengen PMA-Lösung entnommen 

werden. Die Konzentration im Zellmedium betrug stets 15,4 ng/ml, entsprechend 25 nM. 

Glucose 

20 % Glucose-Lösung wurde dem HCAEC-Medium direkt zugesetzt, bis eine 

Konzentration von 5,5 mM erreicht wurde. 
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LDL und oxLDL 

Das oxLDL lag in einer Lösung mit der Konzentration 2 mg/ml vor, LDL mit einer 

Konzentration von 5 mg/ml. Beide wurden dem HCAEC-Medium unverdünnt zugesetzt, 

um eine Konzentration von 50 µg/ml zu erreichen. 

C16-Ceramid (d18:1 / 16:0) 

Die C16-Ceramid-Trockensubstanz wurde mit DMSO zu einer 5 mM Stammlösung 

verdünnt. Diese Stammlösung konnte nach entsprechender Verdünnung dem Medium 

zugegeben werden, um eine Konzentration von 1 µM sowie 10 µM zu erreichen. 

2.2.2 Zellkultur von HCAECs 

Zelllinie und Konservierung 

Für die Experimente mit Endothelzellen wurden humane Endothelzellen aus 

Coronararterien (HCAECs) verwendet. Es handelt sich hierbei um eine adhärente 

Zellspezies. Sie wurden gemäß Herstellerangabe nach der dritten Passage erworben und 

bis zur sechsten Passage in „Endothelial Cell Growth Medium MV“ unter Zusatz von 

„Endothelial Growth Media Supplement Mix“ bei 37 °C und 5 % CO2 im Brutschrank 

kultiviert. Anschließend wurden die Zellen in Cryo-SFM bei -150 °C Celsius eingefroren 

und zu den jeweiligen Experimenten wieder aufgetaut. Bei der Arbeit mit kultivierten Zellen 

wurde eine Laminar-Flow-Sterilbank verwendet, um steriles Arbeiten zu gewährleisten.  

Kultur und Passage 

Die Zellen wurden in T 75-Zellkultur-Flaschen in 12 ml Endothelzell-Medium kultiviert, bis 

ein Zellrasen aus 80-90 % konfluenten Zellen entstand. Alle zwei Tage erfolgte ein 

Mediumwechsel. Bei Erreichen der gewünschten Konfluenz wurde unter Verwendung 

eines Detach-Kit (PromoCell) eine Passage der Zellen durchgeführt. Das alte Medium 

wurde entfernt und die Zellen mit 3 ml HEPES BSS (HEPES Buffered Balanced Salt 

Solution) gewaschen. Es folgte die Zugabe von 3 ml Trypsin-EDTA-Lösung zu den Zellen. 

Anschließend erwärmte man die Flaschen zwei bis drei Minuten im Brutschrank bei 37 

°C, bis sich die Zellen vollständig gelöst hatten. Um eine Zellschädigung zu vermeiden, 

setzten wir 3 ml Trypsin-Neutralising-Solution zu. Die Zellsuspension wurde in ein 

Zentrifugenröhrchen überführt und 8 min bei 800 rpm sedimentiert. Der Überstand wurde 

verworfen und das verbleibende Sediment (im Folgenden als „Pellet“ bezeichnet) in 
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Endothelzell-Medium resuspendiert. Danach wurde die Zellsuspension zu gleichen Teilen 

auf drei neue T 75-Flaschen aufgeteilt, wobei der Boden gleichmäßig mit Zellen zu 

bedecken war. Nach der achten Passage teilte man die Zellen auf jeweils drei 10-cm-

Schalen auf und je nach Experiment behandelte man unterschiedlich weiter. 

Stimulation der HCAECs mit Glucose 

Um eine Hyperglykämie zu simulieren, wurden die Zellen in Glucose-haltigem Medium 

kultiviert. Dem Endothelzell-Medium fügte man so viel 20 %-Glucose-Lösung zu, dass 

eine Konzentration von 5,5 mM im Zellmedium erreicht wurde. Nach der achten Passage 

wurden die Endothelzellen mit dem Glucose-haltigen Medium versetzt und für 72 h 

inkubiert. Als Kontrolle diente Phosphat-gepufferte Salzlösung (PBS). 

Stimulation von HCAECs mit oxLDL und LDL 

Ein weiterer Teil der Experimente beinhaltete die Kultur von HCAECs in Medium mit 

zugesetztem humanem oxidierten low-density Lipoprotein (oxLDL). Die Konzentration 

nach Zusatz von humanem oxLDL betrug 50 µg pro ml Medium. Begonnen wurde nach 

Passage 8. Ebenfalls verwendet wurde unbehandeltes LDL in derselben Konzentration 

(50 µg/ml Medium) sowie PBS als Kontrolle. Die Inkubationszeit betrug 24 h. 

Isolation extrazellulärer Vesikel 

Der nächste Schritt beinhaltete die Erzeugung und Isolation von großen EVs (lEVs) aus 

den behandelten Zellen. Als Standard der EV-Isolation hat sich die differentielle 

Zentrifugation durchgesetzt, die in vielen verschiedenen Protokollen etabliert ist (Colombo 

et al., 2014).  

Die Zellen wurden nach Ablauf der Inkubationszeit mit PBS gewaschen und für 24 h mit 

5 ml Serum-freiem Medium (Endothelial Cell Growth Medium MV ohne Zusatz von 

Endothelial Growth Media SupplementMix) inkubiert. Nach 24-stündiger Kultur überführte 

man das Kulturmedium in Eppendorf-Hütchen. Die Isolation erfolgte nun nach einem 

etablierten Protokoll der differentiellen Zentrifugation (Jansen et al., 2013a): Zunächst 

wurde das entnommene Medium für 15 Minuten mit 1500 g, der hieraus resultierende 

Überstand im Anschluss 40 Minuten mit 20.000 g zentrifugiert. Danach wurde der 

Überstand verworfen, das Pellet mit PBS gewaschen und abermals 40 Minuten mit 20.000 

g zentrifugiert. Nachdem das Pellet in RPMI-Medium gelöst war, gab man es zu den THP-

1-Zellen. 
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2.2.3 THP-1-Zellen 

Zelllinie und Kultivierung 

Humane Akute Monozytenleukämie Zellen der Linie THP-1 (Tohoku Hospital Pediatrics-

1) wurden von Cell Lines Services™ erworben. Es handelt sich hierbei um eine non-

adhärente Zelllinie, die als Substitut für humane Makrophagen im experimentellen Ansatz 

weit verbreitet ist. Die Kultur erfolgte in RPMI 1640, GlutaMAX™-Medium, welches mit 

Fetalem Bovinen Serum (FBS) in einer Konzentration von 10 % sowie 

Penicillin/Streptomycin in einer Konzentration von 1 % versetzt wurde. Nach Passage 43 

fror man die Zellen bei -150°C in CM-1-Medium ein. Für die Experimente taute man sie 

schonend bei Raumtemperatur auf, um sie dann sofort in RPMI-Medium zu lösen. Im 

Anschluss erfolgte eine Zentrifugation bei 1000 rpm für 10 Minuten, der Überstand wurde 

verworfen und die Zellen in frischem RPMI-Medium resuspendiert. Die Kultur wurde 

zunächst in T 25-Zellkulturflaschen durchgeführt, ab einer Konzentration von 2 x 106 

Zellen/ml in T 75 Zellkulturflaschen fortgesetzt.  

Kultur und Passage 

Nach zwei bis drei Tagen einer Kultur bei 37 °C und 5 % CO2 erfolgte ein Mediumwechsel. 

Zunächst erfolgte eine Zellzählung mithilfe einer Neubauer improved Zählkammer: Hierzu 

wurde ein Aliquot entnommen und in die Zählkammer eingebracht. Vier Quadrate der 

Fläche 1 mm2 wurden ausgezählt und anschließend der Mittelwert gebildet. Bei einer 

Kammerhöhe von 0,1 mm ergab die Multiplikation des Mittelwerts mit 10 eine Zellzahl pro 

mm3. Nun wurde die Zellsuspension vollständig abgenommen, in ein Zentrifugen-Gefäß 

überführt und 10 Minuten mit 1000 rpm zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und 

die Zellen in 15 ml RPMI 1640-Medium resuspendiert. Sobald die Zellen eine 

Konzentration von ca. 2 x 106 Zellen/ml erreichten, wurden sie im Verhältnis 1:3 

passagiert. Es folgte eine erneute Zentrifugierung der Zellen, der Überstand wurde 

verworfen. Das Pellet wurde wieder hinzugefügt und die Zellsuspension auf drei T 75-

Zellkulturflaschen aufgeteilt. Verwendet wurden Zellen von Passage 47 bis zu Passage 

59 sowie unbehandelte THP-1 Zellen und PMA-differenzierte THP-1 Zellen, 

überschüssige Zellen und Zellen, die älter als Passage 59 waren wurden verworfen.  
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Stimulation von THP-1- Zellen mit PMA 

Um THP-1-Zellen für die Experimente in einen M0-Makrophagen Zustand zu versetzen, 

wurde eine Stimulation mit Phorbol-12-Myristat-13-Acetat (PMA) durchgeführt. PMA ist 

ein etabliertes Mittel zur Differenzierung von THP-1 Zellen in Makrophagen-ähnliche 

Zellen (Tsuchiya et al., 1982). Dieser Effekt wird vermutlich durch die Aktivierung von 

PKC-Isoformen mediiert (Mosior und Newton, 1995; Nishizuka, 1988). Für diese Arbeit 

wurden die THP-1-Zellen zunächst auf eine Platte mit sechs Vertiefungen (6-well-Platte) 

ausgesät. Je Vertiefung erfolgte dies in einer Menge von 1,5 x 105 THP-1-Zellen in 1,5 ml 

RPMI 1640-Medium. Die Zellen wurden weiterhin durch Zusatz von 25 nM PMA zum 

RPMI 1640-Medium für 48 Stunden aktiviert. Anschließend wurden die Zellen mit PBS 

gewaschen und weitere 24 Stunden in gewöhnlichem RPMI 1640-Medium kultiviert. 

Darauf folgte die Co-Kultur mit lEVs oder Ceramid sowie bei Durchflusszytometrie-

Experimenten zusätzlich die Differenzierung in einen M1- und einen M2-Phänotyp. 

Stimulation von THP-1-Zellen mit EVs 

Um die THP-1-Zellen mit lEVs zu stimulieren, wurden die lEVs zunächst aus dem 

Überstand der HCAEC-Kulturschale isoliert (siehe Abb. 2). Nach Abschluss der Isolation 

löste man die lEVs in RPMI 1640-Medium. Der Ertrag einer 10 cm-Kulturschale wurde 

dann für die Co-Kultur mit 1,5 x 105 THP-1-Zellen verwendet. Neben den Kontroll-lEVs 

diente RPMI 1640-Medium als Negativ-Kontrolle. Sofern sich an die Inkubationszeit eine 

RT-PCR anschloss, betrug diese 4 Stunden und 24 Stunden. Für die 

Durchflusszytometrie-Analyse wurde hingegen eine Inkubationszeit von 24 Stunden und 

72 Stunden gewählt. Die Analyse per Durchflusszytometrie erfolgte nur mit PMA-

differenzierten THP-1 Zellen nach Stimulation mit lEVs aus mit Glucose behandelten 

HCAECs. 
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Abb. 2: Protokoll der lEV-Stimulations-Experimente mit anschließender RT-PCR.  
 

Stimulation von THP-1-Zellen mit C16-Ceramid 

Die Stimulation PMA-differenzierter THP-1-Zellen erfolgte mit C16-Ceramid in einer 

Konzentration von 1 µM sowie in einer Konzentration von 10 µM. Als Vehikel-Kontrolle 

diente Dimethylsulfoxid (DMSO), als Negativ-Kontrolle RPMI 1640-Medium. Die 

Inkubationszeit betrug 24 Stunden. 

 

Differenzierung von THP-1-Zellen für Positiv-Kontrollen 

Für Experimente mit Durchflusszytometrie wurden Positiv-Kontrollen für die M1- und M2-

Differenzierung benötigt. Diese waren auch für die Erstellung der Kompensation und der 

FMO (siehe 2.2.5) notwendig, unbehandelte THP-1-Zellen verwendete man für die 

Kompensation. Zunächst wurden die THP-1-Zellen für beide Differenzierungsrichtungen 

mit PMA behandelt, dann mit PBS gewaschen und anschließend mit 25 nM PMA und 20 
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ng/ml IFN-γ inkubiert. Bei einer Inkubationszeit von 24 Stunden erfolgte zusätzlich die 

Verwendung von 100 ng/ml LPS (Li et al., 2016a). Bei 72 Stunden Inkubationszeit wurden 

lediglich 10pg/ml LPS eingesetzt (Hirose et al., 2011), um die Toxizität für die THP-1 

Zellen geringer zu halten. Dieses Vorgehen beschreiben Genin et al. als vorteilhaft (Genin 

et al., 2015). Für die Herstellung eines M2-Phänotyps wurden die Zellen in Medium mit 25 

nM PMA sowie einem Zusatz von 20 ng/ml IL-4 und 20 ng/ml IL-13 über 24 h bzw. 72 h 

inkubiert. Die verlängerte Inkubation von 72 Stunden wurde gewählt, da Genin et al. 

belegen, dass M2-Makrophagen-Marker nach dieser Zeit stärker exprimiert werden (Genin 

et al., 2015).  

 

2.2.4 Genexpressionsanalyse mittels Reverse Transkriptase PCR 

Die Analyse der Expression von Genen mithilfe der Reverse Transkriptase Polymerase 

Chain Reaction (RT-PCR) ist eine Standardmethode zur Detektion, Amplifikation und 

Quantifizierung (dann auch quantitative PCR genannt) von DNA (Heid et al., 1996). Durch 

reverse Transkription und Herstellung von komplementärer DNA (cDNA) ist mit Hilfe der 

PCR außerdem die Analyse von RNA möglich. Hierzu benötigt man die folgenden 

Schritte: RNA-Isolation aus Zellen, Reverse Transkription und PCR. 

RNA-Isolation 

Vor Beginn der RNA-Isolation wurde die Arbeitsfläche mit RNAse AWAY® gereinigt, um 

freie RNAsen zu inhibieren. Das zellhaltige Medium wurde nun aus jeder Vertiefung der 

6-well-Platte in je ein 2 ml Mikroreaktionsgefäß (im Folgenden Tube genannt) gefüllt und 

10 Minuten bei 1000 rpm zentrifugiert. Nach einem Waschschritt mit 1 ml PBS erfolgte 

erneut eine Zentrifugation für 10 Minuten bei 1000 rpm. Währenddessen löste man die in 

den Vertiefungen verbliebenen Zellen in je 500 µl TRIzol™ und lagerte diese auf Eis. Nach 

erfolgtem Waschen wurde der Überstand aus dem Hütchen entfernt und die TRIzol™-

Lösung aus der 6-well-Platte für jede Probe in das korrespondierende Gefäß überführt. 

Daraufhin füllte man den gesamten Inhalt eines 2 ml-Gefäßes in ein neues 1,5 ml-Gefäß. 

An dieser Stelle konnte die Isolation unterbrochen und die Proben in einem Kühlschrank 

bei -80 °C zwischengelagert werden. Im nächsten Schritt wurde jeder Probe 100 µl 

Chloroform zugegeben. Nach einer Bearbeitung mit dem Vortex-Mischgerät für 15 

Sekunden wurden die Proben bei 4°C für 15 Minuten bei 13.000 rpm zentrifugiert. 
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Die resultierende obere Phase wurde in ein neues 1,5 ml-Gefäß gegeben, während die 

Interphase und die untere Phase verworfen wurden (siehe Abb. 3). 

 

Abb. 3: Schema der RNA-Isolation. 
Eppendorf-Reaktionsgefäß mit RNA-Probe nach Zugabe von Chloroform und 
Zentrifugation. Die obere klare Phase enthält RNA und wird weiterverwendet, der Rest 
wird verworfen. 
 

Zur oberen Phase wurde Isopropanol im Verhältnis 1:1 hinzugegeben, die Probe drei- bis 

viermal invertiert und im Anschluss eine Stunde bei Raumtemperatur gelagert, um das 

Ausfällen der RNA abzuwarten. Hiernach folgte eine weitere Zentrifugation für 15 Minuten 

bei 4°C und 13.000 rpm, der Überstand wurde verworfen. Das resultierende Pellet wurde 

mit 75% Ethanol gewaschen. Zentrifugation und Ethanol-Zugabe wiederholte man ein 

weiteres Mal. Nach einer abschließenden Zentrifugation wurde der Überstand vollständig 

entfernt und das Pellet 30 Minuten bei Raumtemperatur getrocknet. Nach erfolgter 

Trocknung wurde das Pellet in 10 µl RNAse- und DNAse-freiem Wasser gelöst. Die 

Gefäße wurden auf Eis gelagert und mit dem Nanodrop-Spektralphotometer sowohl die 

RNA-Konzentration als auch deren Reinheit gemessen. 
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Transkription in cDNA 

Aus der RNA wurde im Folgenden mittels reverser Transkription cDNA erstellt, welche im 

Anschluss für die PCR genutzt wurde. 0,5 µg der RNA wurden in 12 µl RNAse- und 

DNAse-freiem Wasser gelöst. Außerdem wurde ein Mastermix mithilfe des Omniscript® 

RT Kit erstellt (Tab. 7). Durch das Volumen von 8 µl Mastermix ergab dies einen Ansatz 

mit insgesamt 20 µl Reaktionsvolumen. Die so vorbereiteten Proben wurden in 0,2 ml 

SoftTubes über 60 min bei 37°C im Thermocycler zur Reaktion gebracht. Nach Abschluss 

wurden die Proben bei -20°C bis zur Verwendung für die PCR gelagert. 

 

Tab. 7: Reaktionsansatz der reversen Transkription 
 

Mastermix µl/Reaction 

dNTPs 2 

10x Puffer 2 

10x Random Primer 2 

Reverse Transkriptase 1 

RNAsin 0,2 

dH2O 0,8 

Gesamt 8 µl 

RNA +12µl 

Reaktionsvolumen = 20 µl 

 

Quantitative RT-PCR 

Die quantitative RT-PCR wurde mit Primern nach dem TaqMan-Prinzip durchgeführt. 

TaqMan-Sonden sind mit einem Reporter (Fluoreszenz-Quelle) und einem Quencher 

(Unterdrücker der Fluoreszenz) ausgestattet, die an unterschiedlichen Enden der 

Sequenz lokalisiert sind. Solange der Primer intakt ist, wird das Fluoreszenzsignal des 

Reporters durch den Quencher unterdrückt. Wird die Sonde zur Amplifikation genutzt, 

wird der Reporter abgespalten und somit nicht länger unterdrückt. Am Ende jedes 

Reaktionszyklus wird die Signalintensität gemessen, die bei stetiger Amplifikation 

zunächst exponentiell ansteigt. In dieser Phase ist die Messung sehr akkurat, da die 

Hintergrundfluoreszenz gering ist. Der Zyklus, in dem der exponentielle Anstieg zuerst 



34 
 

auftritt, ist der Cycle Threshold (CT). Er wird für die anschließende Auswertung 

verwendet, die nach der 2-ΔΔct-Methode erfolgt. Für diese vergleichende Methode wird 

stets eine endogene Kontrolle benötigt (Heid et al., 1996; Livak und Schmittgen, 2001). 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden für die quantitative RT-PCR-Primer zum Nachweis von 

TNF- und IL-10-codierender DNA eingesetzt. Als endogene Kontrolle wurden außerdem 

18S (für Experimente mit vorhergehender Ceramid-Stimulation) sowie GAPDH (für 

Experimente mit lEV-Stimulation) herangezogen. Zu Beginn wurde die cDNA jeder Probe 

im Verhältnis 1:8 mit H2O verdünnt, entsprechend einem Reaktionsvolumen von 9µl pro 

Ansatz. Außerdem wurde jeder Primer mit der Master-Mix-Reagenz kombiniert: 1 µl 20x-

Sonde und 10 µl TaqManTM Gene Expression Master Mix pro Reaktion ergaben 11 µl pro 

Ansatz. Das Reaktionsvolumen von insgesamt 20 µl wurde in eine Vertiefung einer 96-

well-Platte gegeben. Für jede Probe wurden drei unabhängige Reaktionen vorbereitet, die 

96-well Platte wurde dann mit einer Folie versiegelt. Die Durchführung der quantitativen 

RT-PCR Reaktion erfolgte mithilfe einer 7500 HT Real-time PCR Maschine. Zunächst 

wurde die Platte 2 Minuten bei 50 °C und dann 10 Minuten bei 95 °C erwärmt. Es 

schlossen sich 50 Zyklen des folgenden Algorithmus an: Erwärmung bei 95 °C für 15 

Sekunden, danach 60 Sekunden bei 60°C. Die Berechnung der Ergebnisse in 

Tabellenform erfolgte mithilfe der international anerkannten 2-ΔΔct-Methode (Livak und 

Schmittgen, 2001), die mithilfe von Microsoft Excel® durchgeführt wurde. Die Formeln 

wurden hierzu selbstständig in die Tabelle eingefügt. 

 

2.2.5 Durchflusszytometrie 

McKinnon (2018) charakterisiert „Durchflusszytometrie [als] eine Technologie, die eine 

schnelle, multiparametrische Analyse von Einzelzellen in Lösung liefert. 

Durchflusszytometer nutzen Laser als Lichtquelle um gestreute und fluoreszierende 

Lichtsignale zu erzeugen, welche durch Detektoren, wie Photodioden oder 

Photoelektronenvervielfacher, gelesen werden. Diese Signale werden in elektrische 

Signale umgewandelt, welche von einem Computer analysiert und in ein standardisiertes 

Datenformat (.fcs) übertragen werden“. 

In den vorliegenden Experimenten wurden Fluorochrom-gebundene Antikörper genutzt. 

Sie binden an Strukturen der Zellen, werden von den Lichtstrahlen getroffen und 

emittieren Licht eines charakteristischen Spektrums. Anhand des spezifischen Antikörper-
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Signals sowie einer charakteristischen Lichtstreuung nach vorne und zur Seite (Forward-

scatter, FSC und Sideward-scatter, SSC) lassen sich die Einzelzellen klassifizieren und 

differenzieren. Zumeist wird eine Kompensation der überlappenden Lichtspektren 

vorgenommen, um falsch positive Ergebnisse zu minimieren (Adan et al., 2017). Die 

Auswertung erfolgt mit spezialisierter Software (z.B. FlowJo™). 

In Vorbereitung auf die Experimente wurde die optimale Konzentration für jeden 

Antikörper anhand von Verdünnungsreihen (1/200, 1/100, 1/50 und 1/25) und 

anschließender Bestimmung eines Trennungs-Index (separation index) festgelegt. Mit 

‚signal‘ ist hier die gefärbte Zellpopulation bezeichnet, mit ‚background‘ die ungefärbte 

Kontrollpopulation (Telford et al., 2009): 

 

Separation Index: 
(𝑚𝑒𝑑𝑖𝑎𝑛 𝑠𝑖𝑔𝑛𝑎𝑙−𝑚𝑒𝑑𝑖𝑎𝑛 𝑏𝑎𝑐𝑘𝑔𝑟𝑜𝑢𝑛𝑑)

[(84.𝑝𝑒𝑟𝑐𝑒𝑛𝑡𝑖𝑙𝑒 𝑏𝑎𝑐𝑘𝑔𝑟𝑜𝑢𝑛𝑑−𝑚𝑒𝑑𝑖𝑎𝑛 𝑏𝑎𝑐𝑘𝑔𝑟𝑜𝑢𝑛𝑑)/0,995]
. 

 

 

In der vorliegenden Arbeit wurden Antikörper gegen CD80, CD86, CD163 sowie gegen 

CD206 verwendet. Die Zellen löste man gemäß Herstellerprotokoll nach Ablauf der 

Kulturzeit mit Trypsin-EDTA und wusch sie mit PBS. Zur Fixierung wurden sie dann über 

20 Minuten bei 4°C in 1%-Formaldehyd-Lösung gelagert. Anschließend wurden die Zellen 

sorgfältig in 100 µl PBS gelöst und mit 2,5 µg humanem Fc-Block für 10 Minuten inkubiert. 

Hintergrund ist, eine unspezifische Bindung des Fc-Fragments der färbenden Antikörper 

durch die THP-1-Zellen zu verhindern. Nachdem jede Probe für 10 Sekunden auf einem 

Vortex gemischt wurde, erfolgte die Antikörper-Färbung entsprechend folgender Tabelle: 

 
Tab. 8: Verwendete Konzentration der Antikörper in der Durchflusszytometrie 
 

Antigen Fluoreszenz Lösungsverhältnis 

CD80 FITC 1/25 

CD86 BV 421 1/100 

CD163 BV 510 1/100 

CD206 PE 1/25 
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Nach Zugabe von 300 µl PBS erfolgte die Auswertung der Proben an einem BD FACS 

Canto™ II mithilfe der BD FACS DivaTM-Software; dabei wurden 10.000 Events je Probe 

registriert.  

Für die Kompensation wurden zu gleichen Teilen undifferenzierte THP-1-Zellen, M1-

differenzierte und M2-differenzierte THP-1-Zellen verwendet. Für jeden Antikörper erfolgte 

die Erstellung einer Probe mit einer Einzelfärbung (single staining) und eine gänzlich ohne 

Färbung (unstained). Anschließend wurde der Anteil des unspezifischen Fluoreszenz-

Signals aus der ungefärbten Probe vom Gesamtsignal der gefärbten Probe subtrahiert, 

um so die Antikörper-spezifische Fluoreszenz festzulegen (Abb. 4). Außerdem wurde ein 

Fluorescence-minus-one-Ansatz (FMO) durchgeführt, um ein falsch-positives Signal der 

Detektoren der jeweiligen Fluoreszenzen auszuschließen: Hierzu wurde eine Probe mit 

allen verwendeten Antikörpern gefärbt (full staining) und Proben erstellt, in denen jeweils 

einer der insgesamt vier Antikörper fehlte, die Fluorescence-Minus-One (FMO)-Probe. Es 

erfolgte ein Vergleich der FMO-Proben mit der Full-Staining-Probe (Abb. 5). Die 

Auswertung und graphische Darstellung erfolgten mithilfe von FlowJo™-Software der 

Version 10.0.8.r1, die Berechnung der Verhältnisse der positiven Events je Zellpopulation 

erfolgte mit Microsoft Excel®.  

 

 

Abb. 4: Kompensation am Beispiel des Fluorochroms AmCyan: 
Linke und rechte Graphik: Darstellung der Population, welche für die Kompensation 
herangezogen wurde. Die mittlere Graphik zeigt die Subtraktion des Signals der 
ungefärbten Population (blaue Fläche) von dem Signal der gefärbten Population (grüner 
Graph). Der resultierende Bereich (grüne Fläche) ist die Signalstärke, bei der im Versuch 
ein Signal als positiv definiert wurde.  
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Abb. 5: Vergleich von FMO-Proben (schwarzer Graph) und Full-Staining-Probe 
(blaue Fläche). 
Es wurde für alle Kanäle gezeigt, dass es, verglichen mit der FMO-Probe, in 
Anwesenheit des Fluorochroms zu einer deutlichen Signalverstärkung kommt. 
Darstellung mittels FlowJo™-Software. 
 

Zu Beginn der Auswertung der Experimente erfolgte das Setzen von Gates. Hierbei 

wurden in der Darstellung von FSC (abhängig vom Volumen der Zelle) gegen SSC 

(abhängig von der Granularität der Zelle) nur Zellen eingeschlossen, die im für 
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Makrophagen definierten Bereich liegen; undifferenzierte THP-1-Zellen wurden somit 

ausgeschlossen. Anschließend erfolgt der Ausschluss von Zelldubletten mithilfe von SSC-

H (H für Height) und SSC-A (A für Area) (Bushnell, 2018). 

Die Signale für jedes Fluorochrom wurden einzeln als Histogramm dargestellt und anhand 

der Kompensation festgelegt, ab welcher Intensität das Signal als positiv gewertet wird 

(Abb. 6).104  
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Abb. 6: Vorgehen beim Setzen der Gates für FACS-Experimente am Beispiel des 
Fluorochroms Pacific Blue. 
A) Definition der Makrophagen-Population mithilfe der Darstellung von SSC-A zu FSC-A. 
B) Ausschluss von Zelldubletten mithilfe der Darstellung von SSC-H zu SSC-A.  
C) Unterscheidung der Merkmal-positiven und -negativen Populationen im Histogramm, 
Darstellung der registrierten Ereignisse im Verhältnis zur Signalintensität.  
Graphik erstellt mithilfe von FlowJo™-Software. 
 

2.2.6 Statistische Analyse 

Die statistische Auswertung und die graphische Darstellung der Statistik erfolgten mithilfe 

von GraphPad Prism®. Für die Erstellung von Infographiken wurde Microsoft PowerPoint® 

verwendet. Es erfolgte jeweils die Untersuchung von mindestens drei unabhängigen 

Experimenten. Die vergleichende Auswertung erfolgte mithilfe einer einseitigen 
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Varianzanalyse (One way ANOVA) und dem Tukey-Test (Tukey’s multiple comparisons 

test) als Post-hoc-Verfahren. Dargestellt wurden stets der Mittelwert und der 

Standardfehler (SEM). Der P-Wert wurde der Übersicht halber in einigen Graphischen 

Darstellungen abgekürzt (Tab. 9). 

 

Tab. 9: Abkürzungen der p-Werte 

Nicht signifikant n.s. 

P<0,05 * 

P<0,01 ** 

P<0,001 *** 

P<0,0001 **** 
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3. Ergebnisse 

3.1 lEVs aus oxLDL-behandelten Endothelzellen lösen in THP-1 Zellen keine 

phänotypische Differenzierung aus 

 

Eine Hypercholesterinämie trägt signifikant zur Bildung atherosklerotischer Plaques in der 

Gefäßwand bei. Hierbei kommt es zur Endotheldysfunktion und dem Einwandern von 

Makrophagen bzw. der Transdifferenzierung ortsständiger glatter Muskelzellen zu 

Makrophagen. Aus ihnen entstehen durch den Einfluss von oxidiertem LDL 

Schaumzellen. 

Im folgenden Experiment wurde der Einfluss von extrazellulären Vesikeln aus oxLDL- und 

LDL-behandelten Endothelzellen auf die Differenzierung von THP-1 Zellen untersucht. 

HCAECs wurden mit oxLDL- respektive LDL-versetztem Medium kultiviert. Die 

anschließend isolierten lEVs wurden mit unbehandelten THP-1 Zellen co-kultiviert. 

Kontroll-lEVs wurden aus HCAECs mit PBS-haltigem Medium isoliert; als Negativ-

Kontrolle diente zellfreies RPMI 1640-Medium. Die Analyse erfolgte mittels RT-PCR-

Experimenten. Für eine M1-Differenzierung wurde TNF verwendet als Marker für eine M2-

Differenzierung IL-10. 

Die Ergebnisse zeigen, dass es zu keiner signifikanten Änderung der TNF-Expression 

unter Einfluss von oxLDL-, LDL- oder Kontroll-lEVs kommt. Der p-Wert von Kontrolle zu 

Kontroll-lEVs betrug 0,56. Das IL-10 konnte in der PCR nicht mit ausreichender 

Signalstärke nachgewiesen werden (Abb. 7). 
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Abb. 7: TNF-Expressionsverhalten oxLDL und LDL-lEV-stimulierter THP-1-Zellen 
Unbehandelte THP-1-Zellen verändern ihr TNF-Expressionsmuster unter Einfluss von 
LDL- und oxLDL-lEVs nicht. 
Co-Kultur über 24 h. Analyse via RT-qPCR. Internes Kontrollgen GAPDH (Mittelwert 
±SEM, n=5-6). 
 

3.2 lEVs aus oxLDL-behandelten Endothelzellen erzeugen in PMA-stimulierten THP-1 

Zellen keine Änderung der Differenzierung 

 

Unbehandelte THP-1 Zellen weisen Ähnlichkeiten mit Monozyten auf. Eine Behandlung 

mit PMA verursacht in THP-1 Zellen eine Differenzierung zu einem Phänotyp, der mehr 

Gemeinsamkeiten mit M0-Makrophagen aufweist. Mit diesem Wissen überprüften wir in 

folgendem Experiment, ob PMA-behandelte THP-1 Zellen auf Co-Kultur mit lEVs mit einer 

Genexpressionsänderung reagieren. Des Weiteren untersuchten wir, ob eine 

Inkubationszeit von vier Stunden eine Änderung der Genexpression im Vergleich zu einer 

Inkubationszeit von 24 Stunden bewirkt. HCAECs wurden mit ox-LDL und LDL behandelt. 
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Kontroll-lEVs wurden aus HCAECs mit PBS-haltigem Medium isoliert, als Negativ-

Kontrolle diente zellfreies RPMI 1640-Medium. 

Die TNF-Expression der oxLDL-Gruppe zeigte keine Veränderung gegenüber der 

Kontrollgruppe, weder nach vier noch 24 Stunden Inkubationszeit. Die IL-10-Expression 

wies einen Trend zu geringeren Konzentrationen nach vier Stunden auf, war jedoch 

statistisch nicht signifikant different. Nach 24 Stunden war die IL-10 Expression 

annähernd auf dem Niveau der Kontrollgruppe (siehe Abb. 8). Kontroll-lEVs und LDL-lEVs 

erzeugten ebenfalls keinen signifikanten Effekt und veränderten die Genexpression kaum. 
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Abb. 8: Genexpression (TNF und IL-10) von PMA-differenzierten THP-1-Zellen nach 
4 h und 24 h Co-Kultur mit oxLDL-lEVs.  
Es zeigte sich keine signifikante Veränderung, jedoch eine tendentiell niedrigere IL-10 
Expression nach 4 h. Analyse via RT-qPCR. Internes Kontrollgen GAPDH. (Mittelwert 
±SEM, n=5-6). 
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3.3 lEVs aus Glucose-behandelten Endothelzellen haben differenzierte Auswirkungen 

auf PMA-stimulierte THP-1 Zellen 

LEVs reduzieren die TNF-Expression, Glucose verändert die zeitliche Dynamik 

OxLDL-lEVs zeigten einen Trend, jedoch keinen signifikanten Effekt auf die 

Genexpression von PMA-differenzierten THP-1-Zellen. Auf Grundlage dieser 

Beobachtungen wurde das folgende Experiment geplant und durchgeführt. Zur 

Stimulation der HCAECs wurde dem Medium Glucose zugefügt. Die Vehikel-Kontrolle 

(HCAECs mit PBS) und Negativ-Kontrolle (zellfreies RPMI 1640-Medium) wurden wie in 

den vorherigen Experimenten ausgewählt. Die Co-Kultur wurde vier und 24 Stunden 

durchgeführt. 

Nach vier Stunden zeigte sich eine deutlich signifikante Verminderung der TNF-

Expression (p<0,0001) in der Glucose-lEV-Gruppe gegenüber der Kontrolle. Die IL-10 

Produktion hingegen veränderte sich nicht signifikant. Nach 24 Stunden hatte sich die 

TNF-Expression ebenfalls normalisiert (siehe Abb. 9). 
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Abb. 9: Effekte von Glucose-lEVs im Vergleich zur Negativ-Kontrolle 
lEVs aus Glucose-behandelten HCAECs inhibierten die TNF-Expression in PMA-
behandelten THP-1 Zellen. Analyse via RT-qPCR. Internes Kontrollgen GAPDH (4 h: 
n=10. 24 h n=8, Mittelwert ±SEM, n.s.=nicht signifikant). 
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Bemerkenswert waren die Effekte auf Kontroll-lEVs. Sie unterschieden sich nicht 

signifikant von denen der Glucose-lEVs, zeigten jedoch eine andere zeitliche Dynamik.  

Während die Glucose-Gruppe keine verminderte TNF-Expression gegenüber der 

Kontroll-lEV-Gruppe aufwies (nicht signifikant; Abb. 10), zeigten die Kontroll-lEVs für TNF 

eine verminderte Expression gegenüber der Kontrolle nach vier Stunden Inkubation 

(p<0,001, Abb. 11). Nach 24 Stunden normalisierte sich dieser Effekt langsam im 

Vergleich zur Glucose-lEV Gruppe: Die Kontroll-lEV Gruppe war knapp nicht signifikant 

gegenüber der Glucose-lEV Gruppe reduziert (p=0,09, Abb. 10) und zeigte zudem eine 

signifikante Veränderung gegenüber der Kontroll-Gruppe (Abb. 11), während sich die 

Glucose-Gruppe beinahe vollständig normalisiert hatte. 
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Abb. 10: Effekte von Glucose-lEVs im Vergleich zu Kontroll-lEVs 
Glucose-lEVs exprimierten TNF nicht signifikant anders, verglichen mit Kontroll-lEVs. 
Negativ-Kontrolle nicht dargestellt. Analyse via RT-qPCR. Internes Kontrollgen GAPDH. 
(4 h n=10, 24 h n=7, Mittelwert ±SEM). 
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Abb. 11: Effekte von Kontroll-lEVs im Vergleich zur Negativkontrolle 
Kontroll-lEVs exprimierten signifikant weniger TNF als die Negativ-Kontrolle. Der Effekt 
war konsistent über 4 h und 24 h. Analyse via RT-qPCR. Internes Kontrollgen GAPDH. (4 
h n=10, 24 h n=7, Mittelwert ±SEM). 

LEVs erhöhen die Expression von CD80, Glucose verändert die zeitliche Dynamik. 
CD163 und CD206 zeigen keine spezifischen Veränderungen  

Um den via RT-PCR festgestellten Effekt zu bestätigen, wurden 

Durchflusszytometrieexperimente unternommen. Neben der Negativ-Kontrolle, den 

Kontroll-lEVs und den Glucose-lEVs gab es Positiv-Kontrollen für den M1-Phänotyp und 

den M2-Phänotyp. Diese wurden nach PMA-Stimulation mit LPS und IFN-γ (M1) bzw. IL-

4 und IL-13 (M2) erzeugt. Die Inkubationszeit wurde auf 24 Stunden und 72 Stunden 

festgelegt.  

Effekte auf die Positiv-Kontrollen 

Betrachtet man die Positiv-Kontrollen, so zeigt sich, dass die M1-Marker CD80 und CD86 

in der M1-Positiv-Kontrolle nach 24 Stunden deutlich erhöht waren. Dies war sowohl 

gegenüber der Negativ-Kontrolle als auch gegenüber der M2-Gruppe deutlich signifikant 

(jeweils p<0,0001; Abb. 12). Die M2- Positiv-Kontrolle war bezüglich der CD86-Expression 
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ebenfalls gegenüber der Negativ-Kontrolle erhöht (p=0,0005), quantitativ jedoch deutlich 

geringer als die M1- Positiv-Kontrolle.  
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Abb. 12: Expression der M1-Marker CD80 (A) und CD86 (B) nach 24 h.  
Die Polarisierung der PMA-aktivierten THP-1-Zellen in der Positiv-Kontrolle für M1-
Makrophagen erzeugte einen signifikanten Anstieg der Expression der M1-Marker CD80 
und CD86. Die M2-Polarisierung erzeugte keine signifikante Änderung für CD80, jedoch 
einen Anstieg von CD86 gegenüber der Kontrolle. Analyse via Durchflusszytometrie. 
(CD80 n=7, CD86 n=9, Mittelwert±SEM, ***p<0,001, ****p<0,0001, n.s.= nicht signifikant). 
 

Die Polarisation zu einem M2-Phänotyp rief keinen signifikanten Anstieg der jeweiligen 

Marker (CD163 und CD206) hervor. Nach 24 Stunden zeigte sich kein signifikanter 

Unterschied gegenüber M1-Positivontrolle und Negativ-Kontrolle (Abb. 13). 
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Abb. 13: M2-Marker-Expression nach 24 h. 
Die Polarisierung der M2-Positivkontrollgruppe zeigte keine signifikante Veränderung der 
Expression der M2-Marker CD163 (A) und CD206 (B) nach 24 h. Analyse via 
Durchflusszytometrie. (Mittelwert±SEM, CD163 n=6, CD206 n=9, n.s. = nicht signifikant). 
 

In der Auswertung nach 72 Stunden zeigte sich bei CD80 keine signifikante Änderung der 

Expression gegenüber der Kontrollgruppe. CD86 wurde vermehrt in M2-polarisierten 

Zellen exprimiert. Sowohl gegenüber der Kontrolle als auch gegenüber den M1-

polarisierten Zellen zeigte sich eine signifikante Erhöhung (Abb. 14). 
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Abb. 14: Expression der M1-Marker CD80 (A) und CD86 (B) nach 72 h.  
Bei längerer Inkubation zeigte sich kein signifikanter Anstieg der CD80 Expression. CD86 
wird von M2-polarisierten Zellen deutlich vermehrt gebildet. Analyse via 
Durchflusszytometrie. (n=5-6, Mittelwert ±SEM, n.s. = nicht signifikant, ***p<0,001, 
****p<0,0001). 
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CD163 zeigte keine signifikante Änderung der Expression nach Polarisation in M1- oder 

M2-Phänotyp. CD206 war bei M1- und M2-polarisierten Zellen signifikant höher als bei der 

Kontrolle, jedoch zeigte sich keine Signifikanz im Unterschied zwischen den jeweiligen 

Polarisationsarten (Abb. 15). 
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Abb. 15: Expression der M2-Marker CD 163 (A) und CD206 (B) nach 72 h. 
CD163 zeigte keinen spezifischen Anstieg der Expression. CD206 wird bei M1 und M2 
deutlich vermehrt exprimiert. Analyse via Durchflusszytometrie. (n=5-6, Mittelwert ±SEM, 
n.s.=nicht signifikant, ****p<0,0001) 
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Effekte auf die Versuchsgruppen 

Nach 72 Stunden war CD80 durch Glucose-lEVs und Kontroll-lEVs gegenüber der 

Negativ-Kontrolle signifikant vermehrt exprimiert. Die M1-Kontrolle war gegenüber den 

Versuchsgruppen reduziert. Die Kontroll-lEVs waren in ihrem Expressionsverhalten 

gegenüber den Glucose-behandelten lEVs nicht nachweisbar verändert. Die Glucose-

lEV-Population zeigte bereits nach 24 Stunden eine signifikante Erhöhung von CD80 

gegenüber der Negativ-Kontrolle. In der M1-Kontrolle war CD80 gegenüber allen anderen 

Versuchsgruppen zu diesem Zeitpunkt deutlich erhöht exprimiert. Die M2-Kontrolle (hier 

nicht gezeigt) war zu keiner Zeit signifikant unterschiedlich im Vergleich zur Negativ-

Kontrolle. 
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Abb. 16: Expression des M1-Markers CD80 unter Einfluss von lEVs im Zeitverlauf. 
CD80 ist nach 72 h durch lEV-Einfluss signifikant gegenüber der Negativ-Kontrolle erhöht. 
Glucose beschleunigt diesen Effekt, sodass er bereits nach 24 h auftritt. Die M1-Kontrolle 
(IFN-γ und LPS) ist nach 24 h erhöht exprimiert. Analyse via Durchflusszytometrie. (n=7, 
Mittelwert ±SEM, n.s.=nicht signifikant *p<0,05, **p<0,01) 
 

Betrachtet man die Expression von CD86 in den Versuchsgruppen mit Glucose-lEVs und 

Kontroll-lEVs, so zeigte sich keine signifikante Veränderung gegenüber der Negativ-

Kontrolle. 
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CD163 zeigte in keiner der Versuchsgruppen oder Kontrollen einen signifikanten 

Unterschied. Nach 24 Stunden Inkubationszeit war CD206 in keiner Population signifikant 

verändert. Nach 72 Stunden zeigte sich die oben beschriebene Erhöhung in der M1- sowie 

in der M2-Population (Abb. 17). 

Somit war CD80 durch Einfluss von lEVs mit und ohne Glucose nach 72 h erhöht. Durch 

Glucose wurde der Unterschied schneller, und zwar nach 24 Stunden, auffällig. Die 

übrigen untersuchten Differenzierungsmerkmale waren nicht verändert, oder nicht 

geeignet eine Differenzierung zu detektieren, da sie in mehreren Populationen zugleich 

und somit unspezifisch erhöht waren. 
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Abb. 17: Expression des M2-Markers CD206 unter Einfluss von lEVs im Zeitverlauf. 
CD206 war nach 24 h (A) weder in Versuchsgruppen noch Kontrollen signifikant 
verändert. Nach 72 h (B) war CD206 in M1- und M2-Kontrolle signifikant erhöht. Die 
Versuchsgruppen sind demgegenüber erniedrigt, unterscheiden sich jedoch nicht von der 
Negativ-Kontrolle. Analyse via Durchflusszytometrie. (n=5-6, Mittelwert ±SEM, n.s.=nicht 
signifikant) 
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3.4 C16-Ceramid erhöht die IL-10-Expression während DMSO die TNF-Sekretion 

fördert 

Ein Bestandteil von lEVs und teils auch Mediator ihrer Effekte ist das Sphingolipid 

Ceramid. Um die direkten Auswirkungen dieses Moleküls auf die Polarisation von PMA-

behandelten THP-1-Zellen zu ergründen, wurden PMA-differenzierte THP-1-Zellen mit 

niedrig- und hochkonzentriertem Ceramid inkubiert. Anschließend wurde das Experiment 

mittels RT-PCR ausgewertet. 

Die TNF-Expression war signifikant erhöht in der 10 µM- und der Vehikel-Kontrolle 

(DMSO). Somit war die Erhöhung auf das DMSO zurückzuführen, wobei ein zusätzlicher 

Effekt des Ceramids nicht auszuschließen ist. Grundlage dieser Annahme war eine 

vermeintlich geringere Erhöhung der TNF-Expression bei Zugabe von 1µM Ceramid im 

Vergleich zu 10 µM Ceramid. Dieses Ergebnis war jedoch statistisch nicht signifikant. Die 

IL-10 Expression zeigte sich in Negativ-Kontrolle, Vehikel-Kontrolle (DMSO) und in der 

Gruppe mit 1 µM Ceramid sehr ähnlich. In der Gruppe mit 10 µM konzentriertem Ceramid 

zeigte sich eine deutliche Erhöhung des IL-10, sowohl gegenüber der Vehikel-Kontrolle 

als auch gegenüber der Negativ-Kontrolle. Somit konnte ein Effekt des DMSO auf die 

Genexpression von IL-10 ausgeschlossen und dem Ceramid zugeschrieben werden. Die 

Versuchsgruppe mit hoher Konzentration Ceramid (10µM) war auch gegenüber jener mit 

geringer Konzentration (1 µM) signifikant verändert (Abb. 18). 



53 
 

K
o

n
tr

o
ll
e

1
 µ

M

1
0
 µ

M

D
M

S
O

0

1

2

3

4

T N F -E x p r e s s io n

2
-



C
T

n .s . n .s .

p < 0 ,0 5

p < 0 ,0 1

A )

n .s .

K
o

n
tr

o
ll
e

1
 µ

M

1
0
 µ

M

D
M

S
O

0

1

2

3

IL -1 0 -E x p r e s s io n
2

-



C
T

p < 0 ,0 1

p < 0 ,0 5 p < 0 ,0 5

B )

 

Abb. 18: Einfluss von niedrig und hochkonzentriertem Ceramid auf die TNF und IL-
10-Expression in THP-1-Zellen. 
 Die TNF-Expression (A) wurde durch C16-Ceramid und die Vehikel-Kontrolle signifikant 
erhöht. Die IL-10- Expression (B) wurde durch hohe Konzentrationen C16-Ceramid 
signifikant gesteigert. Die Inkubationszeit betrug jeweils 24 h. Analyse via RT-qPCR. 
Internes Kontrollgen 18 S. (n=9, Mittelwert±SEM, n.s.=nicht signifikant). 
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4. Diskussion 

 

Die Pathophysiologie der Atherosklerose beruht auf endothelialer Dysfunktion mit 

Inflammation, die durch Hypercholesterinämie und Diabetes mellitus Typ II verstärkt wird. 

Zudem sind Makrophagen beteiligt, die durch übermäßige Lipoproteininkorporation zu 

Schaumzellen werden. Durch die Nekrose dieser Schaumzellen kommt es zum 

Fortschreiten der Entzündung mit Einwandern weiterer Makrophagen. Makrophagen 

können in proinflammatorische M1-Makrophagen und antiinflammatorische M2-

Makrophagen eingeteilt werden. Ein Kommunikationsvehikel zwischen Endothelzellen 

und Makrophagen im Rahmen der Atherosklerose sind lEVs. Diese bestehen aus ihrem 

biologisch aktiven Inhalt (wie z.B.: micro-RNA) und einer Lipidhülle. Letztere besteht u.a. 

aus Ceramiden, die ebenfalls proatherogen wirken. 

Unsere Hypothese war, dass extrazelluläre Vesikel aus Endothelzellen, die erhöhten ox-

LDL-, LDL- und Glucose-Konzentrationen ausgesetzt sind, eine Zunahme der M1-

Differenzierung in THP-1 Zellen verursachen. 

Wir konnten zeigen, dass LDL- und oxLDL-lEVs keine signifikanten Auswirkungen hatten. 

Glucose-lEVs und die Kontroll-lEVs reduzierten die TNF-Expression. Glucose-lEVs 

zeigten hier einen schnelleren Effekteintritt, Kontroll-lEVs einen länger anhaltenden. IL-10 

war von keiner der Versuchsansätze verändert worden.  

In der Durchflusszytometrie zeigte sich eine Erhöhung der CD80-Expression, während 

die sonstigen M1- und M2-Marker unverändert blieben. CD80 und CD86 zeigten sich in 

der Positivkontrolle geeignet, eine M1-Differenzierung zu detektieren. Auffällig war, dass 

CD163 und CD206 in den Positivkontrollen nicht dazu geeignet waren, M2-

Differenzierungen zu erkennen. 

Die zweite Hypothese war, dass C16-Ceramid eine M1-Differenzierung in THP-1-Zellen 

bewirkt. Dies konnte durch unsere Experimente nicht bestätigt werden. Vielmehr führte 

C-16-Ceramid konzentrationsabhängig zu einer vermehrten IL-10-Expression und 

demnach einer M2-Differenzierung.  
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4.1 Ox-LDL-, LDL- und Glucose lEVs erzeugen eine Mischung aus M1- und M2-

Differenzierungsmerkmalen in THP-1-Zellen 

oxLDL lEVs verursachen keine M1-Differenzierung 

Die Lipoproteine LDL und oxLDL verursachen keine signifikanten Veränderungen weder 

in unbehandelten noch in PMA-stimulierten THP-1 Zellen.  

Die fehlende Differenzierung in unbehandelten THP-1-Zellen wurde von uns zunächst auf 

die fehlende Aktivierung mit PMA zurückgeführt. Überraschenderweise tritt auch nach 

PMA-Behandlung keine veränderte Expression von TNF oder IL-10 auf, lediglich eine 

Tendenz zur Reduktion von IL-10 ist nach 24 h sichtbar.  

EVs transportieren im Kontext der Atherogenese vielfach proinflammatorische Effektoren. 

Bereits Huber et al. belegen, dass EVs mit oxidierten Phospholipiden, wie sie in oxLDL 

auftreten, Makrophagen-bindende Eigenschaften in Endothelzellen hervorrufen und somit 

proinflammatorisch wirken (Huber et al., 2002). Rautou et al. (2011) zeigen, dass diese 

Effekte durch eine vermehrte ICAM-1 Expression vermittelt werden. Wir gingen davon 

aus, dass es eine Makrophagen-vermittelte Verstärkung der Inflammation durch lEVs gibt. 

Ein Ergebnis unserer Versuche ist, dass lEVs aus Endothelzellen, die erhöhten 

Lipoproteinkonzentrationen ausgesetzt sind keinen proinflammatorischen Effekt im Sinne 

einer M1-Differenzierung von monozytären Zielzellen haben. Dies steht im Widerspruch 

zu He et al. Sie belegen, dass ox-LDL-stimulierte EVs vermehrt miR-155 anreichern, die 

so in THP-1-Zellen transferiert wird und dort eine vermehrte M1-Differenzierung 

verursacht. Aufgrund der erhöhten Zentrifugenbeschleunigung (120.000 g) im Vergleich 

zu unseren Experimenten (40.000 g) setzt sich die EV-Population vorrangig aus sEVs 

zusammen (He et al., 2018).  

Besser vergleichbar ist die Untersuchung von Huang et al. (2018). Sie beschreiben, dass 

sEVs aus oxLDL-behandelten Endothelzellen M2-Marker induzieren (CD206, IL-10 und 

Arginase-1) und den M1-Marker IL-12 supprimieren. 

Somit würden oxLDL-EVs die M2-Polarisation fördern. Zur Isolation verwenden die 

Autoren ein Protokoll, das mit einer Beschleunigung von 10.000 g auch lEVs zulässt 

(Huang et al., 2018). Dieser Vergleich gibt analog zu van Niel et al. (2018) weitere 

Hinweise auf Unterschiede in der Beladung und der zellulären Aufnahme der EVs 

abhängig von der Größe. Daher ist es denkbar, dass in unseren Experimenten mit oxLDL-

lEVs ein Ausgleich zwischen den beiden Fraktionen von EVs herrscht und sich die 
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gegensätzlichen Effekte aufheben. Es ist weiterhin vorstellbar, dass verschiedene 

Signalkaskaden die intrazelluläre Homöostase im Ergebnis aufrechterhalten. Sie werden 

dabei durch den heterogenen Inhalt (Transkriptionsfaktoren, microRNA, Phospholipide, 

etc.) der EVs zeitgleich aktiviert. 

Die direkte, proinflammatorische Wirkung des oxLDL äußert sich insbesondere als 

Endotheldysfunktion (El-Hajjar et al., 2022; Ji et al., 2015). Fu et al. (2017) zeigen, dass 

auch oxLDL-beeinflusste endotheliale EVs (in diesem Fall lEVs und sEVs) ihre 

proinflammatorische Wirkung am Endothel ausüben. Dies interpretieren wir so, dass der 

Effekt von oxLDL-lEVs auf monozytäre Zellen nur einen Teil ihrer proinflammatorischen 

Wirkung ausmacht und dieser Teil schwächer ausfällt als angenommen. 

Dass oxLDL direkte proatherogene Wirkung auf THP-1-Zellen hat, ist ebenso 

nachgewiesen (Liao et al., 2021; Liu et al., 2022). Interessanterweise hemmt oxLDL auch 

direkt die IL-10-Expression in Makrophagen; dies ist in unseren Experimenten angedeutet 

zu sehen. (Bazzi et al., 2022) 

Eine weitere Deutung ist, dass es sich bei Effekten durch lEVs um zeitlich dynamische 

Prozesse handelt. Nach vier Stunden zeigt IL-10 bereits Tendenz zu einer geringeren 

Expression. Wir gehen davon aus, dass nach acht oder zwölf Stunden eine signifikante 

Verringerung messbar ist, die sich nach 24 Stunden wieder normalisiert. Dies stellt einen 

vielversprechenden Versuchsansatz für zukünftige Untersuchungen dar. Diese zeitlich 

dynamische Veränderung leiten wir auch aus unseren Experimenten mit Glucose-lEVs 

ab, die TNF nach vier, aber nicht nach 24 Stunden, supprimieren. In den Experimenten 

mit Durchflusszytometrie zeigt sich, dass die CD80-Expression von Kontroll-lEVs nach 72 

h, nicht aber nach 24 h stimuliert wird. Zudem ist anzunehmen, dass andere M1-Marker 

(wie CD80) durch oxLDL-lEVs signifikant verändert wären. 

Wir zeigen somit, dass der Ablauf der Inflammation ein zeitlich dynamischer Prozess ist. 

Außerdem gibt unsere Untersuchung einen weiteren Hinweis darauf, dass die Größe der 

EVs einen Zusammenhang mit der Wirkung auf Zielzellen hat. 

Glucose-lEVs verringern die TNF-Expression, erhöhen aber die CD80-Expression. 
Ein Kompensationsmechanismus? 

Teil der ersten Hypothese ist, dass extrazelluläre Vesikel aus Endothelzellen, die erhöhten 

Glucose-Konzentrationen ausgesetzt sind, eine Zunahme der M1-Differenzierung in 

Makrophagen verursachen. 
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Unsere Untersuchungen zeigen, dass lEVs aus Glucose-behandelten HCAECs die TNF-

Expression in PMA-stimulierten THP-1 Zellen gegenüber der Negativ-Kontrolle 

reduzieren, während die IL-10-Expression nicht verändert wird.  

Ein Ergebnis, welches unsere Hypothese bestätigt, war hingegen die vermehrte 

Expression von CD80 in diesen Zellen. Interessanterweise blieb CD86, ebenso wie 

CD163 und CD206 unverändert. Bemerkenswert ist außerdem, die gleichsinnige Wirkung 

der Kontroll-lEVs sowohl in ihrer Wirkung auf TNF als auch auf CD80. 

Bisherige Untersuchungen zu direkten Effekten von Hyperglykämie auf THP-1-Zellen 

zeigen eine proinflammatorische Wirkung auf die Differenzierung von THP-1-Zellen. 

Insbesondere IL-1β, IL-6 und TNF sind erhöht (Al-Rashed et al., 2020; Guha et al., 2000; 

Lee et al., 2021a). Zudem ist eine Veränderung der Glucose-Spiegel im Zellmedium 

innerhalb des Versuchszeitraumes (Anstieg oder Abfall) mit einer noch höheren 

inflammatorischen Aktivität assoziiert (Al-Rashed et al., 2020; Lee et al., 2021b). In 

zukünftigen Versuchen kann dies genutzt werden, um die Abgrenzung zwischen rein EV-

vermittelten und Glucose-vermittelten Effekten zu verbessern. 

Untersuchungen mit Endothelzellen, die Hyperglykämie ausgesetzt sind zeigen ebenfalls 

proinflammatorische Effekte. Die Adhäsion von THP-1-Zellen an das Endothel ist unter 

hyperglykämischen Bedingungen erhöht (Zhang et al., 2021). Zudem induzieren sie via 

lEVs die Alterung von glatten Muskelzellen, dies gilt als proatherogen (Wang et al., 2020). 

Diese Untersuchungen stimmen mit der von uns gezeigten CD80-Erhöhung überein. 

Vergleichbare Experimente mit Co-Kultur von endothelialen lEVs aus hyperglykämischen 

Bedingungen mit THP-1-Zellen gibt es nicht. Somit weisen unsere Resultate auf einen 

bisher unbekannten Mechanismus hin. 

Die beiden Ergebnisse (TNF-Reduktion und CD-80 Expression) stehen zunächst im 

Widerspruch zueinander, da eine CD80-Erhöhung eine M1-Differenzierung bedeutet, eine 

TNF-Reduktion jedoch eine M2-Differenzierung suggeriert. Deutet man das 

Expressionsverhalten der Makrophagen als Bestreben, eine Homöostase der 

Inflammation zu erhalten, liest sich das Ergebnis wie folgt: Die TNF-Reduktion entsteht 

als Folge einer erhöhten Inflammationsaktivität (deren Ausdruck die erhöhte CD80-

Expression ist), um selbige zu begrenzen. Dies deckt sich mit den Erkenntnissen von 

Freeman et al. (2018). Während in deren Untersuchung EVs von Diabetes-Patienten 

Gene und Zytokine mit proinflammatorischem Charakter förderten, reduzierten sich 
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gleichzeitig jene Gene, die Apoptose und oxidativen Stress verursachen. Auch Al-Rashed 

et al. (2020) zeigen, dass TNF in PMA-aktivierten THP-1-Zellen unter direktem Glucose-

Einfluss nicht ansteigt. Aufgrund des Konsenses, dass Inflammation die treibende Kraft 

hinter Atherosklerose ist, kann man die Reduktion von TNF durch Glucose-lEVs als 

protektiven Mechanismus verstehen. Dieser Gedanke erhält Unterstützung durch die 

Untersuchung von Bouchareychas et al. (2021), die zeigen konnten, dass sEVs und lEVs 

aus monozytären Zellen unter hyperglykämen Bedingungen inflammatorische Gene in 

aufnehmenden monozytären Zellen herunterregulieren. Zu bedenken ist jedoch, dass es 

vor allem die ungeregelte Inflammation durch Zellennekrose ist, welche den Teufelskreis 

der progredienten Atherosklerose unterhält (Kunjathoor et al., 2002; Llorente-Cortés et 

al., 2000). In Übereinstimmung mit zahlreichen Untersuchungen deuten unsere 

Ergebnisse darauf hin, dass ein gewisses Maß an Inflammation notwendig ist: Gomez et 

al. (2018) konnten einen Plaque-stabilisierenden Effekt des proinflammatorischen IL-1β 

nachweisen und Zernecke et al. (2008) zeigen, dass das proinflammatorisch konnotierte 

CXCL12 eine protektive Wirkung hinsichtlich der Entwicklung einer Atherosklerose 

entfaltet. Weitere Unterstützung erhält diese These durch Untersuchungen von Keyel et 

al. (2012), die antiinflammatorisch wirkende EVs (welche TNF und T-Zell-Aktivität 

hemmen) als Treiber der Entstehung von Schaumzellen identifizieren. 

Wir gehen davon aus, dass der TNF-reduzierende Effekt, in dem von uns beschriebenen 

Ausmaß, negative Auswirkungen auf die Stabilität der Atherosklerose hat und ihrer 

Progression Vorschub leistet.  

Zudem können wir weder eine eindeutige M1- noch eine eindeutige M2-Differenzierung 

nachweisen. Vielmehr handelt es sich aus unserer Sicht um eine alternative 

Differenzierung, welche Komponenten von M1- und M2-Makrophagen hat, ähnlich dem 

Phänotyp seneszenter Makrophagen (Matacchione et al., 2022). Dieser wird in vitro, 

passend zu dieser Theorie und unseren Versuchen, durch Hyperglykämie erzeugt 

(Prattichizzo et al., 2018). Die Änderung der Osmolarität durch die Hyperglykämie spielt 

hingegen keine Rolle. Zwar fehlen genaue Angaben zur Osmolarität des Zellmediums 

vonseiten des Herstellers, jedoch verändert sich die Osmolarität bei einer angenommenen 

Osmolarität zwischen 260 mosmol/l und 290 mosmol/l um maximal 4 mosmol/l. Dies ist 

eine zu vernachlässigende Änderung (Luh et al., 1996). 
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Kontroll-lEVs haben ähnliche Effekte wie Glucose-EVs mit veränderter zeitlicher 
Dynamik 

Unser Augenmerk richtet sich nun auf die Veränderungen durch Kontroll-lEVs. Während 

sie sich nicht signifikant von der Glucose-lEV-Gruppe unterscheiden, sind einige 

Veränderungen im Vergleich zur Negativ-Kontrolle bemerkenswert. Die Kontroll-lEVs 

reduzieren ebenfalls signifikant die Expression von TNF. Während der Effekt der Glucose-

lEVs nach 24 Stunden vollständig zurückgebildet ist, bleibt er bei Kontroll-lEVs über diese 

Zeit nahezu konstant. Die Expression von CD80 ist nach 24 Stunden nicht erhöht, nach 

72 Stunden jedoch signifikant angestiegen. Unsere Beobachtung könnte die 

physiologische Antwort von Makrophagen auf endotheliale EVs sein, eine langsame und 

stetige Aufnahme mit langanhaltender Wirkung. Da die Veränderungen durch Glucose-

lEVs einer deutlich schnelleren Kinetik unterliegen, schließen wir daraus, dass eine 

beschleunigte Aufnahme der Glucose-lEVs vorliegt. Freeman et al. (2018) belegen, dass 

EVs aus dem Blut von Diabetes mellitus-Patienten vermehrt durch zirkulierende 

monozytäre Zellen aufgenommen wurden. Diese erhöhte Aufnahme könnte durch VCAM-

1 vermittelt sein (Akbar et al., 2017). VCAM-1 wird bei Diabetes mellitus vermehrt im 

Endothel exprimiert (Paneni et al., 2013). Glucose-lEVs erzielen möglicherweise durch 

ihre verstärkte Aufnahme stärkere Effekte in jedoch kürzerer Zeit; dies könnte im 

Vergleich mit oxLDL-lEVs den geringeren Effekt der letzteren erklären. 

Vorstellbar ist, dass die von uns gemessenen Effekte der Kontroll-lEVs vergleichbar mit 

Untersuchungen von He et al. (2018) sind. Die Autoren identifizieren sEVs aus KLF-2 

produzierenden Endothelzellen als Verantwortliche für eine Suppression von M1-

Makrophagen und eine Zunahme der M2-Makrophagen im vaskulären System. Jansen et 

al. (2017) zeigen einen atheroprotektiven Effekt durch lEVs aus unbehandelten 

Endothelzellen, die eine Proliferation glatter Muskelzellen hemmen. Außerdem erhöhen 

sie die Proliferations- und Migrationsfähigkeit von Endothelzellen, ein Effekt der durch 

Hyperglykämie aufgehoben wird (Jansen et al., 2013b). 

Auch EVs aus mesenchymalen Stammzellen (MSCs) haben eine antiinflammatorische 

Wirkung. Ning et al. (2021) konnten nachweisen, dass sEVs eine Reduktion von TNF und 

IL-6 bewirken. Ma et al. (2021) zeigen, dass ca. 100 nm große EVs aus MSCs eine 

vermehrte CD206- und Arginase-1-Expression in Makrophagen hervorrufen, zwei 

etablierte Marker für M2-Differenzierung. Wir schließen daraus, dass in unserem 
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Experiment Hinweise für eine M1- und eine M2-Differenzierung durch lEVs vorliegen, ohne 

eindeutige Belege für die Entstehung eines einzelnen Phänotyps zu erhalten. 

Bedenkenswert ist außerdem, dass sowohl Glucose- als auch Kontroll-lEVs in unserem 

Experiment durch die Kultur in einem Hunger-Medium erzeugt werden. Dies könnte die 

ähnliche CD80-Expression erklären. Wang et al. (2019) zeigen, dass lEVs aus 

Endothelzellen nach Behandlung mit Hunger-Medium vermehrt M1-Marker wie IL-1β und 

IL-6 in THP-1-Zellen induzieren. 

C16-Ceramid steigert in hohen Konzentrationen die IL-10-Expression 

C-16 Ceramid ist in Glucose-lEVs angereichert, weshalb wir eine Beteiligung an den 

Effekten von Glucose-lEVs auf THP-1-Zellen vermuten (Zietzer et al., 2021). TNF war in 

allen Versuchsgruppen, inklusive DMSO ohne C16-Ceramid gegenüber der Negativ-

Kontrolle erhöht, sodass es sich um einen DMSO-vermittelten Effekt handelt. 

Interessanterweise erhöht C-16 Ceramid in höherer Konzentration die IL-10-Expression, 

während lEVs wie oben gezeigt TNF reduzieren, aber keinen Einfluss auf IL-10 haben. 

Analog zu den Effekten der lEVs könnte Ceramid ebenfalls einen Signalweg in den 

Makrophagen aktivieren, der den proinflammatorischen Effekt begrenzt. Die Eigenschaft 

auf eigentlich proinflammatorische Stimuli (z.B. LPS) vermehrt exprimiert zu werden, ist 

für IL-10 bereits beschrieben (Grütz, 2005). Einen vergleichbaren Effekt berichten 

Józefowski et al., in deren Untersuchung Ceramid und Ceramid-1-Phosphat die LPS-

abhängige TNF-Sekretion in Makrophagen reduzierten (Józefowski et al., 2010). Dies 

bedeutet nicht, dass Ceramid M2-Makrophagen induziert, möglicherweise gibt es jedoch 

graduelle Unterschiede in der Differenzierung von Makrophagen, die unter 

unterschiedlichen Bedingungen und mit unterschiedlichen Ceramid-Isoformen kultiviert 

werden (Gault et al., 2010). Beachtet man die Studie von Edsfeldt et al. (2016) sieht 

man, dass Ceramid in humanen glatten Muskelzellen aus Koronararterien (die zu 

Makrophagen transdifferenzieren können) nicht TNF, jedoch die M1-Marker IL-6 und 

MCP-1 erhöht. Schilling et al. (2013) können andererseits sehr wohl eine Ceramid-

abhängige TNF-Expression in Makrophagen nachweisen. 

In Einklang mit diesen Ergebnissen zeigen Lallemand et al. (2018), dass eine Inhibition 

der Ceramid-Produktion (durch Hemmung des synthetisierenden Enzyms neutrale 

Sphingomyelinase Typ 2) M1-Differenzierung verringert. Die Ceramid-Kinase – ein Enzym 
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das Ceramid-Konzentrationen reduziert – ist hingegen ein guter M2-Marker (Martinez et 

al., 2006). 

Insgesamt gibt es Evidenz, dass Ceramid eine M1-Differenzierung verursacht, während 

IL-10 die Begrenzung von Inflammation und nicht ihre Auflösung fördert. Eine Ceramid-

Erhöhung geht nicht in jedem Fall mit einer TNF-Erhöhung einher und eine IL-10 

Produktion, wie von uns nachgewiesen, wird nicht immer gemessen. 

CD80 eignet sich zur Phänotypisierung, CD86 und CD206 reagieren auf 
verschiedene Stimuli, CD163 eignet sich zur Erkennung von Makrophagen 

 

In unseren Versuchen zeigt sich in den M1-Kontrollen (IFN-γ und LPS) ein Anstieg von 

CD80 nach 24 Stunden, ein Effekt, der nach 72 Stunden regredient ist. 

CD80 ist ein gut etablierter M1-Makrophagen-Marker, der auch in THP-1-Zellen erfolgreich 

zur Differenzierung eingesetzt wird (Tedesco et al., 2018). Er ist insbesondere nach 24 

Stunden stark ausgeprägt, seine Expression lässt über die Zeit nach (Shiratori et al., 

2017). Dies können wir durch unsere Experimente bestätigen. Zu bedenken ist, dass wir 

für die 72-Stunden-Experimente eine reduzierte Konzentration von LPS im Vergleich zu 

24 Stunden verwendeten. Diese Konzentration ist von Genin et al. (2015) als ausreichend 

für einen signifikanten Anstieg mehrerer M1-Marker belegt, während sie gleichzeitig die 

Vitalität der THP-1-Zellen erhält. Dennoch kann dies die Abschwächung der CD80 

Expression in der M1-Kontrolle nach 72 Stunden erklären. 

CD86 ist nach 24 Stunden in der M1-Kontrolle verstärkt exprimiert. Gleichzeitig ist auch 

die Expression in der M2-Kontrolle (IL-4 und IL-13) gegenüber der Negativ-Kontrolle 

gesteigert. Nach 72 Stunden ist die M2-Kontrolle gegenüber M1- und Negativ-Kontrolle 

erhöht. 

Dieses Ergebnis ist weitgehend in Einklang mit der Arbeit von Mantovani et al. (2004), die 

CD86 einerseits den klassischen M1-Makrophagen zuordnet, dessen Vorkommen jedoch 

auch einer Gruppe von M2-Makrophagen, den M2b-Makrophagen beimisst. Zu bedenken 

ist hierbei, dass dies durch Aktivierung von Toll-like-Rezeptoren oder IL-1-Rezeptor-

Antagonisten erzielt wurde. Auch Hirose et al. (2011) weisen CD86 in M2-polarisierten 

Makrophagen nach. Weiterhin zeigen Untersuchungen, dass M2-Makrophagen-Merkmale 

auch nach 72 Stunden erstmals oder vermehrt nachweisbar sind (Genin et al., 2015; Li et 
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al., 2016a). Daher ist es für uns plausibel, dass der CD86-Anstieg nach 72 Stunden 

ebenfalls durch M2-Polarisation erklärt wird.  

CD163 ist in unseren Versuchen nicht signifikant gegenüber den Versuchsgruppen oder 

der Negativ-Kontrolle verändert. Dies widerspricht zunächst der Annahme, dass es sich 

hierbei um einen klassischen M2-Marker handelt, wie in der Literatur beschrieben 

(Mantovani et al., 2002; Sawa-Wejksza et al., 2018; Vogel et al., 2014). Man findet jedoch 

bei zahlreichen Autoren Zweifel an dieser Sichtweise. Sowohl periphere 

Blutmakrophagen, als auch THP-1-Zellen zeigten in mehreren Studien keine vermehrte 

CD163-Expression nach M2-Polarisation (Bertani et al., 2017; Tedesco et al., 2018). 

Weitere Untersuchungen attestieren CD163 Beteiligung an inflammatorischen Prozessen 

(Etzerodt und Moestrup, 2013). Zudem sind sie im inflammatorischen Milieu an der 

Expression von M2-Markern beteiligt, was eine Differenzierung in vitro zusätzlich 

erschwert (Alvarado-Vazquez et al., 2017). Barros et al. (2013). verwenden das 

Strukturprotein nicht zur Differenzierung, sondern analog zu CD68 zur Identifikation 

monozytärer Zellen. Somit gibt unsere Untersuchung weitere Hinweise darauf, dass 

dieser Marker nicht zur Differenzierung der Polarisation geeignet ist, jedoch zur 

Identifikation monozytärer Zellen eingesetzt werden kann. 

CD206 zeigt in unseren Versuchen keine signifikante Veränderung nach 24 Stunden. 

Nach 72 Stunden ist es in den M1- und M2-Kontrollen erhöht, jedoch besteht zwischen 

den beiden Gruppen kein signifikanter Unterschied.  

CD206 ist häufig genutzt und zeigt auch eine gute Differenzierungsqualität zwischen M2- 

und M1-Makrophagen (Hirose et al., 2011; Martinez et al., 2006; Sawa-Wejksza et al., 

2018; Wiktorowicz et al., 2019). Es ist jedoch zu bedenken, dass neben IL-4 und IL-13 

auch andere Effektoren CD206 stimulieren (Raggi et al., 2017; van Dyken und Locksley, 

2013). Typisch erscheint wie bereits oben beschrieben, dass M2-Polarisation einen 

späteren Effekt erzielt als M1-Polarisation (Genin et al., 2015; Li et al., 2016a). Somit war 

zu erwarten, dass nach 24 Stunden keine signifikante Veränderung vorliegt. Die fehlende 

Differenzierung zwischen M1- und M2-Phänotyp lässt sich unterschiedlich erklären. 

Einerseits gibt es Hinweise, dass dies ein Phänomen der THP-1-Zellen ist, während 

andere monozytäre Zellen CD206 signifikant vermehrt nach M2-Polarisation exprimieren 

(Tedesco et al., 2018). Andererseits ist die Freisetzung von CD206 ein von der 

Proteinkinase C abhängiger Prozess. Da sowohl LPS, als auch PMA diese Kinase 
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aktivieren, kann es zu einer erhöhten Expression auch in der M1-Kontrolle kommen 

(Nielsen et al., 2019). Wir begegnen dieser Problematik in unserer Arbeit mit einer 

reduzierten Konzentration von LPS und einem optimierten Einsatz von PMA (Genin et al., 

2015; Lund et al., 2016). Dennoch ist es sinnvoll, den Einsatz von PMA bei 

Untersuchungen des M2-Phänotypes weiter zu reduzieren oder Alternativen wie 

bioelektrische Verfahren zu etablieren (Li et al., 2016a; Park et al., 2007). 

Differente Ergebnisse geben Hinweise auf unterschiedliche Signalwege und 
alternative Differenzierungen 

Festzustellen ist zusammenfassend, dass sowohl die fehlende Differenzierung durch 

oxLDL-/LDL-lEVs, die TNF-Reduktion durch Glucose- und Kontroll-lEVs als auch die IL-

10-Erhöhung ohne TNF-Veränderung durch Ceramid (Abb. 19) überraschende 

Ergebnisse waren. Versuchsbedingungen, die alle eine M1-Differenzierung zum Ziel 

hatten, lösen Reaktionen aus, die differenzierte und überlappende Phänotypen 

hervorrufen. Auffällig ist der Nachweis vermeintlich schützender antiinflammatorischer 

Effekte, welche potenziell negative Auswirkungen auf den Krankheitsverlauf einer 

Atherosklerose haben.  
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Abb. 19: Pathophysiologisches Modell der vorliegenden Arbeit.  
Sowohl Glucose-lEVs als auch Kontroll-lEVs erhöhen die Expression von CD80, 
reduzieren jedoch die TNF-Expression. C16-Ceramid verstärkt die Expression von IL-10. 
 

Verschiedene atherogene Risikofaktoren lösen unterschiedliche Differenzierungs-

prozesse in Makrophagen aus und können die Aufnahme von EVs beeinflussen. Wir 

gehen davon aus, dass es sich bei den gezeigten Effekten in Versuchs- und 

Kontrollgruppen um Charakteristika alternativer Differenzierungen handelt. Sie gehen 

über das dichotome M1-/M2-Makrophagenmodell hinaus. Dieses Modell ist laut unseren 

Experimenten in vitro nicht mehr ausreichend. Im Folgenden werden Erklärungen 

vorgelegt. 

 

4.2 Alternative Makrophagen-Differenzierung und das Spektrum-Modell 

Wie gezeigt ist die Phänotypisierung von Makrophagen ein zentraler Aspekt des 

Atherogeneseverständnisses. Das postulierte M1-/M2-Paradigma ist eine hilfreiche 
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Vereinfachung, bei der Betrachtung der in vitro- aber insbesondere der in vivo-

Verhältnisse von Makrophagen greift es zu kurz. 

Kadl et al. (2010) zeigen, dass es neben M1- und M2-Phänotypen mindestens einen 

weiteren Phänotyp mit abgrenzbar spezifischen Eigenschaften gibt. Sie bezeichnen 

diesen Phänotyp als Mox-Makrophagen, der durch Inkubation mit oxidierten 

Phospholipiden hervorgerufen wird. Dieser Phänotyp hat z.B. einen deutlich erhöhten 

Glutathion-Stoffwechsel, wodurch er sich bereits funktionell von M1- und M2-Makrophagen 

unterscheidet. Mit dem Enzym Häm-Oxygenase-1 (HO-1) gibt es zudem einen 

Differenzierungsmarker, der den Mox- signifikant von M1- und M2-Phänotyp unterscheidet 

(Kadl et al., 2010). Eine Reihe von Untersuchungen zeigen, dass es einer groben 

Vereinfachung gleichkommt, die Makrophagen-Differenzierung in nur zwei Richtungen 

einzuordnen. Makrophagen unterliegen diversen Einflüssen ihrer Umgebung - anderen 

Immunzellen, verschiedenen Pathogenen und löslichen Faktoren wie Zytokinen. Zudem 

handelt es sich um eine heterogene Zellfamilie, die neben Monozyten z.B. dendritische 

Zellen oder mehrkernige Riesenzellen umfasst und verschiedene, phänotypisch differente 

Reifungsstadien durchläuft (Gordon et al., 2014; Martinez et al., 2006; Martinez und 

Gordon, 2014; Rong et al., 2003). Daher plädieren Martinez und Gordon (2014) für eine 

„dynamische Sichtweise […], um die gesamte funktionelle Breite aktivierter Makrophagen 

zu erfassen“. 

Großen Einfluss auf diese Ansicht hat die Untersuchung von Xue et al. (2014): Die 

Autoren erweiterten das bisherige duale Modell zu einem „Spektrum-Modell mit 

mindestens neun unterscheidbaren Makrophagen-Aktivierungsprogrammen“. Einzelne 

Stimuli, welche nicht mit M1- oder M2-Phänotypen assoziiert sind, aktivieren andere 

genetische Programme und erzeugen somit abweichende Merkmalskombinationen. 

Zusätzlich gibt es Überschneidungen mit den klassischen Phänotypen, beispielsweise 

kann der von Xue et al. (2014) postulierte MTPP-Phänotyp (TPP= TNF, PGE2, TLR2 ligand 

P3C) das Resultat einer chronischen Entzündung sein. Dieser Phänotyp weist, wie der 

klassische M1-Phänotyp, ebenfalls eine erhöhte CD86-Expression auf, unterscheidet sich 

von ihnen aber durch Expression von STAT4 oder IL-1α, die nicht in M1-Makrophagen 

vorkommen. Bei anderen Stimulationsbedingungen finden sich ebenfalls Belege dieser 

phänotypischen Plastizität (Xue et al., 2014). 
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Kadl et al. (2010) zeigen, dass die distinguierten M1- und M2-Makrophagen unter Einfluss 

von Phospholipiden zu Mox-Makrophagen differenzieren und somit ebenfalls 

phänotypische Änderungen erfahren. 

Die resultierenden Zellen, der in dieser Arbeit vorliegenden Experimente, können MTPP-

Makrophagen, Mox-Makrophagen oder ein anderer Subtyp dieser Zellklasse sein. Es ist 

eine Erklärung für die divergierende phänotypische Ausstattung der Zellen unter EV-

Einfluss (sowohl Glucose-lEVs als auch Kontroll-lEVs), die einerseits den typischen M1-

Marker CD80 aufweisen, andererseits deutlich weniger M1-charakterisierendes TNF 

sezernieren.  

 

4.3 Limitierungen 

Für die vorliegende Arbeit entschieden wir uns für eine Isolation von EVs mithilfe der 

Ultrazentrifugation, welches die gängigste Methode ist (Gudbergsson et al., 2016). 

Vorteile sind die breite Verfügbarkeit der Materialien sowie eine fehlende Kontamination 

mit zugesetzten Stoffen und die Möglichkeit einer Verarbeitung größerer Probenmengen. 

(Konoshenko et al., 2018). Obwohl die Ultrazentrifugation bereits lange etabliert ist, 

existiert kein einheitliches Protokoll (Jansen et al., 2015; Musante et al., 2013; Théry et 

al., 2006).  

Eine vollständige Trennung von EVs und anderen biologisch aktiven Bestandteilen mit 

ähnlichen Sedimentationseigenschaften ist durch Zentrifugation allein nicht zu erreichen. 

Deshalb werden auch modifizierte oder alternative Methoden genutzt, die das Verhältnis 

zugunsten der EVs verbessern sollen. Zum einen kann durch einen zusätzlichen 

Waschschritt eine höhere Reinheit der EVs erreicht werden (Gudbergsson et al., 2016). 

Zum anderen kann die Ultrazentrifugation mithilfe des Dichte-Gradienten um eine 

Differenzierungsstufe erweitert werden. Raj et al. (2012) verwenden hierfür zwei 

Lösungen mit unterschiedlicher Saccharose-Konzentration, die zur Sedimentation von 

EVs (hier sEVs) verschiedener Größe führen. In der Lösung enthaltene Proteine 

sedimentieren ebenfalls selektiv in den verschiedenen Lösungen. 

Andere Methoden, die ebenfalls Alternativen für die Untersuchung EV-vermittelter Effekte 

bieten, sind die Präzipitation mit organischen Polymeren oder die Ultrafiltration durch Filter 

mit spezifischer Porengröße. In Erprobung sind Methoden, die die elektrische Ladung der 
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EVs und ihre Oberflächenproteine (mithilfe selektiver Antikörper) zum Ziel haben 

(Konoshenko et al., 2018).  

Zusammenfassend kann man sagen, dass die Reinheit der Proben und die Menge der 

erhaltenen EVs immer in einem Balance-Verhältnis stehen. Die Ultrazentrifugation bietet 

bei den verwendeten Methoden den Vorteil der guten Vergleichbarkeit zwischen den 

Studien aufgrund ihres verbreiteten Einsatzes (Gudbergsson et al., 2016). Zudem lässt 

die verwendete Zentrifugenbeschleunigung Rückschlüsse auf die resultierende 

Makrophagenpopulation zu (Boulanger et al., 2017). 

Bei der Untersuchung per Durchflusszytometrie wäre eine Lebend-Tot-Färbung (z.B. von 

Annexin-V) möglich, um falsch positive Befunde durch die unspezifische Färbung 

apoptotischer Zellen zu verhindern (Rieger et al., 2011). Dies ist relevant, da EVs eine 

proapoptotische Wirkung auf Makrophagen besitzen (Distler et al., 2005; Huber et al., 

2007). Wir verzichteten auf diesen Schritt, um die Zellen möglichst schnell und intakt 

weiterzuverarbeiten und die erhaltene Zellzahl nicht durch einen zusätzlichen 

Waschschritt zu reduzieren. 

4.4 Verwendung von THP-1-Zellen 

Da Makrophagen eine heterogene Zellpopulation darstellen, ist eine Vergleichbarkeit per 

se schwierig. Aus diesem Grund ist eine homogene Zellpopulation, die durch ihren 

klonalen Ursprung wenig Variabilität bietet, von Vorteil (Qin, 2012; Rogers et al., 2003). 

Wir entschieden uns daher für die Verwendung von THP-1-Zellen. In diesem Kontext 

sollte immer die Vergleichbarkeit mit anderen monozytären Zellen evaluiert werden, die 

bei THP-1-Zellen eingeschränkt ist (Tedesco et al., 2018). Dennoch bieten THP-1-Zellen 

Vorteile, unter anderem die homogene Reaktivität auch nach vielen Passagen, ohne 

zusätzliche Stimulantien zu benötigen. Es gibt keine bekannten Viren, die diese Zellen in 

Zellkultur befallen (Chanput et al., 2014). Zudem haben THP-1 Zellen verglichen mit 

PBMCs eine hohe Reinheit, da sie nicht aus peripherem Blut isoliert werden müssen 

(Cousins et al., 2003; Rogers et al., 2003). Daher ist die Verwendung dieser Zellreihe gut 

geeignet, um Aussagen über die Differenzierung von Makrophagen zu treffen. 

Kritisch zu betrachten ist die Nutzung von PMA zur Aktivierung der Makrophagen. PMA 

vermittelt die Aktivierung durch PKC-Isoformen (Deutzmann, 2012). Selbige sind 

einerseits an der inflammatorischen Reaktion auf Hyperglykämie und an der Adhäsion 

von Monozyten an das Endothel beteiligt, andererseits aktivieren sie antiinflammatorische 
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Prozesse (Chen und Maltagliati, 2018; Kunt et al., 1999). Insgesamt besteht die Gefahr, 

dass PMA-vermittelte Effekte, die experimentell erzeugten überlagern und die Ergebnisse 

verzerren, weshalb die Konzentration so gering wie möglich gehalten werden sollte 

Beachtenswert ist die variable Herkunft der in vivo beteiligten Makrophagen an 

atherosklerotischen Prozessen (Gordon et al., 2014). Feil et al. (2014) zeigen, dass im 

Mausmodell ein signifikanter Anteil der an atherosklerotischen Plaques beteiligten 

Makrophagen aus glatten Muskelzellen transdifferenzieren (Feil et al., 2014). Ältere 

Untersuchungen beschreiben, dass dies mit typischen Prozessen der Atherogenese, wie 

z.B. Phagozytose von Cholesterolestern, assoziiert ist (Rong et al., 2003). 

Eine neue Untersuchung von Boyer et al. (2020) konstatiert, dass es zwischen 

Endothelzellen und glatten Muskelzellen zu interzellulärer Kommunikation mittels EVs 

kommt und diese phänotypische Änderungen bewirken können. Es erscheint 

vielversprechend, die o.a. Experimente mit glatten Muskelzellen als Zielzellen zu 

wiederholen. 

Ein weiterer Ansatzpunkt wäre, die Auswertungsmethode und die untersuchten Marker zu 

ändern. Die in diesem Experiment verwendeten PCR-Zielgene (TNF bzw. IL-10) gelten 

als gut etabliert (Ley et al., 2011; Mantovani et al., 2002; Murray und Wynn, 2011; Röszer, 

2015). Dies gilt auch für die FACS-Marker CD80 und CD86, die beide Promotoren 

inflammatorischer Prozesse sind (Mantovani et al., 2004; Sansom et al., 2003). 

M2-Marker sollten anhand der untersuchten pathophysiologischen Mechanismen und des 

untersuchten Gewebes ausgewählt werden, da es verschiedene Unterteilungen der 

Phänotypen gibt: Zu nennen sind unter anderem die Tumor-assoziierten Makrophagen, 

gewebsständige M2-Makrophagen sowie Unterarten der alternativen Aktivierung (Genin 

et al., 2015; Mantovani et al., 2004; Röszer, 2015; Solinas et al., 2009; Xue et al., 2014). 

Weiterführende Experimente, die potenzielle Differenzierungsmerkmale untersuchen, 

sind sinnvoll. Nachdem wir uns auf die am besten etablierten Marker beschränkten, wäre 

der nächste Schritt die Verwendung von Markern, deren Differenzierungsqualität am 

höchsten ist. Martinez et al. zeigen in einer breit angelegten Transkriptom-Untersuchung 

an PBMCs verschiedene Marker, die in Frage kommen. Neben TNF wären einerseits 

CXCL10, CXCL11 und CCL19 gut differenzierende M1-Marker, welche mittels PCR 

untersucht werden können, auf der anderen Seite CCL13, CCL18 und CCL23 als M2-

Marker.  
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Für M1-Makrophagen ist neben CD80 der CCR7-Rezeptor als FACS-Oberflächen-Marker 

vielversprechend; als M2-Marker könnten CD36 oder CD209 genutzt werden (Martinez et 

al., 2006). 

Interessanterweise kommen auch Enzyme aus dem Sphingomyelin-Haushalt zur 

Differenzierung infrage, namentlich die Ceramid-Kinase 1 (produziert Ceramid aus 

Ceramid-1-phosphat) und die Sphingosin-Kinase 1 (produziert Sphingosin-1-Phosphat 

aus Sphingosin) (Martinez et al., 2006; Ogretmen und Hannun, 2004). 

In der Studie von Martinez et al. (2006) wird die Sphingosin Kinase 1 als M1-Marker 

beschrieben, in Übereinstimmung mit ihrer Beteiligung an TNF-vermittelter Inflammation 

(Martinez et al., 2006; Palma et al., 2006). Auf der anderen Seite präsentiert sich die 

Ceramid-Kinase 1 als M2-Marker. 

Neben dem Inhalt der Zelle kann das Kulturmedium der Zellen auf sezernierte Proteine 

(z.B. TNF und IL-10) mithilfe der Western-Blot-Methode untersucht werden (Kurien und 

Scofield, 2006). Transkriptom- und Proteom-Untersuchungen verschiedener 

Makrophagen-Modelle zeigen, dass die meisten Moleküle zu einem Messzeitpunkt 

entweder auf der mRNA- oder der Protein-Ebene beeinflusst werden, selten auf beiden 

zugleich (Tedesco et al., 2018). Daher erscheint es sinnvoll, mehrere Ebenen der 

Proteinbiosynthese im selben Versuchsaufbau zu analysieren. 

 

4.5 Zukünftige Forschung 

Die Rolle von Ceramid könnte durch den Einsatz des selektiven aSMase-Inhibitors 

Imipramin genauer untersucht werden (Lee et al., 2022). Die Zunahme von Ceramid in 

Glucose-lEVs ist bereits belegt (Zietzer et al., 2021). 

Nach den vorliegenden Untersuchungen in vitro wäre eine Untersuchung in vivo am 

Mausmodell mithilfe der zuvor etablierten Differenzierungsmerkmale sinnvoll. Die EVs 

könnten, statt mit THP-1-Zellen in Co-Kultur gebracht zu werden, Mäusen injiziert werden. 

Sinnvollerweise würden hierzu ApoE-/--Mäuse verwendet, die als klassisches Modell der 

Atherosklerose gelten (Li et al., 2016b). Zur Auswertung könnte das Endothel der Mäuse 

histologisch untersucht werden. Es würde die Makrophagen-Population des Endothels 

(anhand von PCR-Untersuchungen) charakterisiert sowie die Plaque-Ausdehnung 

bestimmt werden, um den Einfluss der EVs herauszuarbeiten. Eine vergleichbare 
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Untersuchung von Jansen et al. (2013a) liefert bereits Hinweise auf eine vermehrte 

Makrophageninvasion in das Endothel unter hyperglykämischen Bedingungen.  

In Bezug auf Experimente im Mausmodell sind die Untersuchungen von Xue et al. (2014) 

von großer Relevanz, da sie den Phänotyp von Maus-Makrophagen ebenso 

charakterisieren wie den von humanen Makrophagen. Mit ihrer Hilfe kann eine 

Vergleichbarkeit zwischen Mausmodell und Mensch hergestellt werden. 

Auf lange Sicht wäre eine Primär-Diagnostik oder ein Therapie-Monitoring von 

Atherosklerose durch die Charakterisierung der vorhandenen Makrophagen-Phänotypen 

möglich, z.B. anhand charakteristischer EV-Profile (Nazari-Jahantigh et al., 2012; S 

Parahuleva et al., 2017). Jansen et al. (2014) belegen für EV-ständige miR aus 

Endothelzellen einen prädiktiven Wert für das Auftreten kardiovaskulärer Ereignisse. 

Saenz-Pipaon et al. (2021) identifizierten EVs als diagnostische Marker bei diabetischer 

Nephropathie. 

Weiterhin könnten zielgenaue Therapien, möglicherweise in Form modifizierter EVs oder 

EV-Komponenten anhand der charakterisierten Zielstrukturen entworfen werden (Adams 

et al., 2017; Akbar et al., 2017; Fitzgerald et al., 2017; Lener et al., 2015; Vader et al., 

2016; Yin et al., 2015). 

Erste klinische Studien zur medikamentösen Inflammationshemmung gibt es bereits. 

Verwendete Substanzen sind sehr breit antiinflammatorisch wirksam, z.B. über eine IL-1β 

Blockade (Ridker et al., 2017). Wie oben dargestellt ist eine unterdrückte Inflammation 

nicht per se nützlich, insbesondere da andere proinflammatorische Mediatoren weiter 

aktiv sind und der Phänotyp der Makrophagen sich wenig ändert. 

Vielmehr könnte eine therapeutische Intervention via EVs einen Phänotypen-

modulierenden Effekt auf Makrophagen haben sowie einen pleiotrop wirksamen, 

regenerativen Effekt auf das vaskuläre System ausüben (Arslan et al., 2013; Comariţa et 

al., 2022; Njock et al., 2015). 

Gezielt Proteine in EVs zu verpacken, die dann positive Effekte auf das vaskuläre System 

haben, wie mehrere Studien bereits für das Sonic hedgehog Protein zeigen, ist möglich 

(Agouni et al., 2007; Benameur et al., 2010). 

Passend zu den vorliegenden Untersuchungen konnten Bu et al. (2021) einen EV-

gebundenen Transport von IL-10-mRNA etablieren, der selektiv in atherosklerotische 

Plaques erfolgte. Dies gelang, indem eine gentechnisch erzeugte miR-155 Bindungsstelle 
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erzeugt wurde, die zuvor als spezifisch für M1-Makrophagen in atherosklerotischen 

Plaques beschrieben wurde (Bu et al., 2021; Nazari-Jahantigh et al., 2012). Nachfolgend 

stellte man eine Suppression von IL-1β, TNF und IL-6 - und somit eine breite 

antiinflammatorische Wirkung - fest. Stamatikos et al. (2020) konnten Endothelzellen 

genetisch modifizieren und aus ihnen entstehende EVs als Vektor nutzen, um anti-miR-

33a-5p in Makrophagen und glatte Muskelzellen einzubringen, die nachfolgend signifikant 

mehr Cholesterin ausschieden. Diese Therapie könnte die Entstehung von Schaumzellen 

verhindern. 

Basierend auf der Untersuchung von Akbar et al. (2017) ist es sinnvoll, die Rekrutierung 

von Makrophagen aus ihren körpereigenen Reservoiren (insbesondere der Milz und des 

Knochenmarks) zu beeinflussen. Behandlungsstrategien hierzu existieren bereits in 

pharmakologischer Form via ACE-Hemmer oder durch Intervention mittels siRNA, die auf 

EVs als Ziele angewandt werden könnten (Leuschner et al., 2010; Leuschner et al., 2011). 
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5. Zusammenfassung 

Kardiovaskuläre Erkrankungen sind weltweit die führende Todesursache. Als 

pathogenetisch hat sich die Atherosklerose erwiesen. Risikofaktoren sind abgelagertes 

LDL, endotheliale Dysfunktion und Inflammation - unter Beteiligung von Makrophagen. 

Das etablierte Modell der phänotypischen Differenzierung teilt Makrophagen in den 

proinflammatorischen M1-Phänotyp und den antiinflammatorischen M2-Phänotyp. Eine 

Form der Kommunikation mit Makrophagen erfolgt durch extrazelluläre Vesikel (EVs). Ihre 

Hülle besteht u.a. aus Sphingolipiden. Deren Unterart Ceramid scheint ebenfalls 

atherogen zu wirken. Die Auswirkungen von EVs auf die Differenzierung von 

Makrophagen unter proatherogenen Bedingungen ist jedoch nicht gut verstanden. 

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den Einfluss von EVs aus oxLDL-, LDL- und 

Glucose-exponierten Endothelzellen sowie von Ceramid auf die Differenzierung von 

Makrophagen zu untersuchen. 

Zu diesem Zweck wurden humane koronararterielle Endothelzellen (HCAECs) mit 

Glucose-, oxLDL oder LDL-haltigem Medium kultiviert und aus ihnen EVs gewonnen, die 

mit THP-1-Zellen co-kultiviert wurden. Anschließend wurde die Expression von TNF, 

CD80 und CD86 als M1-Makrophagen-Marker und IL-10, CD163 und CD206 als M2-

Makrophagen-Marker gemessen. Als Vehikel-Kontrolle dienten EVs aus HCAECs, die mit 

PBS-haltigem Medium kultiviert wurden. In einem weiteren Experiment wurden die THP-

1-Zellen mit C16-Ceramid kultiviert.  

THP-1-Zellen zeigten nach Co-Kultur mit oxLDL- und LDL-EVs keine signifikanten 

Änderungen bezüglich TNF- und IL-10-Expression. 

EVs aus HCAECs inhibierten die Expression von TNF nach 24 Stunden signifikant im 

Vergleich zur Negativ-Kontrolle; durch Einfluss von Glucose geschah dies bereits nach 

vier Stunden. Zwischen Kontroll-EVs und Glucose-EVs bestand kein signifikanter 

Unterschied. Auffällig war, dass Glucose-EVs nach 24 Stunden keinen Effekt mehr 

zeigten, während die Kontroll-EVs weiterhin die TNF-Expression reduzierten.  

In der Durchflusszytometrie fand man bei Glucose- und Kontroll-EVs eine Erhöhung von 

CD80 nach 24 und 72 Stunden im Vergleich zur Negativ-Kontrolle. Die Messungen von 

CD86, CD163 und CD206 zeigten keine signifikanten Unterschiede. Weiterhin waren 

CD80 und CD86 nach 24 Stunden in der M1-Positiv-Kontrolle erhöht, d.h. sie waren zur 
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Erkennung von M1-Makrophagen geeignet. Nach 72 Stunden war die CD80-Expression 

nicht mehr gesteigert, CD86 war in der M2-Kontrolle erhöht.  

Die Untersuchung der Ceramid-behandelten THP-1-Zellen zeigte eine erhöhte IL-10-

Expression nach Behandlung mit höher konzentriertem Ceramid.  

Insgesamt ergibt sich ein heterogenes Bild, das Glucose- und Kontroll-EVs sowohl mit 

Pro-, als auch Antiinflammation assoziiert. Ceramid wirkt in höheren Konzentrationen 

antiinflammatorisch. EVs haben somit auf Makrophagen vielfältige Auswirkungen, die 

sowohl pro- als auch antiinflammatorisch sein können. Ceramide zeigen in der Literatur 

häufig einen proinflammatorischen Effekt, wir konnten eine Reaktion darauf in Form von 

IL-10 Expression beobachten. Insgesamt geben uns die Ergebnisse Anlass, von 

alternativen Differenzierungen der Makrophagen auszugehen. 

Die Einteilung der Makrophagen-Phänotypen in M1- und M2-Differenzierung ist stark 

vereinfachend. Sie sollten daher künftig möglichst genau charakterisiert werden.  

Bei der Bewertung der Ergebnisse gibt es Einschränkungen: Neben dem teilweisen 

Fehlen methodischer Standardverfahren ist insbesondere zu beachten, dass THP-1-

Zellen genetisch nicht mit humanen Makrophagen identisch sind, jedoch Vorteile in 

Handhabung und Vergleichbarkeit haben.  

Schlussendlich ist festzustellen, dass EVs und Ceramide pro- und antiinflammatorische 

Effekte haben.  

Zukünftig könnten EVs im Wissen der gewonnenen Erkenntnisse diagnostisch und 

therapeutisch vielfältig eingesetzt werden. 
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