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1 Einleitung

1.1 Atherosklerose

1.1.1 Definition und Epidemiologie
Definition

Die Atherosklerose wird definiert als primar chronische Inflammation der Intima von
mittleren (z.B. Arteriae coronariea) und grof3en (z.B. A. carotis communis, A. iliacae)
Arterien. Damit einhergehend kommtes zu einer Einlagerung von Lipiden und Infiltration
von Zellen des adaptiven Immunsystems, und somit schlussendlich zu einer Verengung
der Arterien und deren konsekutiven Folgen, wie z.B. die koronare Herzkrankheit (KHK)
oder der ischamische Schlaganfall (Fishbein und Fishbein 2009; Hansson und

Hermansson 2011).
Epidemiologie

Die Atheroskleroseund ihre Folgeerkrankungenwie die koronare Herzerkrankung (KHK)
und der ischamische Schlaganfall gehéren zu den weltweit haufigsten Todesursachen
im Erwachsenenalter. Nach aktuellen Zahlen der WHO sind Herz-Kreislauferkrankungen
wie etwa Herzinfarkte (16%) und Schlaganfalle (11,2%) die haufigsten Todesursachen
weltweit (WHO 2020). Insbesondere in den westlichen Industrienationen mit hohem
Einkommen und damit assoziiertem Wohlstand zahlen kardiovaskulare Erkrankungen
zu den haufigsten Todesursachen (Barquera et al. 2015; Townsend et al. 2016).
Insgesamt haben die Pravalenzen fur die aufgefuhrten kardiovaskuléren Ereignisse in
den vergangenen Jahren weltweit deutlich zugenommen (Barquera et al. 2015; WHO
2018, 2020). Alleine 2020 verstarben an der koronaren Herzkrankheit in Deutschland
ca. 147.073 Personen, was 17,4 % aller Todesfalle ausmacht, und am ischamischen
Schlaganfall 34.660 Personen, respektive 4,1% (WHO 2020). Beide Todesursachen
haben ihren Haufigkeitsgipfel in der alteren Bevodlkerung, 93% sind Uber 65 Jahre
(Statistisches Bundesamt 2020). Die zunehmende Industrialisierung und Verbesserung
der Lebensbedingungen ist unter anderem mit einer fettreichen Erndhrung,
Tabakkonsum und geringeren korperlichen Aktivitdt verkndpft, welche auf die
Entstehung der Atherosklerose beglnstigend einwirken (Glovaci et al. 2019). Diese
epidemiologischen Daten stellen fur die moderne medizinische Forschung eine
Herausforderung dar und erfordern innovative Therapieansatze zur erfolgreichen

Behandlung von kardiovaskularen Erkrankungen.



1.1.2 Risikofaktoren

Die Pathogenese der Atherosklerose ist multifaktoriell. Grundsatzlich kann man diese in
beeinflussbare und nicht beeinflussbare Faktoren unterteilen. Zu den beeinflussbaren
Faktoren gehdéren die Dyslipidamie (erhdhtes LDL-Cholesterol, Lipoprotein (a) und
Triglyceride, erniedrigtes HDL-Cholesterol), arterielle Hypertonie, Diabetes mellitus,
Ubergewicht (BMI >25 kg/m2), Nikotinabusus, kdrperliche Inaktivitdt und ungesunde
Ernadhrung (Diat-induzierter Hyperinsulinismus, ernahrungsbedingtes Missverhaltnis
zwischen Omega-6 und Omega-3 Fettsduren). Viele dieser Faktoren sind haufig
gemeinsam vergesellschaftet. So ist zum Beispiel das Ubergewicht haufig die Folge von
ungesunder Erndhrung und koérperlicher Inaktivitdt. Zu den nicht beeinflussbaren
Risikofaktoren gehoéren das erhdhte Lebensalter, das mannliche Geschlecht und die
genetische Vorbelastung (Rissanen 1979; Assmann et al. 1999; Kronenberg et al. 1999,;
Fruchart et al. 2004; Libby et al. 2019).

Metabolisches Syndrom

Eng verknlpft mit den Risikofaktoren der Atherosklerose ist das Metabolische Syndrom
(MetS). Es kann als eine Gruppe verschiedener Risikofaktoren fur kardiovaskulare
Erkrankungen und die Entstehung eines Diabetes mellitus (Typ 2) verstanden werden
(Alberti et al. 2009; Saklayen 2018). Die Kriterien fur die klinische Diagnose des
metabolischen Syndroms variieren leicht je nach Quelle. Sechs verschiedene nationde
und internationale Institutionen wie zum Beispiel die ,International Atherosclerosis
Society“ und die ,International Association for the Study of Obesity“ verdffentlichten 2008
eine Stellungnahme fur die Kriterien des MetS. Dazu gehdren ein erhdhter Huftumfang
(regionalspezifische Angaben), erhdhte Triglyceride (>150 mg/dl), reduziertes HDL (<40
mg/dl fir Manner, <50 mg/dl fir Frauen), erhdhter arterieller Blutdruck (systolisch >130
mmHg, diastolisch >85 mmHg), und erhdhte Niuchternblutglukosewerte (> 100 mg/dL)
(Alberti et al. 2009). Die Risikofaktoren fur die Entstehung einer Atherosklerose sind
nahezu deckungsgleich mitden Kriterien fur ein metabolisches Syndrom. Diese Kriterien
kommen haufig nichtisoliert vor, sondern sind wie zuvor beschrieben haufig miteinander
vergesellschaftet. Die Pravalenz des metabolischen Syndroms ist von Land zu Land
unterschiedlich und in der Erhebung der Daten werden verschiedene Kriterien fur die
Diagnosestellung genutzt. Inden USA liegt die Pravalenz bei 37,7% (Aguilar et al. 2015).
Als Kriterien wurden 3 oder mehr der oben aufgefuhrten verwendet. Der kritische Punkt
fur den Huftumfang lag hier bei >102 cm fur Manner, und >88 cm fur Frauen (Aguilar et
al. 2015). In einer Metaanalyse von Scuteri und Kollegen lag die Pravalenz in
Deutschland bei 18,5%, wenn die Trias aus erhdhten Triglyceriden, Blutdruck und
vergroBRertem Huftumfang als Diagnosekriterien einbezogen wurden. Ersetzte man die
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erhohten Triglyceride mit erhéhtem Blutzucker, sank die Pravalenz in Deutschland auf
7,6% (Scuterietal. 2015). In einer groRen prospektiven Studie mit 900.000 Probanden
konnte gezeigt werden, dass die Gesamtmortalitat fur alle Altersgruppen in den BMI-
Klassen von 22-25 kg/m? am niedrigsten war. Jede Zunahme des BMI um 5 kg/m?
erhdhte die Mortalitat um 30% (Gary Whitlock et al. 2009).

1.1.3 Pathophysiologie

1.1.3.1 Hypothesen zur Initialisierung der Atherosklerose

Bereits 1815 postulierte der britische Chirurg Joseph Hodgson, dass es sich bei der
Atherosklerose um ein entzindliches Geschehen handelt (Hodgson 1815). Auch
Rudolph Virchow flihrte Studien durch und kam zu der gleichen Idee, dass es sich hier
um einen entzundlichen Vorgang handelt, welcherin der Intima beginnt (Virchow 1856).
Die ersten detaillierteren Beschreibungen der initialen Vorgange innerhalb der

Atherosklerose lieferten jedoch andere.
Response-to-Injury Hypothese

Zusammen mit John Glomset formulierte Russel Ross 1973, dass eine Schadigung des
Endothels die Grundlage fir die Entstehung der Atherosklerose ist. In den
Untersuchungen wurde beobachtet, dass glatte Muskelzellen auf verschiedene Stimuli
in die Intima migrieren und dort proliferieren (Ross und Glomset 1973). In seinem Review
fasste er die Faktoren zusammen, die man im Zusammenhang mit der Schadigung
vermutete: chronische Hyperlipidamie, Metabolite, Infektionen und mechanische
Faktoren, wie den Scherstress (Ross und Glomset 1976).

LDL-Rezeptor Hypothese

Goldstein und Brown formulierten 1979 die Hypothese, dass der Signalwegum den LDL-
Rezeptor (Lipoprotein niederer Dichte) atheroprotektive Eigenschaften besitzt. An den
LDL-Rezeptor bindet das LDL, welches dann in die Zellen aufgenommen wird und in
Lysosomen zu Cholesterol abgebaut wird. Die atheroprotektive Eigenschaft des LDL-
Rezeptors wird durch einen Feedbackmechanismus begrindet. Bei ausreichender LDL
bzw. Cholesterolaufnahme wird der Rezeptor runterreguliert, und so die Aufnahme
reduziert. Durch die hohe Affinitdtt des Rezeptors, wird schon bei niedrigen
Blutkonzentrationen das LDL in das Zellinnere aufgenommen. Bei Menschen, vor allem
aus der westlichen Welt, liegt der LDL-Plasmaspiegel haufig jedoch Uber der fur den
LDL-Rezeptor optimalen Konzentration. Das wiederum fuhrt zu einer LDL-Rezeptor-
unabhangigen Aufnahme Uber den sogenannten Scavengerrezeptor, welcher keinen

negativen Feedbackmechanismus besitzt und zur Folge hat, dass bei hohen LDL-
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Blutkonzentrationen die Zelle mit LDL Gbersattigt wird. Dieser Mechanismus fuhrt auf
Dauer zur Bildung von proatherogenen Schaumzellen (Goldstein und Brown 1977,
Henriksen et al. 1983; Moore und Freeman 2006). Fur die Erforschung des

Cholesterinmetabolismus erhielten Brown und Goldstein 1985 den Nobelpreis.

Beide Hypothesen lieferten erste wegweisende Erkenntnisse in der Pathophysiologie
der Atherosklerose. Die Ideen fuhrtenzu einer genaueren Untersuchung der Entstehung
und Aufrechterhaltungvon Atherosklerose auf die imweiteren Verlauf eingegangenwird.
Mittlerweile weild man, dass beide Hypothesen ihre Berechtigung haben, die Entstehung
der Atherosklerose jedoch ein immens, komplexes Wechselwirken aus verschiedenen
Risikofaktoren und molekularen Vorgangen ist. Einig ist man sich jedoch mittlerweile,
dass am Anfang die Schadigung des Endothels bzw. die endotheliale Dysfunktion steht.
Die Endothelzellen sind somit von entscheidender Bedeutung flr die Atherosklerose
(Vogel 2009; Gimbrone und Garcia-Cardefa 2016; Libby et al. 2019).

1.1.3.2 Endothelzellfunktion- und dysfunktion
Endothelzellfunktion

Als Endothel bezeichnet man die innerste Schicht des Blut- und Lymphgefalsystems.
Dadurch steht es in direktem Kontakt mit den wichtigsten Transportsystemen des
Kérpers, dem Blut und der Lymphe. Laut einer Schatzung geht man davon aus, dass es
in seiner Gesamtheit aus ca. 10 Billionen Zellen besteht und ausgebreitet eine Flache
von ca. 4000-7000 m?2 einnimmt (Kn6bl 2006). Entgegen der friiheren Meinung, es ware
eine einfache, passive, semipermeable Membran, weil} man heute, dass das Endothel
viele physiologische Prozesse reguliert. Als semipermeable Membran nimmt es eine
Barrierefunktion ein und ist somit am Austausch von Substanzen, Flussigkeiten und
Zellen beteiligt (Pearson 2000). Eine wichtige Eigenschaft ist die Beteiligung des
Endothel an der Regulierung des Vasotonus durch Stickstoffmonoxid (NO) (Rees et al.
1989; Bonetti et al. 2003). Im physiologischen Zustand, verhindert NO aullerdem eine
Adhasion der Leukozyten, was dem Endothel antiinflammatorische Effekte zuspricht
(Kubes et al. 1991). Auch an der Homobostase des Blutgerinnungssystems ist das
Endothel beteiligt, indem es fur eine Balance zwischen profibrinolytischen und
antithrombotischen Vorgangen sorgt (Wu und Thiagarajan 1996). Als Transportsystem
sind die GefalRe, und somit das Endothel als direkte Kontaktflache an immunologischen
und entzundlichen Prozessen beteiligt. Dafur bedarf es jedoch einer Aktivierung des

Endothels auf welche im Weiteren eingegangen wird.



Endotheliale Dysfunktion und Inflammation

Der Begriff der endothelialen Dysfunktion beschreibt im Allgemeinen eine
Funktionsstdérung des Endothels und geht unter anderem mit einer verminderten
Fahigkeit zur Vasodilatation einher. Einen weiteren wichtigen Teil der endothelialen
Dysfunktion stellt die endotheliale Inflammation dar. Beide kdénnen auseinander
resultieren bzw. sich gegenseitig bedingen. Neben der Atherosklerose, gibt es weitere
Beispiele beidenen die endotheliale Dysfunktion von Bedeutung ist. Dazu gehdren akute
bzw. chronische Entziindungsgeschehen in der Leber (Volpes et al. 1992), die Multiple
Sklerose (Lou et al. 1997), die Rheumatoide Arthritis (Grober et al. 1993) sowie der
Diabetes mellitus Typ 2 (Dubsky et al. 2023). Die Risikofaktoren der endotheliden
Dysfunktion und Inflammation sind ahnlich der Atherosklerose und des metabolischen
Syndroms. Darunter sind erhéhter Bluthochdruck, turbulente Blutstromung, Rauchen,
Diabetes Mellitus, eine fettreiche Erndhrung bzw. Hypercholesterindmie, kérperliche
Inaktivitdt, erhohtes Alter und eine Imbalance zwischen Sexualhormonen zu finden
(Vogel 2009; Gimbrone und Garcia-Cardena 2016). Im klinischen Alltag I&sst sich der
Grad der endothelialen Dysfunktion durch die Fahigkeit zur Vasodilatation messen.
Mittels Applikation verschiedener vasodilatatorischer Reize, wie z.B. Acetylcholin und
Adenosin lasst sich dies bestimmen (Halcox et al. 2002). Der wichtigste Mediator fir die
endothelzellabhangige Vasodilatation ist das Stickstoffmonoxid. Es wird auf zellularer
Ebene davon ausgegangen, dass eine verminderte Bioverfigbarkeit bzw. Produktion
von Stickstoffmonoxid eine der Ursachen flr die endotheliale Dysfunktion ist (Bonetti et
al. 2003). Ludmer und Kollegen beschrieben als erste, dass es einen Zusammenhang
zwischen der Atherosklerose und der verminderten Fahigkeit zur Vasodilatation besteht
(Ludmer et al. 1986). Auf Ebene der Zellen bzw. Zytokine gibt es ebenfalls verschiedene
Aktivatoren der endothelialen Dysfunktion und Inflammation. Dies sind v.a. oxidiertes
LDL (oxLDL), TNFa, IL-17 und Lipopolysaccharid beschrieben (Roussel et al. 2010;
Griffin etal. 2012; Libby et al. 2019; Wang et al. 2020). Wie bereits erwahnt ist das LDL
ein entscheidender Faktor fur die Entstehung der Atherosklerose. Durch verschiedene
Enzyme wird dieses modifiziert, wie zum Beispiel durch Oxidierung oder Hydrolysierung
unterschiedlicher Bestandteile des LDL (Pentikdinenetal. 2000). Es wurde gezeigt, dass
oxLDL in Endothelzellen die Sekretion proinflammatorischer Chemokine und Zytokine
wie z.B. MCP-1 oder IL-6 férdert, und zum anderen zur vermehrten Expression
endothelialer Adhasionsrezeptoren wie z.B. dem vaskularen Zelladhasionsmolekiil 1
(VCAM-1) und deminterzellularen Zelladhasionsmolekul (ICAM-1) fihrt (Ou et al. 2009;
Wang et al. 2020). Ein weiterer wichtiger Aktivator ist TNFa. TNFa ist an verschiedenen

entziindlichen Prozesseninvolviert, unter anderem an der Atherosklerose und Psoriasis



vulgaris. TNFa induziert in Endothelzellen die Sekretion zahlreicher proatherogener
Chemokine und Zytokine, wie der Granulozyten-Monozyten-Kolonie stimulierende
Faktor (GM-CSF), das Monozyten-chemotaktische Protein 1 bzw. CC-Chemokinligand
2 (MCP-1 bzw. CCL2 ), das interferongamma-induzierte Protein von 10 kDa bzw. das C-
X-C-Motiv Chemokin 10 (IP-10 bzw. CXCL10), IL-6, IL-8 und Expression von
Adhasionsrezeptoren wie VCAM-1, ICAM-1 und Endothel-Selektin (E-Selektin) (Ou et
al. 2009; Ende et al. 2014, Baliwag et al. 2015; Boehncke und Schén 2015; Wang et al.
2016; Gonzalez-Cantero et al. 2019; Libby et al. 2019; Wang et al. 2020). Ein weiterer
Aktivator der endothelialen Inflammation ist IL-17. Es konnte gezeigt werden, dass es in
Endothelzellen die Sekretion proatherogener Zytokine wie IL-8 und IL-6 induziert. Auch
die vermehrte Expression verschiedener Endothelzellrezeptoren wie VCAM-1 und E-
Selektin konnte nachgewiesen werden. Interessanterweise zeigte ein synergistischer
Effekt aus Behandlung mit TNFa- und IL-17 die starkste proentzindliche Wirkung auf
die Endothelzellen (Roussel et al. 2010; Griffin etal. 2012). In den nachsten Kapiteln
wird nun genauer auf die zellularen Folgen der endothelialen Inflammation eingegangen.
Zum einen die Adhasionsrezeptoren, welche eine Interaktion mit den Leukozyten
gewahrleisten und zum anderen proatherogene Chemokine und Zytokine, welche den

weiteren pathophysiologischen Prozess der Atherosklerose vermitteln.

1.1.3.3 Proatherogene Zytokine und Chemokine
Allgemein

Zytokin ist ein Oberbegriff fir Signalproteine, die von Zellen sezerniert werden und
verschiedene Funktionen wahrnehmen. Sie koénnen unter anderem auf die
Differenzierung, das Wachstum und die Proliferation von anderen Zellen wirken
(Frostegard et al. 1999; Metcalf 2008). Bei Entzindungen nehmen sie eine
entscheidende Rolle ein, dasie in der Aktivierung anderer immunologischer Zellen und
der Aufrechterhaltung des entziindlichen Milieus beteiligt sind. Auf der Gegenseite
wirken einige Zytokine, wie z.B. IL-10 aber auch atheroprotektiv (Tedgui und Mallat
2006). Im chronischen Entzindungsgeschehen der Atherosklerose sind in allen Phasen
viele verschiedene Zytokine beteiligt (McLaren et al. 2011). Das Wort Chemokin ist eine
Subkategorie der Zytokine und beinhaltet in das griechische Wort Chemotaxis (gr.
Chémeia ,Chemie*, altgr. Tagig ,,Ordnung, Aufmarsch*). Dies beschreibt die Bewegung
von Zellen entlang eines Konzentrationsgradienten. Sie fihren dazu, dass Leukozyten
wie z.B. Monozyten oder T-Lymphozytenden Weg in das Gewebe finden (McLaren et
al. 2011). Zu den wichtigsten pro-atherosklerotischen Chemokinen gehéren MCP-1



(CCL2), RANTES (CCL5), IP-10 (CXCL10), Fraktalin (CX3CL1) und IL-8 (CXCLS)
(Braunersreuther et al. 2007; Ray und Autieri 2017).

GM-CSF

Der Granulozyten-Monozyten-Kolonie stimulierender Faktor (GM-CSF) gehért zu den
sogenannten Kolonie-Stimulierenden Zytokinen. Robert E. Donahue und Kollegen
zeigten, dass GM-CSF die Haematopoese anregt. Sie infundierten Javaneraffen
rekombinantes GM-CSF und sahen im Blut eine bis zu 7-fach erhdhte Leukozytose im
Vergleich zur Kontrollgruppe. Darunter zahlen Neutrophile, Eosinophile, Lymphozyten
und Monozyten. Auch im Knochenmark der Affen fand man einen erhdhten Zellgehalt
vor (Donahue et al. 1986). Eine VerknUpfung zur Atherosklerose stellten Wang und
Kollegen bereits 1994 fest. Sie setzten Kaninchen unter eine cholesterinreiche Diat, um
atherosklerotische Lasionen zu induzieren. Mittels immunhistochemischen Methoden
konnten sie eine vermehrte Expression von GM-CSF in Makrophagen, glatten
Muskelzellen und Endothelzellen innerhalb atherosklerotischer Lasionen, im Vergleich
zur Kontrollgruppe beobachten (Wang etal. 1994). In einem Atherosklerose-Mausmodell
wurde gezeigt, dass GM-CSF zur Proliferation und Differenzierung von dendritischen
Zellen in den Lasionen und zur Rekrutierung von Monozyten beitragt (Zhu et al. 2009).
In Bezug auf die Atherosklerose konnte gezeigt werden, dass GM-CSF an der
Differenzierung von Monozyten in Schaumzellen beteiligt ist (Waldo et al. 2008). In
einem atherosklerotischen GM-CSF/LDL-Rezeptor Knockout-Mausmodells (GM-CSF -,
LDLR”- vs. LDLR™") konnte nachgewiesen werden, dass die GM-CSF-defizienten
Mause eine geringere Progression der Atherosklerose im fortgeschrittenen Stadium
aufwiesen. Folglich wurde GM-CSF eine entscheidende Rolle in der Progression von
Plagues und somit der Atherosklerose zugesprochen (Subramanian et al. 2015). In
Ubereinstimmung damit wurde in einer Patientenstudie auRerdem gezeigt, dass im Blut
zirkulierendes GM-CSF bei Patienten mit instabilen atherosklerotischen Plaques im
Vergleich zu Patienten mit stabilen Plaques und der Kontrollgruppe deutlich erhéht war
(Zheng et al. 2019).

MCP-1

Monozyten-chemotaktisches Protein 1 (MCP-1), auch CC-Chemokinligand 2 (CCL2)
genannt, gehort zur Gruppe der Chemokine. Es wird von verschiedenen Zellen wie
Endothelzellen, Fibroblasten, glatten Muskelzellen und Monozyten gebildet (Aiello et &l.
1999; Singh et al. 2021). Bekannt ist seit langem, dass MCP-1 eine chemotaktische
Wirkung auf im Blut- und Lymphsystem zirkulierende Immunzellen, wie T-Lymphozyten
oder Monozyten besitzt (Carr et al. 1994; Ajueboret al. 1998; Yadav et al. 2010). Bereits



vor Jahren wurde in Experimenten gezeigt, dass MCP-1 eine wichtige Rolle in der
Atherosklerose zukommt. In einem Mausmodell der Atherosklerose (MCP-1-LDL-R*)
fuhrte die genetische Deletion von MCP-1 zu einer signifikant geringeren Ansammlung
von Lipiden und Monozyten in der GefalRwand im Vergleich zur Kontrollgruppe fihrt
(MCP-1**, LDL-R"-) (Gu et al. 1998). Ahnliches konnten Aiello und Kollegen feststellen.
In Knockoutmausen (ApoE“-/MCP-1-) fiihrte die genetische Deletion von MCP-1 zu
einer verringerten Ansammlung von Monozyten und oxidiertem LDL in der GefalRwand,
mit dem Ergebnis einer verlangsamten Initiierung der Atherosklerose (Aiello et al. 1999).
In einer Kohortenstudie boten sich bei denen mit einer subklinischen Atherosklerose
héhere MCP-1-Serumspiegel als bei jenen ohne eine Atherosklerose (Basurto et al.
2019). Weiterhin wurden bei Patienten mit histopathologischen Merkmalen von
instabilen Plaques (grofRRer Lipidkern, Hdmorrhagien innerhalb der Plaques) hohere
Serumspiegel von MCP-1 nachgewiesen (Georgakis et al. 2021). Auch in vitro konnten
MCP-1 fordernde Effekte auf die Entstehung der Atherosklerose zugeschrieben werden.
Durch Stimulation mittels MCP-1 wurde die Adhasion der Monozytenzelllinie THP-1 (=
Tohoku Hospital Pediatrics-1) an Endothelzellen mafligeblich erhéht im Vergleich zur
Kontrollgruppe (Hiraokaetal. 2004). All die Versuche unterstreichen die Rolle von MCP-

1 innerhalb der Entstehung und Progression der Atherosklerose.
IP-10

Ein weiteres wichtiges Chemokin ist das Interferon-gamma-induzierte Protein von 10
kDa (IP-10) bzw. auch Chemokin 10 vom Motiv C-X-C (CXCL10) genannt. IP-10 wirkt
bei verschiedenen tumordsen, autoimmunlogischen und entzindlichen Prozessen
chemotaktisch auf CD4+-und CD8+-T-Lymphozyten, und sorgtfir eine Migration dieser
zum Ort des Entzindungsgeschehens (Karin und Razon 2018). Aber gerade auch im
Bereich der Atherosklerose sind fordernde Effekte beschrieben. Es konnte gezeigt
werden, dass es vermehrt in humanen atherosklerotischen Lasionen exprimiert wird
(Wang et al. 2017). In einem ex vivo Rattenmodell konnten proatherogene Wirkungen
von IP-10 nachgewiesen werden. So induzierte IP-10 eine vermehrte Proliferation und
Migration von glatten Muskelzellen in die Intima (Wang et al. 1996). In einem weiteren
Knockoutmausmodell (ApoE--/Cxcl10-) wurde beobachtet, dass die genetische Deletion
von IP-10 zu signifikant kleineren intimalen Lasionsflachen flhrte. Weiterhin zeigte sich
eine hemmende Wirkung auf die Akkumulation von CD4 *-T-Zellen in atherosklerotischen
Lasionen (Heller et al. 2006). Die Stimulation von Endothelzellen mit TNFa fihrt zu einer
vermehrten Sekretion von IP-10 (Hillyer et al. 2003; Schwager et al. 2017).



Matrixmetalloproteinase-9

Ein wichtiger Schritt in der Gefallwandverdickung ist die Migration glatter Muskelzellen
in die Intima, woran eine Vielzahl an Zytokinen und Enzymen beteiligtist (Libby et al.
2019). Darunter finden sich die sogenannten Matrixmetalloproteinasen (MMP) wieder.
Das sind Proteinasen, welche unterschiedliche Bestandteile der extrazellularen Matrix
spalten kdnnen, wie zum Beispiel Kollagene und Gelatine. In der Atherosklerose ist das
bei der Migration von Zellen relevant und wirkt sich unter anderem auf die Stabilitat der
Gefalplaques aus (Luttun et al. 2004; Libby et al. 2019). In ihrer katalytischen Einheit
enthalten sie ein Zink-Bindungsmotiv, was zur Namengebung flhrte und gleichzeitig
Charakteristikum dieser Proteinasen ist (Rodriguez et al. 2010; Chen et al. 2013).
Verschiedene Studien konnten belegen, dass die Matrixmetalloproteinase-9, eine
Gelatinase, an der Pathogenese der Atherosklerose beteiligt ist. Die MMP-9 wird in
atherosklerotischen Lasionen von Endothelzellen, glatten Muskelzellen und Monozyten
sezerniert (Cho und Reidy 2002; Zhang 2022). So konnte durch Galis und Kollegen
nachgewiesen werden, dass MMP-9 in atherosklerotischen Lasionen vermehrt
exprimiert wird (Galis et al. 1995) und weiterhin entscheidend an der Migration von
glatten Muskelzellen in die atherosklerotische Plaque beteiligt ist (Mason et al. 1999;
Johnson und Galis 2004). In weiteren Experimenten wurden jedoch auch
unterschiedliche Ergebnisse beobachtet. Die Gruppen um Luttun und Kollegen sowie
Johnson und Kollegen nutzten beide Knockoutmause (ApoE”//MMP-9-) und fltterten
diese mit einer zucker- und fettreichen Diat. Luttun und Kollegen beobachteten in der
Aorta, dass die Mause mit Knockout von MMP-9 kleinere Plaques im Vergleich zur
Kontrollgruppe besitzen, und MMP-9 somit entscheidend fur die GroRe der Plaques ist
(Luttun et al. 2004). Johnson und Kollegen konnten in ihren Experimenten jedoch
beobachten, dass MMP-9 eher atheroprotektive Wirkungen vermittelt, wie ein kleinerer
Plague und erhéhte Stabilitat des Plaques (Johnson et al. 2005). In Linie damit zeigten
Jin und Kollegen, dass bei ApoE-defizienten Mausen, welche bereits tiber 20 Wochen
eine entsprechende proatherogene Diat erhielten, der folgende Knockout von MMP-9
mittels eines Virus, zu stabileren Plaques fuhrte (Jin et al. 2015). Bei in vitro
Experimenten mittels Gen-Knockdown der MMP-9 in THP-1-Zellen wurde gezeigt, dass
die oxLDL-induzierte Bildung von Schaumzellen inhibiert werden konnte (Kojima et al.
2010). Die endgultige Rolle scheint nicht vollstandig geklart.

IL-17A

Das Interleukin-17 ist unterteilt in 6 Isoformen (A-F). Die am haufigsten auf
proinflammatorische Wirkungen untersuchte Isoformist IL-17A. . Es wird vor allem von

differenzierten CD4+-T-Zellen, auch Th17-Zellen genannt, aber auch naturlichen
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Killerzellen sezerniert (Miossec und Kolls 2012). Das Interleukin-17 ist vor allem aus der
Psoriasis vulgaris (PV) bekannt, wo es ein Schlisselzytokin in der Pathogenese und
einen effektiven Angriffspunkt in der Therapie darstellt (siehe ,Pathogenese der
Psoriasis®). Aber auch in Bezug auf die Atherosklerose und endotheliale Aktivierung
konnten bereits interessante Beobachtungen gemacht werden. IL-17A induziert in
Endothelzellen die Sekretion der proatherogenen Zytokine GM-CSF und [L-6 (Fossiez
etal. 1996; Erbelet al. 2009). Ebenfalls kommtes unter IL-17Azu einer Hochregulierung
der endothelialen Adhasionsrezeptoren VCAM-1, ICAM-1 und E-Selektin (Roussel et a.
2010). Auf Ebene der Signalwege konnte beobachtet werden, dass die Stimulation mit
IL-17Ain Endothelzellen zu einer vermehrten Phosphorylierung und Aktivierung von NF-
kB als auch p38 fuhrt (Rousseletal. 2010; Zhang etal. 2021). In vivo wurde in mehreren
Mausexperimenten fur IL-17A gezeigt, dass es an der Entstehung der Atherosklerose
von Bedeutung ist. In einem atherosklerotischen Knockoutmausmodell (ApoE-/-/IL-177)
wurde beobachtet, dass die genetische Deletion von IL-17 zu signifikant kleineren
atherosklerotischenPlaques fiihrte. Ebensofiihrte dies zu einer reduziertenInvasion von
Makrophagen in die Plaques sowie zur reduzierten Expression proatherogener Zytokine
wie beispielsweise MCP-1, IL-6 und IL-1f (Usui et al. 2012). Ebenfalls beobachtete man
in einem Mausmodell, dass die Inhibition von IL-17A, zu einer Reduktion der
protatherogenen Zytokine GM-CSF und IL-6 im Plasma fuhrte (Smith et al. 2010).

1.1.3.4 Adhasion / Transmigration

Die Adhasionsmolekile sind bei allen immunologischen und entzindlichen Vorgangen,
beidenen eine Migration von Zellen stattfindet, von essentiellerBedeutung. Sie kommen
sowohl auf den residenten Zellen (z.B. Endothelzellen), als auch auf den migrierenden
Zellen (z.B. Leukozyten) vor, und erméglichen zwischen diesen eine Interaktion. Es gibt
vier grolle Gruppen: Cadherine, Integrine, Selektine und die Super-
Immunoglobulinfamilie (Galkina und Ley 2007; Harjunpaa et al. 2019). Sie nehmen in
den verschiedenen Schritten der Extravasation von Leukozyten unterschiedliche
Funktionen ein. Dazu gehdren im ersten Schritt das Rollen am Endothel, die feste
Adhasion, auch Arrest genannt und die Transmigration durch die Endothelzellen.

Rollen

Das sogenannte Rollen ist der erste Schrittin der Interaktion zwischen Endothelzellen
und Leukozyten. Die dominierenden Adhasionsmolekule bei dem ersten Kontakt sind
die Selektine, wozu Lymphozyten-Selektin (L-Selektin), Thrombozyten-Selektin (P-
Selektin, P engl. fur ,platelet) und Endothel-Selektin (E-Selektin) gehdéren (Manka et al.
2001; Smith 2008).
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L-Selektin wird nur auf Leukozyten und nicht auf Endothelzellen exprimiert. Man geht
davon aus, dass die Expression von L-Selektin auf bereits rollenden Lymphozyten dazu
fuhrt, dass weitere, noch frei zirkulierende Lymphozyten an diese binden kdnnen
(Eriksson et al. 2001b). Zur Induktion von atherosklerotischen Lasionen in Mausen
wurden verschiedene Modelle entworfen. Eines ist die Apolipoprotein-E-defiziente Maus.
Apolipoprotein-E fuhrt zu einer Aufnahme von Blutfetten in die Leber, um eine
Uberséttigung dieser im Blut zu verhindern. Durch das Ausschalten des Gens, kommt
es bei einer fett- und zuckerreichen Diat der Mause zu atherosklerotischen Lasionen
(Emini Veseli et al. 2017). In einem atherosklerotischen Mausmodell (ApoE -, L-sel™)
konnte gezeigt werden, dass die Deletion von L-Selektin, keinen Einfluss auf das Rollen
der Leukozyten hatte und sogar die atherosklerotische Lasionsflache vergrofRerte
(Rozenberg et al. 2011).

Dass P-Selektin und E-Selektin eine deutlich wichtigere Rolle in der Interaktion zwischen
Leukozyten und Endothelzellen einnehmeniist seit Jahren bekannt. P-Selektin bindet auf
den Leukozyten vor allem an den P-Selektin Glykoprotein Ligand-1 (PSGL-1),und E-
Selektin an den PSGL-1 und E-Selektin Ligand-1 (ESL-1) (Galkina und Ley 2007). In
diversen Arbeiten wurde bereits gezeigt, dass E- und P-Selektin vermehrt in humanen
atherosklerotischen Lasionen exprimiert werden. P-Selektin imponierte jedoch eher in
friheren und E-Selektin in spateren Lasionen (Davies et al. 1993; Johnson-Tidey et al.
1994). Die Arbeitsgruppe um Dong und Kollegen zeigte schon 1998 in einem
Mausmodell mit genetischer Deletion von P- bzw. E-Selektin, wurde im Anfangsstadium
der Atherosklerose, wahrend der Ausbildung der sog. ,Fettstreifen®, eine deutliche
Verringerung der Lasionsflache im Vergleich zur Kontrollgruppe gezeigt. (Dong et al.
1998). Weiterhin konnte mittels Inhibition von P-Selektin und E-Selektindurch Antikdrper
in Mausen eine Erhéhung der Flussgeschwindigkeit von Leukozyten induziert werden,
was zu einem abgeschwachten Rollen der Leukozyten an der Endothelzellschicht flhrt
(Eriksson et al. 2001a). Klassische Aktivatoren in vitro fur P- und E-Selektin auf
Endothelzellen sind TNFa und oxLDL (Gebuhrer et al. 1995; Ou et al. 2009; Ende et al.
2014; Chang et al. 2014).

Adhasion

Die feste Adhasion, welche auch als Zellarrest bezeichnet wird, ist der zweite Schritt in
der GefalRwandinfiltration der Leukozyten. Als wichtigste Vertreter endothelider
Adhasionsmolekiile sind hier VCAM-1 und ICAM-1 zu nennen, welche beide zur

Immunoglobulinsuper-Familie gehéren (Davies et al. 1993; Chia 1998). Die Rezeptoren
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binden auf den Monozyten unterschiedliche Liganden, welche den Integrinen
zuzuordnen sind. Das Adhasionsmolekul VCAM-1 bindet an das Very-late-Antigen4
(VLA-4), welches in der CD-Klassifikation (,cluster of differentiation®) auch CD49d/CD29
genannt wird. CD49d steht dabei fur die «4-Untereinheit und CD29 flr die g1-Untereinheit
(Alon et al. 1995; Yusuf-Makagiansar et al. 2002; Liu et al. 2015). ICAM-1 hingegen
bindet auf Monozyten an das Leukocyte-function-associated-antigen-1 (LFA-1),und wird
in der CD-Klassifikation als CD11a/CD18 bezeichnet. CD11a steht fir a-Untereinheit,
und CD18 fur die B2-Untereinheit (Yusuf-Makagiansar et al. 2002). Dass VCAM-1 und
ICAM-1 eine Rolle in der Pathogenese der Atherosklerose spielen, entdeckten 1993
Davies und Kollegen. Sie konnten zeigen, dass beide Rezeptoren auf Endothelzellen in
humanen atherosklerotischen Lasionen vermehrt exprimiertwurden (Davies etal. 1993).
Die Relevanz der endothelialen Adhasionsrezeptoren wurde in Mausexperimenten von
verschiedenen Gruppen untersucht. So zeigten Cybulsky und Kollegen mit Knockout-
Méausen (LDLR’-, VCAM-1/), dass VCAM-1 fur die Entstehung friher
atherosklerotischer Lasionen ein wichtiger Faktor ist (Cybulsky et al. 2001). Huo und
Kollegen isolierten aus Knockout-Mausen (ApoE--) atherosklerotische Arterien und
untersuchten ex vivo die Adhasion einer Monozytenzelllinie unter antikbrpervermittelter
Blockierung von VCAM-1. Die Adhasion wurde dadurch signifikant reduziert, und die
Rollgeschwindigkeit erhoht (Huo et al. 2000). Auch Ramos und Kollegen konnten diesin
einem ahnlichen Modell beobachten (Ramos et al. 1999). Auch ICAM-1 wurde in
verschiedenen Experimenten eine tragende Rolle zugeschrieben. Eine
antikorpervermittelte Blockierung von ICAM-1 in einem Mausmodell (ApoE~-) zeigte,
dass die Einwanderung von Monozyten in allen Phasen der Atherosklerose reduziert
wurde (Patel et al. 1998). Auch Bourdillon und Kollegen konnten durch inr Modell mit
Knockout-Mausen (ApoE-7-, ICAM-1/-) beobachten, dass eine signifikant kleinere
Lasionsflache in den Mausen mit genetisch deletiertem ICAM-1 im Vergleich zur
Kontrolle vorlag (Bourdillon et al. 2000). Auch in Zellkulturexperimenten konnte man
ICAM-1 und VCAM-1 mit Blick auf die Interaktion zwischen Endothelzellen und
Monozyten essentielle Funktionen nachweisen. Ronald und Kollegen untersuchten wie
eine antikdrpervermittelte Blockade von ICAM-1 oder VCAM-1 in humanen aortalen
Endothelzellen, die Morphologie von THP-1-Zellen in Co-Kultur verandert. Sie fanden
heraus, dass sowohl die Blockade von ICAM-1 als auch VCAM-1, die THP-1 dazu
veranlasste, weniger Auslaufer, sog. Pseudopoden und Lamellopoden, zu bilden,
welche eine breitere Adhasionsflache bilden (Ronald et al. 2001). Die Expression auf
Endothelzellen wird vor allem durch oxLDL und TNFa stimuliert (Ou et al. 2009; Ende et
al. 2014; Chang et al. 2014).
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Transmigration

Die Transmigration stellt den letzten und kritischen Schritt in der Einwanderung der
Leukozytendar. Die Interaktion verschiedener Gruppen von Adhasionsmolekulen ist hier
von besonderer Bedeutung. Das Thrombozyten-Endothelzellen-Adhasionsmolekul
(PECAM-1, engl. fur ,Platelet endothelial cell adhesion molecule®) gehért zur
Immunoglobulin-Superfamilie und wird sowohl auf Endothelzellen als auch Leukozyten
exprimiert. Es sorgt unter anderem flr eine Adhasion zwischen den Endothelzellen,
indem es homophile Bindungen mit sich selbst eingeht (Albelda et al. 1991). In vitro
wurde gezeigt, dass die antikdrpervermittelte Inhibition von PECAM-1, die TNFo-
induzierte transendotheliale Migration von Monozyten aus peripherem Blut (PBMC)
reduziert. Die Adhasion wurde jedoch nicht beeinflusst und die nicht migrierten
Monozyten akkumulierten auf den Endothelzellen (Muller et al. 1993). Im Mausmodell
(ApoE”-, PECAM-1--) konnte gezeigt werden, dass die Deletion von PECAM-1 die
atherosklerotische Lasionsflache, im Vergleich zur Kontrollgruppe deutlich verringerte.
Aulerdemwurde in den Knockoutmausen eine verringerte VCAM-1-Expression und p65
Translokation in den Nuclei unter Ausschaltung von PECAM-1 beobachtet (Harry et al.
2008). Interessanterweise wird PECAM-1 durch Stimulation mit TNFa insgesamt nicht
vermehrt oder vermindert exprimiert, sondern andert seine Lage auf der Zelloberflache.
Es wird nicht mehr an den Gap-Junctions exprimiert, sondern an der Basis der Zellen
und kann so keine Barrierefunktion mehr einnehmen. (Romer et al. 1995; Eppihimer MJ
et al. 1998).

Eine weitere Gruppe von Adhasionsmolekilen zwischen den Endothelzellen sind die
junktionales Adhasionsmolekule (JAM). Sie gehéren wie PECAM-1 zur Immunoglobulin-
Superfamilie und werdenim Bereich der Tight Junctions, am apikalen Zellpol, exprimiert
(Martin-Paduraet al. 1998). Man findet sie jedoch auch auf Epithelzellen, Leukozyten
und Thrombozyten (Mandell und Parkos 2005). Im engeren Sinne gehdren drei
verschiedene Proteine zur JAM-Familie: JAM-A, JAM-B und JAM-C. lhre hauptsachliche
Funktion auf Endothel- und Epithelzellen ist die Schaffung einer Barriere und Polaritat.
Dies erreichen sie durch homophile und heterophile Bindungen und Uber ihre
intrazellulare Komponente, welche mitintrazellularen Proteinen wechselwirken (Garrido-
Urbani et al. 2014). Fir alle JAM wurde eine Relevanz in der Transmigration von
Leukozyten beschrieben, im Folgenden wird jedoch speziell auf JAM-A eingegangen
(Martin-Paduraet al. 1998; Ozaki et al. 1999; Schmitt et al. 2014; Garrido-Urbani et al.
2014). Fur JAM-A konnte man unter TNFa-Stimulus, bzw. kombiniert mit INF-y, keine
vermehrte Expression feststellen. Vielmehr findet eine Umverteilung statt, sodass JAM-

A immunhistologisch nicht mehr an den interzelluléren Zell-Zellkontakten lokalisiert ist
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und somit die Barrierefunktion der Endothelzellen eingeschrankt wird (Martin-Padura et
al. 1998; Ozaki et al. 1999). Auch das proatherogene oxLDL bewirkt eine Umverteilung
von JAM-A, was zu einer erhéhten Adhasion und Transmigration von Leukozyten flhrt
(Schmitt et al. 2014). Stimmig mit diesen Ergebnissen, konnte man in vitro durch
antikérpervermittelte Inhibierung von JAM-A, eine Reduktion der Transmigration von

Monozyten durch Endothelzellen erreichen (Martin-Padura et al. 1998).
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Abb. 1.1: Initiierung der Atherosklerose. In einem proentzindlichen Milieukann LDL zu oxidiertem LDL
umgewandelt werden und mit anderen Entziindungsmediatoren wie TNFa und IL-17A zu einer
proatherogenen Aktivierung des Endothels fiihren. Zum einen kommt es daraufhin zur Sekretion
verschiedener Zytokine (z.B. MCP-1, IL-8, IP-10), welche unter anderem als Chemoattraktantien wirken,
und zum anderen zur Ausbildung verschiedener endothelialer Adhé&sionsrezeptoren (wie z.B. E-Selektin,
VCAM-1, ICAM-1, PECAM und JAM-A). All diese Mechanismen vermitteln die verstarkte transvaskulare
Einwanderung von Monozyten und T-Lymphozyten, als wichtigen Meilenstein in der Entstehung der

Atherosklerose. (nach Nguyen et al. 2019).

1.1.3.5 NF-kB-Signalweg in Endothelzellen

NF-kB ist die Abkurzung fir ,nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-
cells“. Der Name ist zurtickzufuhren auf die Entdeckung in B-Lymphozyten, wo NF-kB
als Transkriptionsfaktor fur die k-Kette der Immunglobuline wirkt (Sen und Baltimore
1986). In vielen weiteren Studien konnte belegt werden, dass NF-kB in nahezu allen
Zelltypen vorhanden ist und dort als Transkriptionsfaktor flr Prozesse wie Proliferation,
Apoptose und entziindliche Reaktionen verantwortlich ist (Lawrence 2009; Mulero et al.
2019). NF-kB besteht aus finf Untereinheiten: p65 (RelA), RelB, c-Rel, NF-kB1 (p105
als Proform, prozessiert zu p50) und NF-kB2 (p100 als Proform, prozessiert zu p52)
(Serasanambati und Chilakapati 2016). NF-kB kann in Endothelzellen durch
verschiedene Stimuli, wie TNFa, IL-1B oder Lipopolysaccharid (LPS) aktiviert werden
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(Gerhardt et al. 2015; Wang et al. 2016). Die einzelnen Untereinheiten lagern sich
daraufhin zu Heterodimeren zusammen und binden dann an NF-kB-spezifische DNA-
Motive, um dann als Transkriptionsfaktoren zu wirken (Hoesel und Schmid 2013). Die
Aktivierung von NF-kB ist ein komplexer Ablauf, da dieser Uber eine iatrogene Inhibition
von NF-kB reguliertwird. In nichtentziindlich aktivierten Zellen sorgen Regulatorproteine
der IkB-Familie dafur, dass NF-kB inaktiviert vorliegt. Dabei bindet IkB vor allem die p50
und p65 Untereinheiten von NF-kB und verhindert somit eine Translokation von
Zytoplasma in den Zellkern. Weiterhin wird durch IkB die nukleare Bindungssequenz
maskiert (Jacobs und Harrison 1998; Mulero et al. 2019). Durch verschiedene
aktivierende Stimuli fur NF-kB (z.B. TNFa und LPS) kommt es zur konsekutiven
Aktivierung der IkB-Kinasen, welche zur Phosphorylierung der IkB-Familie flhrt und den
proteasomalen Abbau von IkB-Proteinen induziert, welche nun nicht mehr inhibierend
auf NF-kB wirken kdonnen (Jacobs und Harrison 1998; Tan et al. 1999; Hoesel und
Schmid 2013). Das meistuntersuchte Mitglied der IkB-Familie ist Ikba. Der TNFa-
Stimulus fuhrt zu einer raschen, aber transienten Degradation von IkBa (Brown et al.
1995; Gerhardt et al. 2015).

Die Rolle von NF-kB in Endothelzellen im Rahmen der Atherosklerose und entzundlichen
Prozessen wurde in diversen Studien belegt. Gareus und Kollegen nutzten ein
klassisches Atherosklerose-Mausmodell (ApoE~-) und inhibierten zuséatzlich spezifisch
NF-kB in den Endothelzellen der Maus. Dabei wurde beobachtet, dass die Mause mit
der endothelzellspezifischen Inhibierung von NF -kB deutlich kleinere Lasionsflachen als
die Kontrollgruppe besalten (Gareus et al. 2008). In vitro konnte auRerdem gezeigt
werden, dass die TNFa-induzierte NF-kB-Aktivierung in Endothelzellen zu einer
Ausbildung wichtiger Adhasionsmolekiile wie E-Selektin, VCAM-1 und ICAM-1 fihrt.
Funktionell fuhrte dies zu einer vermehrten Adhasion von Monozyten an Endothelzellen
(Read et al. 1995; Zhou et al. 2007; Zhong et al. 2012; Xiao et al. 2020).

1.1.3.6 MAPK-Signalweg in Endothelzellen

.Mitogen activated protein kinases“ (MAPK) sind intrazellulare Serin/Threonin-Kinasen,
die an einer Vielzahl von physiologischen und pathologischen Prozessen beteiligt sind.
Sie wirken Uber die Regulierung von verschiedenen Transkriptionsfaktoren, welche
daraufhin beispielsweise aktiviert werden und in den Zellkern translozieren. Dadurch
kobnnen sie zellulare Prozesse wie Apoptose, Differenzierung, Wachstum,
Embryogenese, aber auch die entziindliche Aktivierung modulieren (Kyriakis und Avruch
2001; Sun et al. 2015). Der MAPK-Signalweg besteht aus mehreren nacheinander

geschalteten Kinasen die wiederum die nachste phosphorylieren und somit aktivieren.

15



In dieser Kaskade sind mindestens die MAPK-KK, MAPK-K und MAPK beteiligt. Zu den
bekanntesten und meistuntersuchten MAPK gehoren die extrazellular-signal-regulierten
Kinasen 1/2 (ERK1/2 = p42/44), p38 und die c-Jun N-terminale Kinasen bzw. stress-
aktivierte-phospho Kinasen 1/2 (JNK 1/2). Weitere sind ERK 5, ERK 3, ERK 4, ERK 7/8
und NLK (Cargnello und Roux 2011; Arthur und Ley 2013; Sun et al. 2015). Im
Folgenden wird auf Rolle von ERK1/2, JNK1/2 und p38 in der entziindlichen Aktivierung
von Endothelzellen, speziell in Bezug auf proatherogene Faktoren eingegangen.

ERK1/2

Die MAPK ERK1/2 wird physiologisch v.a. durch Wachstumsfaktoren, wie z.B. dem
Epidermal Growth Factor (EGF) oder dem Platelet Derived Growth Factor (PDGF)
aktiviert. Die fuhrt zu Proliferation und Differenzierung von Zellen (Sun et al. 2015). Es
konnte jedoch auch gezeigt werden, dass ERK1/2 an der entzlindlichen Aktivierung von
Endothelzellen beteiligt ist. Durch spezifische Inhibierung von ERK1/2 in TNFa-
aktivierten Endothelzellen konnte die Sekretion von MCP-1 reduziert werden (Gerhardt
etal. 2015). In entzindlich aktivierten, glatten Muskelzellen wurde gezeigt, dass ERK1/2
entscheidend an der Sekretion von MMP-9 beteiligt ist. Auch die Arbeit von Zhong und
Kollegen zeigt eindrlcklich, dass ERK1/2 an der TNFa-induzierten Expression von
VCAM-1 und ICAM-1 auf Endothelzellen beteiligt ist (Zhong et al. 2012). Die Effekte von
ERK1/2 auf VCAM-1 und ICAM-1 konnten auch auf mRNA-Ebene gezeigt werden
(Wang et al. 2016). Wang und Kollegen zeigten in vitro, dass ERK1/2 ebenfalls in
funktionellen Untersuchungen proatherogene Effekte vermittelt. Die Inhibierung von
ERK1/2 in TNFa-aktivierten Endothelzellen fuhrte zu einem verminderten Adharieren
von Monozyten an die Endothelzellen (Wang et al. 2016).

JNK1/2

JNK1/2 wird vor allem durch zelluldren Stress wie Hitze, Hypoxie und Ischamie oder
proinflammatorische Zytokine, wie z.B. TNFa, aktiviert. Es wirkt bei der Proliferation und
Differenzierung, ist jedoch v.a. in Apoptose und entziindliche Geschehen eingebunden.
(Cargnello und Roux 2011; Gerhardt et al. 2015). In Bezug auf proinflammatorische
Zytokine konnte gezeigt werden, dass durch Inhibition von JNK1/2 in TNFa-aktivierten
Endothelzellen unteranderemdie Sekretion von GM-CSF, MCP-1, IL-8 reduziertwerden
konnte. Laviola und Kollegen konnten in TNFa-aktivierten Endothelzellen zeigen, dass
durch Inhibition von JNK1/2 die Expression von E-Selektin reduziert wurde. Dieser Effekt
wurde durch Inhibition von ERK1/2 nicht gezeigt (Laviola et al. 2013). Im Vergleich zur
ERK-Inhibition, konnte die Inhibition von JNK1/2 die TNFa-induzierte Expression von
VCAM-1 und ICAM-1 nicht reduzieren (Wang et al. 2016).
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p38

Die MAPK p38 wird ebenfalls durch verschiedene proinflammatorische Stimuli wie TNFa
oder LPS aktiviert (Wang et al. 2016; Koga et al. 2016). Aullerdem wurde in humanen
aortalen Endothelzellen durchspezifische Inhibitionvon p38, die LPS-induzierte IL-6 und
IL-8 Sekretion reduziert (Wangetal. 2011). Auf Ebene der Adhasionsmolekile wurde
gezeigt, dass durch spezifische Inhibition von p38 die Expression von VCAM-1 in TNFo-
aktivierten Endothelzellen gehemmtwurde, jedochnichtdie von ICAM-1 (Nizamutdinova
etal. 2012). Auch die Expression von E-Selektin in TNF a-aktivierten Endothelzellen wird
u.a. durch p38 vermittelt (Westra et al. 2005). Interessanterweise konnte in einer
anderen Arbeit gezeigt werden, dass in TNFa-stimulierten Endothelzellen eine
spezifische Inhibition von p38 zu einer vermehrten Expression von ICAM-1 flhrt
(Pietersmaet al. 1997). Auch funktionell wurde in vitro gezeigt, dass durch Inhibition von
p38 in TNFa-aktivierten Endothelzellen die Adhasion von Monozyten reduziert war
(Wang et al. 2016).

1.1.3.7 Progress der Atherosklerose

Neben der endothelialen Dysfunktion ist die Rekrutierung von Zellen des erworbenen
Immunsystems essentiell fUr die Pathogenese der Atherosklerose. NachdemMonozyten
in die Tunica Intima des Gefalles eingewandert sind, differenzieren diese zu
Makrophagen. An dieser Differenzierung sind verschiedene Zytokine maldgeblich
beteiligt (wie z.B. M-CSF und GM-CSF) (Smith et al. 1995; Waldo et al. 2008; Itoh et al.
2020). Die Makrophagen fdérdern ein proinflammatorisches Milieu, welches unter
anderem Uber die Hochregulation von Pattern-Recognition Rezeptoren (PRRs), wie
Scavenger-Rezeptoren und Toll-like Rezeptoren (TLRs) sowie uber die vermehrte
Sekretion diverser proentziindlicher Zytokine (wie z.B. IL-6 und 8) bedingt wird. Uber die
Scavenger-Rezeptoren nehmen die Makrophagen vermehrt oxidiertes LDL auf, was zur
Bildung von Schaumzellen (Goldstein und Brown 1977; Moore und Freeman 2006) fuhrt.
Die Akkumaltion dieser Schaumzellen fihrt zum makroskopischen Bild der sogenannten
,Fatty streaks” (Fettstreifen) (Janeway und Medzhitov 2002). Zusatzlich zur Infiltration
von Monozyten bzw. Makrophagen, migrieren auch Th1-Lymphozytenin die Intima. Die
Einwanderung der glatten Muskelzellen, welche parallel zur Monozyteninfiltration
ablauft, fahrt im Verlauf zur pathologischen Verdickung der Intima (Janeway und
Medzhitov 2002; Gimbrone und Garcia-Cardefia 2016; Fan und Watanabe 2022). Mit
Voranschreiten der Atherosklerose entstehen sogenannte Fibroatherome. Diese
besitzen eine relativ dicke fibrése Kappe und einen Lipidkern. Die fibrése Kappe wird

von glatten Muskelzellen gebildet, welche von einer Proteoglykanmatrix umgeben sind
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und diese damit stabilisieren (Virmani et al. 2000). Darunter befindet sich eine zellfreie
Ansammlung von u.a. freiem Cholesterol und Proteoglykanen. Aufgrund der dicken
fibrosen Kappe werden sie als sog. stabile Plaques bezeichnet, welche die Perfusion in
dem Gefall malgeblich einschranken und somitz.B. zu chronischen KHK fiihrenkénnen
(Gimbrone und Garcia-Cardefa 2016). Der lipidreiche Lipidkern, kann sich nekrotisch
umwandeln. Dies entsteht zu einem durch das Auskristallisieren des Cholesterins in den
Zellen und zum anderem Uber proapoptotische Mediatorenwie z.B. die Perforine, die
von zytotoxischen T-Zellen ausgeschuttet werden (Gimbrone und Garcia-Cardefia2016;
Libby et al. 2019). Wenn sich das Gleichgewicht zwischen Aufbau und Abbau der
extrazelluldren Matrix (EZM), der Schaumzellen und der fibrésen Kappe zugunsten des
Abbaus verschiebt, wird der Plaque instabil und droht zu rupturieren (Badimon und
Vilahur 2014; Libby et al. 2019). In weiterer Folge kdnnen sich daraus kardiovaskulare
Ereignisse, wie z.B. das akute Koronarsyndrom oder der ischdmische Schlaganfall

entwickeln.

1.2 Atherosklerose und Psoriasis

1.2.1 Epidemiologie Psoriasis

Die Psoriasis vulgaris (PV), ist eine systemische, chronisch-entziindliche
Autoimmunkrankheit, welche klassischerweise die Haut und Gelenke betrifft. Allerdings
hat die Relevanz der PV als Systemerkrankung in den vergangenen Jahren an
Bedeutung gewonnen. In grof3en Metaanalysen zur epidemiologischen Lage schatze
man weltweit ca. 2% Betroffene. Damit gehdrt die PV zu einer insgesamt haufigen
Erkrankung, mit hoher soziobkonomischen Relevanz (Parisi et al. 2013; Michalek et al.
2017). In der Haufigkeitsverteilung bestehen global deutliche Unterschiede. In Landem
mit durchschnittlich hdherem Einkommen, wie z.B. den USA liegt eine deutlich héhere
Pravalenz vor, als in Landern mit niedrigerem Einkommen, wie z.B. Tansania. Das
gleiche Verteilungsmuster der Pravalenzen findet sich auch fur die Atherosklerose und
das metabolische Syndrom (Parisi et al. 2013; Michalek et al. 2017). Die PV findet sich
primar an der Haut, charakteristischerweise an den Streckseiten der Extremitaten, aber
auch an der behaarten Kopfhaut (Psoriasis capitis) oder den intertrigindsen Bereichen
(Psoriasis intertriginosa). Es finden sich scharf begrenzte, rote Plaques mit weiller
Schuppung. Diese kdnnen vereinzelt oder in Gruppen vorkommen. Weiterhin kann ein
Befall der Nagel (Onychodystrophia psoriatica) oder Gelenke (Psoriasis arthropathica)
vorliegen. Charakterisch ist der Gelenkbefall eines Fingerstrahls (Daktylitis),
Entzindugen der Sehnen und Sehnenscheiden (Enthesitis), seltener der axiale Befall
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der Wirbelsaule. Die genannten Erscheinungsformen der Psoriasis kénnen einzeln oder
in Gruppen auftreten (Schén und Boehncke 2005).

1.2.2 Pathogenese der Psoriasis

Die Initiierung der PV ist Gegenstand aktueller Forschung und nicht endguiltig erklart. In
der Pathogenese spielen viele verschiedene Zellen, Rezeptoren, genetische Varianten
und Zytokine eine wichtige Rolle. Bisher wurde gezeigt, dass plasmazytoide
pradendritische Zellen (engl. plasmacytoid predendritic cells, PDC ) die prapsoriatische
Haut infiltrieren (Nestle et al. 2005). Daraufhin werden diese durch einen Komplex aus
dem antimikrobiellen Peptid LL37 und daran gekoppelte DNA-Komplexe aktiviert (Lande
et al. 2007). Durch die Aktivierung kommt es zu einer Produktion von IFNa, welches
wiederum zur Aktivierung von dermalen dendritischen Zellen fuhrt (Rendon und Schéakel
2019). Diese wandern dann u.a. in die Lymphknoten und fuhren tUberIL-12 und IL-23 zu
einer Differenzierung von naiven T-Zellen in TH17- und TH1-Zellen. Zuriick am Ort der
Lasion sezernierendie TH17-ZellenvorallemlIL-17,1L-22 und TNFaund die TH1-Zellen
vornehmlich IFN-y (Baliwag et al. 2015; Ogawa et al. 2018). IL-17 fUhrt synergistisch mit
TNFa zur entztindlichen Aktivierung und Hyperproliferation von Keratinozyten mit dem
Resultat der klinisch charakteristischen hyperkeratotischen Plagues sowie zur
Ausbildung von Adhasionsrezeptoren auf Endothelzellen mit konsekutiver
Einwanderung weiterer Immunzellen wie z.B. neutrophiler Granulozyten, Makrophagen
oder weiterer T-Lymphozyten. Weiterhin induziert IL-17 die Bildung antimikrobieller
Peptide, wirkt als Chemoattraktant auf neutrophile Granulozyten und induziert vermehrte
Angiogenese (Heidenreich et al. 2009; Boehncke und Schén 2015). Die aktivierten
Keratinozyten wiederum sezernieren vermehrt IL-6 und IL-8, welche die Entziindung
aufrechterhalten. Fir TNFa und IL-17 wurde gezeigt, dass diese nicht nur vermehrt in
psoriatrischen Lasionen exprimiert werden, sondern auch in erhéhter Konzentration im
Blut zirkulieren, verglichen mit gesunden Kontrollgruppe (Takahashi et al. 2010; Ovcina-
Kurtovic und Kasumagic-Halilovic 2022). Zusammenfassend liefern diese Daten
Hinweise daflir, dass die PV eine Systemerkrankung ist und mdglicherweise ein
wichtiger Co-Faktor fir die Initierung der Atherosklerose ist.

1.2.3 Assoziation zwischen Atherosklerose und Psoriasis

In den letzten Jahren kam immer haufiger die Frage auf, ob die PV und die
Atherosklerose miteinander assoziiert seien und ob es dhnliche Risikofaktoren gibt. Eine
grol3e retrospektive Studie aus dem nationalen Krankheitsregister aus Israel mit 46.095
Psoriasispatienten und 1.579.037 Personen in der Kontrollgruppe zeigte, dass Patienten
mit einer Psoriasis signifikant haufiger an einer Atherosklerose leiden. Gleiches zeigte

19



sich fur den Diabetes mellitus Typ 2 (Shapiro et al. 2007). Zu dem gleichen Schluss
kommen weitere Studien (Fang et al. 2016; Gonzalez-Cantero et al. 2019). Ebenfalls
konnte eine Assoziation zwischen der PV und dem Metabolischen Syndrom (MetS)
gezeigt werden. In einer groRen Metaanalyse mit insgesamt 1,521 Millionen Personen
litten 25.042 Personen an einer PV. Psoriasispatienten erflllten zu 31,4% die dort
aufgefuhrten Kriterien far ein MetS, Personen ohne PV nur zu 21,9%. In den
verschiedenen Studien der Metaanalyse wurden unterschiedliche Kriterien flir das MetS
verwendet. Am haufigsten fanden sich die der ,International Atherosclerosis Society"
und die ,International Association for the Study of Obesity“. Beidreivon funfder Kriterien
wurde von ein MetS diagnostiziert (erhohter Huftumfang, erhdhte Triglyceride,
reduziertes HDL, erhdhter arterieller Blutdruck und erhéhte Nuchternblutglukosewerte)
(Rodriguez-Zuniga und Garcia-Perdomo 2017). Ebenfalls zeigte sich in einer weiteren
Metaanalyse mit ca. 201.831 Psoriasispatienten, dass diese deutlich haufiger an
Ubergewicht litten, als nicht erkrankte (Armstrong et al. 2012). Diese Erkenntnisse und
Zusammenhange sind wichtig um eventuelle Komorbiditdten besser erkennen und
daraufhin therapieren zu kdénnen. Verschiedene in der Therapie der Psoriasis
zugelassene Systemtherapeutika zeigten unterschiedliche Ergebnisse in Bezug auf
kardiovaskulare Risikofaktoren und Ereignisse, wie dem Myokardinfarkt. Exemplarisch
soll hier auf zwei Biologika eingegangen, zu denen es aktuell die meisten Daten in
Zusammenhang auf die Atherosklerose und das metabolische Syndrom gibt.

Die ersten eingesetzten Biologikain der Therapie der PV waren TNFa-Inhibitoren wie
z.B. Adalimumab. In einer retrospektiven Kohortenstudie bei Personen mit einer PV,
konnte man bei den mit Adalimumab behandelten beobachten, dass diese signifikant
niedrigeres Risiko hatten einen Myokardinfarkt zu erleiden, als die andere Gruppe,
welche lediglich eine topische Therapie erhielt (Wu et al. 2012). In einer weiteren Studie
an 33 Patienten mit Adalimumab-Behandlung tber 52 Wochen wurden verschiedene
metabolische und entzindliche Parameter erfasst. Es zeigte sich eine signifikante
Reduktion von zirkulierendem IL-6, einem systemischen Inflammationsparameter.
Jedoch zeigte sich keine Wirkung auf proatherogene Faktorenwie LDL oder Triglyceride
(Mehta et al. 2018). In einer weiteren Studie mit verschiedenen TNFa-Antikdrpern wie
Adalimumab, Etanerceptoder Infliximab, wurde ebenfalls kein signifikanter Effekt auf die
Faktoren des MetSwie LDL, Gesamt-Cholesterol oder Triglyceride nachgewiesen. Unter
Therapie mit Adalimumab wurde sogar eine signifikante Zunahme des BMI beobachtet
(Saraceno et al. 2008). Ein weiteres Biologikum ist Secukinumab, ein monoklonaler
Antikdrper gegen IL-17A. In mehreren Phase-lll-Studien mit insgesamt 3010
behandelten Patienten, welche Uber 52 Wochen mit 300 mg s.c. alle 4 Wochen
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behandelt worden sind, wurden verschiedene metabolische Parameter bestimmt. Es
zeigte sich unter der Therapie eine leichte Reduktion des BMI. Interessanterweise wirkte
sich Secukinumab jedoch nicht auf die Fettstoffwechselparameter, LDL und HDL, noch
auf den Nichternblutglukosewert aus (Gerdes et al. 2020). Die Gruppe von Stebut und
Kollegen konnte zeigen, dass unter Therapie mit Secukinumab die endotheliale Funktion
(Messung der Vasodilatation) bei Patienten mit PV deutlich verbessert werden konnte
(Stebut et al. 2019). Zusammenfassend lasst sich schlussfolgem, dass die
Atherosklerose mit der PV assoziiert scheint und die Therapie der PV moglicherweise
positive Effekte auf die endotheliale Funktion als auch auf die Atherosklerose vermitteltt.

1.3 Phosphodiesterasen

1.3.1 Definition und Funktion der Phosphodiesterasen

Phosphodiesterasen (PDE) sind hochkonservierte, intrazellulare Enzyme, welche die
sekundaren Botenstoffe zyklisches Adenosinmonophosphat (CAMP) und zyklisches
Guanosinmonophosphat (cGMP) hydrolisieren und zu AMP bzw. GMP abbauen. Die
PDE werden in 11 Isotypen unterteilt, welche jeweils in Gber 40 weitere Isoenzyme
aufgeteilt sind. Dabei ist bekannt, dass die Phosphodiesterasen 1, 2, 3, 10 und 11 cAMP
und cGMP, die Phosphodiesterasen 5, 6 und 9 nur cGMP und die Phosphodiesterasen
4, 7 und 8 nur cAMP hydrolysieren (Conti und Beavo 2007; Lomas und Zaccolo 2014).
Sie sind ahnlich aufgebaut, und bestehen grundsatzlich aus einer katalytischen Domane,
welche im Bereich der Carboxylgruppe lokalisiertist, und einer regulatorischen Domane,
welche im Bereich des Amino-Terminus lokalisiert ist (Conti und Beavo 2007; Calamera
et al. 2022). Phosphodiesterasen werdenin verschiedenen Geweben wie demHerz, den
Muskeln, der Niere, der Haut oder dem Gehirn, aber auch in Endothelzellen und
Immunzellen wie T-Lymphozyten, neutrophilen Granulozyten, Makrophagen und
Monozyten exprimiert (Lugnier 2006).

Phosphodiesterase 4

Die Phosphodiestare 4 wurde erstmalig 1987 charakterisiert. Reeves und Kollegen
zeigten, dass Rolipram eine cAMP-spezifische Phosphodiesterase in menschlichem
Herzhomogenat hemmt. Dies war insofern interessant, da sich dies zu den bis dahin
anderen drei bekannten Phosphodiesterasen unterschied, die auch cGMP
hydrolisierten, weshalb man diese als Phosphodiesterase 4 benannte (Reeveset al.
1987). Die Phosphodiesterase 4-Familie besteht aus vier verschiedenen Subtypen (A-
D), fur die jeweils unterschiedliche Gene kodieren (Bolger et al. 1993). Durch Splicing
der Transkripte kdnnen bis zu 20 Isoformen entstehen (1-9), z.B. die PDE4A1.

21



Unterscheiden lassen sich die PDE4 zu den anderen PDE’s durch ihre regulatorischen
Domanen, die ,upstream conserved region 1“ (UCR1) und die ,upstream conserved
region 2“ (UCR2) (Johnston et al. 2004).

Zyklisches Adenosinmonophosphat (cCAMP)

Das cAMP ist ein ubiquitdr vorkommender, sekundarer Botenstoff und wird durch
Adenylatzyklasen aus  Adenosintriphosphat (ATP) gebildet und durch
Phosphodiesterasen in  Adenosinmonophosphat (AMP) abgebaut. In der
Signaltransduktion sind cAMP verschiedene Enzyme nachgeschaltet, wie die
Proteinkinase A (PKA), dem ,Exchange Protein activated by cAMP*“ (EPAC) sowie
cAMP-regulierte lonenkanale. Diese wiederum kdnnen daraufhin Transkriptionsfaktoren
aktivieren, wie zum Beispiel das ,cAMP response element-binding protein“ (CREB) oder
inaktivieren, wie zum Beispiel NF-kB (Neumann et al. 1995; Christian et al. 2016;
Zaccolo et al. 2021). Durch Zellkompartimentierung kdnnen dadurch spezifische und
unterschiedliche Prozesse vermittelt werden. Das cAMP ist zum Beispiel an der
Aktivierung, Proliferation und Migration von Zellen sowie dem Lipidmetaboismus, dem
Glukosemetaboismus und der Homostase von Mitochondrien beteiligt (Beavo und
Brunton 2002; Aslam und Ladilov 2022). Auch im Rahmen von Entziindungsreaktionen
ist das cAMP von groRRer Bedeutung. Bei Stimulation von Mikrogliazellen mit TNFa
konnte beobachtet werden, dass die intrazellularen cAMP-Spiegel reduziert wurden und
die Aktivitdt der PDE4 erhoht war (Ghosh et al. 2012). Gleichzeitig konnte in anderen
Studien gezeigt werden, dass die Reduktion von cAMP zu einer vermehrten Sekretion
von proentzindlichen Zytokinen wie TNFa und MCP-1 und vermehrten Expression von
Adhasionsmolekiilen, wie z.B. VCAM-1 und ICAM-1, auf Endothelzellen und Leukozyten
fuhrt (Tavares et al. 2020).

1.3.2 Phosphodiesterase-Inhibitoren in der klinischen Anwendung

Phosphodiesterase-Inhibitoren (PDEi) sind in Deutschland ein Bestandteil der
Pharmakotherapie verschiedener Erkrankungen. Zugelassen sind jedoch nur PDEi der

Isoformen 3,4 und 5.

In der Gruppe der PDE-3-Inhibitorensind Milrinon und Enoximon (PDE-3 und 4 Inhibitor)
zugelassen. Beide werden imBereich der akuten Dekompensation bzw. Herzinsuffizienz
verwendet. Man verwendet sie v.a. aufgrund des inotropen Effektes, bei nicht

Ansprechen oder Wirkverust der Erstlinientherapie (Sander 2018; Schulz et al. 2019).

Die wohl bekannteste Gruppe zugelassener PDEi ist die Gruppe der PDE-5-Inhibitoren.
Allen  voran steht Sildenafil, welches zundchst im Rahmen von
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Herzkreislauferkrankungen erforschtwurde, jedoch als Nebeneffekt positive Effekte im
Bereich der erektilen Dysfunktion (ED) vermittelte (Boolell et al. 1996). Dafur erhielt es
im Jahr 1998 in den USA und in Deutschland die Zulassung durch die verantwortlichen
Zulassungsbehdrden (Catania 1998). Wenig spater fand Sildenafil auch Anwendung im
Bereich von Herzkreislauferkrankungen und wurde 2005 zur Behandlung der
pulmonalen Hypertonie zugelassen. Ebenfalls daflir zugelassen ist Tadalafil, ein weiterer
PDESi (Barnes et al. 2019). Sowohl bei der erektilen Dysfunktion, als auch der
pulmonalen Hypertonie beruhtder Effekt auf einer verstarkten Gefaldilatation, welches
durch die Hemmung des Abbaus von cGMP vermittelt wird. cGMP fuhrt zu einer
Aktivierung der Proteinkinase G, welche wiederum zu vermehrten Einstrom von Calcium
fuhrt und somit zu einer Relaxation der glatten Muskelzelle (Boolell et al. 1996; Barnes
et al. 2019).

In der Gruppe der PDEA4i sind in Deutschland Roflumilast und Apremilast zugelassen.
Roflumilast ist fur die Therapie der chronisch obstruktiven Lungenkrankheit (COPD)
zugelassen. In einer grof’en Metaanalyse der Cochrane Collaboration verglichen Chong
und Kollegen 34 Studien, wie Roflumilast sich auf die chronisch, obstruktive
Lungenkrankheit (COPD) auswirkt. Dabei konnten sie feststellen, dass die
Lungenfunktion verbessert werden konnte, jedoch nicht die Lebensqualitdt und
Symptome (Chong et al. 2017). Naheliegend wurde untersucht, ob Roflumilast glinstige
Effekte im Krankheitsbild Asthma vermittelt. In einer Metanalyse, anhand von 14
untersuchten Studien, stellte man fest, dass die Lungenfunktion verbessert und
Exazerbationsrate verringert wurde. Jedoch waren auch Kopfschmerzen und Ubelkeit
signifikant erhéht (Luo et al. 2018). Auf zellularer Ebene ist fur Roflumilast beschrieben,
dass es in LPS-stimulierten Monozyten die Sekretion proinflammatorischer Zytokine, wie
TNFa, IL-1 inhibiert. Auch wurde gezeigt, dass Roflumilast die NF -kB-Aktivitat, und
Aktivierung der MAPK p38 und JNK 1/2 in LPS-stimulierten Monozyten inhibiert (Kwak
et al. 2005). Auf die bereits bekannten Effekte von Apremilast, dem in dieser Arbeit
untersuchten Pharmakon, wird im Folgenden eingegangen.

1.3.3 Apremilast (Phosphodiesterase-4-Inhibitor)

Allgemeine Einfilhrung

Apremilast gehort zur Gruppe der Phtalimid-Derivate. Dass Phtalimid-Derivate, wie z.B.
Thalidomid die LPS-induzierte TNFa-Sekretion in PBMCs inhibierenkdnne, wurde schon
1996 von Muller und Kollegen gezeigt (Muller et al. 1996). Die gleiche Arbeitsgruppe
fand wenig spater heraus, dass die Hemmung der TNFa-Sekretion in peripheren
Blutmonozyten (PBMC) Uber die Inhibition der PDE-4 vermittelt wird (Muller et al. 1998).
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Im Laufe der Zeit wurden die Derivate chemisch divers modifiziert, um zum einen die
Wirksamkeit bzw. Potenz und zum anderen die chemischen Eigenschaften zu
verbessern. Im Jahr 2009 veroffentliche als erste die Arbeitsgruppe um Man und
Kollegen eine Arbeit, in der sie von der Synthetisierung von Apremilast berichten. Der
chemische Name, nach Regeln der Internationalen Union fur Reine und Angewandte
Chemie (IUPAC) ist N-{2-[(1S)-1-(3-Ethoxy-4-methoxyphenyl)-2-(methylsulfonyl)ethyl]-
2,3-dihydro-1,3-dioxo-1H-isoindol-4yl}acetamid (Man et al. 2009). Die Summenformel
von Apremilast lautet C22H24N207S, die Molmasse ist 460,5 g/mol. Die mittlere
inhibitorische Konzentration auf die PDE4 liegt bei 74 nM. Es zeigte sich dabei fur
Apremilast, dass es eine potentere TNFa-inhibitorische Wirkung als andere Derivate,
wie Thalidomid oder Roflumilast besitzt. Die mittlere inhibitorische Konzentration bei der
LPS-induzierten TNFa-Sekretion in humanen PBMC'’s liegt fir Apremilast bei 0,2 nM und
fur Roflumilast bei 0,3 nM (Man et al. 2009).

Molekulare Wirkungen

Die Arbeitsgruppe um Schafer und Kollegen sind Vorreiter in der molekularen
Untersuchung von Apremilast auf verschiedene Zelltypen. Zunachst einmal zeigten sie,
zusammen mit Man und Kollegen, dass Apremilast tatsachlich nur die PDE-4 inhibiert
(Man et al. 2009; Schafer et al. 2014). Es konnte dabei keine Praferenz fur eine der
Subtypen PDE4A1A, PDE4B1, PDE4B2, PDE4C1 und PDE4D2 festgestellt werden
(Schafer et al. 2014). Des Weiteren verglichen sie verschiedene PDE-4-Inhibitoren in
Bezug auf ihren intrazellularen cAMP-Anstieg in PBMCs. Roflumilast fahrte
konzentrationsabhangig zu einem starkeren Anstieg von cAMP als Apremilast. Jedoch
waren Rolipram und Cilomilast, weniger potent als Apremilast (Schafer etal. 2014). In
LPS-stimulierten PBMCs wurde gezeigt, dass Apremilast sowohl die Sekretion
proinflammatorischer Zytokine wie TNFa, IFNa, IL-23 und IL-2, als auch Chemokine wie
CXCL-9, CCL-2, GM-CSF, IP-10 und CCL-4 hemmt. Interessanterweise konnte die
Sekretion von IL-8 und IL-1B nicht gehemmt werden. Zusatzlich dazu wurde untersucht,
ob ein Effekt auf der Genebene verschiedener Zytokine besteht. In LPS-stimulierten
PBMCs konnte u.a. die TNFa-und IFNy-mRNA-Expression inhibiert werden. (Schafer et
al. 2010; Schafer et al. 2014). Auch in Anti-CD3-stimulierten T-Lymphozyten fuhrte
Apremilast zu einer Reduktion der Sekretion von z.B. CCL-5, IL-2, GM-CSF, TNFa. IL-
17, und CCL-2(Schafer et al. 2014). Anti-CD3 fuhrt zu einer T-Zell-Proliferation- und
Aktivierung (Zappasodi et al. 2019). Auf Ebene der Signalwege wurde beobachtet, dass
in TNFa-stimulierten Jurkat-Zellen, einer immortalisierten T-Zelllinie, und in LPS-
stimulierten monozytaren THP-1 Zellen die p65-Translokation in den Zellkern nach

1 Stunde nicht gehemmt wurde. Jedoch fluhrte die Behandlung mit Apremilast nach 6
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Stunden zu einer verringerten NF-kB Aktivitat in beiden Zelllinien (Schafer et al. 2014).
Die Wirkung auf Endothelzellen ist nurin einem Paper von Wang und Kollegen (2020)
beschrieben, welches wahrend der Anfertigung dieser Arbeit veroffentlicht wurde. Sie
nutzten humane aortale Endothelzellen (HAECs) und stimulierten sie mittels oxLDL.
Dabei fanden sie heraus, dass Apremilast den durch oxLDL hochregulierten,
endothelialen Rezeptor LOX-1 (lectin like ox LDL recreptor) in seiner Gesamtexpression
inhibieren konnte. Dieser Rezeptor vermittelt v.a. die oxLDL induzierte endothelide
Aktivierung im Bereich der Atherosklerose. Sie zeigten, dass mittels Apremilast sowohl
die IL-6-, IL-8- und TNFa-Sekretion, als auch die mMRNA-Expression dieser Zytokine
reduziert wurde. Des Weiteren konnte mittels Apremilast, die MCP-1 Sekretion und
VCAM-1 Expression vermindert werden. Beide spielen in der Leukozyten-
Endothelzellinteraktion wahrend der beginnenden Atherosklerose eine wichtige Rolle.
Passend dazu, konnte Apremilast die oxLDL-induzierte Adhasion von U937-Monozyten
an eine Endothelzellschicht aus HUVEC inhibieren. Auf Details und Vergleiche wird in
der Diskussion eingegangen (Wang et al. 2020).

Diese bisherigen Ergebnisse schreiben Apremilast in vitro deutliche anti-entziindliche
Effekte zu, v.a. auf Zellen die in der Pathogenese der Psoriasis vulgaris eine wichtige
Rolle spielen.

1.3.3.1 Zulassung in Deutschland fir die Psoriasis vulgaris

Im Zuge der bereits beschriebenen Entdeckung wurde die erste Pilotstudie von
Apremilast am Menschen mit Psoriasis vulgaris (PV) durchgefihrt. Dabei konnte
beobachtet werden, dass die Verdickung der Epidermis in psoriatrischen Lasionen
reduziert wurde und weniger T-Lymphozyten in der Epidermis und Dermis vorzufinden
sind (Gottlieb et al. 2008). Es folgten weitere Zulassungsstudien, zur Wirksamkeit von
Apremilast an Patienten mit PV und Psoriasis-Arthritis. Diese wurden, wie fir andere
Medikamente randomisiert, doppelblind und placebokontrolliert durchgefiihrt. In der
Phase-lIb-Zulassungsstudie von Papp und Kollegen wurde gezeigt, dass Apremilast in
den Dosen 20-30 mg, zwei Mal taglich eingenommen, zu einer signifikanten
Verbesserung der Plaque-Psoriasis fuhrte. In der Dosierung 20 mg erreichten 29% eine
PASI-75-Reduktion, und bei 30 mg 41%. 5% der Patienten berichteten Uber
Nebenwirkungen wie Kopfschmerzen, Ubelkeit, Diarrhd und Gastroenteritiden (Papp et
al. 2012). Auch die Phase-lll-Studien, ESTEEM 1 und 2, konnten Apremilast bei einer
mittleren bis schweren Plaque-Psoriasis gute Resultate im Vergleich zur
Placebogruppen zuschreiben. Eingeschlossen wurden dafir Patienten, welche einen

Psoriasis-Area-and Severity-Index (PASI) >12 besalten und bei denen mehr als 10%
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der Kdrperoberflache betroffen war. In den ersten 16 Wochen waren die Studien gleich
konzipiert, so erhielten ca. 33% der Patienten ein Placebo, und ca. 66% 30 mg
Apremilast zwei Mal taglich. Beispielsweise wurde in ESTEEM 1 gezeigt, dass 33,1 %
der Patienten, welche Uber 16 Wochen zweimal taglich 30 mg zu sich nahmen, eine
PASI-75-Reduktion erreichen. In der Placebogruppe wurde dies nur in 5,3 % der Falle
erreicht. In ESTEEM 2 waren es 28,8 % mit einer PASI-75-Reduktion. Die 16 Wochen
waren der entscheidende Endpunkt fur die Zulassung. (Papp et al. 2015; Paul et al.
2015). Aufgrund der belegten Wirksamkeit in den verschiedenen Studienund der Risiko-
Nutzen-Bewertung wurde Apremilast am 15.01.2015 durch die Europeans Medicine
Agency in der Européischen Union zugelassen (EMA 2015).

1.3.3.2 Aktuelle Studienlage im Bereich des Metabolischen Syndroms

Die Gruppe um Crowley und Kollegen fuhrte die ESTEEM 1 und 2 Studien bis zur Woche
156 fort, um die Langzeitauswirkungen von Apremilast zu analysieren. Sie untersuchten
dabei neben der Wirksamkeit und den Nebenwirkungen auRerdem den BMI der
Patienten. Dabei stellten sie fest, dass nach 156 Wochen unter Apremilast, zwei Mal
taglich 30 mg, vor allem die Patienten mit einem héheren BMI ihr Gewicht reduzieren
konnten. Die Gruppen wurdenwie folgt unterteilt: <25 kg/m?, 25-30 kg/m2 und >30 kg/m?.
13,4% der Patienten mit einem BMI <25 kg/m?2 konnten nach 156 Wochen 5% ihres
Gewichtes reduzieren. In der Gruppe 25-30 kg/m? waren es 22,1 % und in der Gruppe
von einem BMI >30 waren es sogar 24,7% die eine 5%ige Gewichtsreduktion erreichten
(Crowley et al. 2017). Der positive Effekt auf den BMI konnte in einer weiteren, gro3eren
Studie mit 60 Psoriasis-Arthritis-Patienten nachgewiesen werden (Ferguson etal. 2022).
In einer Fallveroéffentlichung von Gualtierotti und Kollegen konnte eine weitere
interessante Beobachtung gemacht werden. Ein 45-jahriger Patient, welcher Gber 20
Jahre eine Psoriasis-Arthritis litt, wurde in der Vorgeschichte mit Methotrexat und
Ciclosporin A behandelt. Aufgrund von Nebenwirkungen und Wirkverlust wurde das
Ciclosporin A abgesetzt und die Methotrexatdosis verringert. Daraufhin wurde bei dem
Patienten eine Therapie mit Apremilast (30 mg/2xtéglich) eingeleitet. Vor Beginn der
Therapie untersuchte man die Serumfettwerte und stellte dabei fest, dass er erhohte
Triglyceride (173 mg/dl), LDL-Werte (115 mg/dl) und erniedrigte HDL-Werte (35 mg/dl)
aufwiel3. Es erfolgten mehrere Follow-Up Untersuchungen und man konnte feststellen,
dass nach 12 Monaten die TG auf 146 mg/dl, LDL auf 85,4 mg/dl gesunken und der
HDL-Werte auf 42 mg/dl gestiegen war, ohne das zusatzliche didtetische und kdrperliche
MalRnahmen eingeleitet wurden. Ebenfalls konnte eine Reduktion des BMI um 5%
beobachtet werden. Der Patient hatte bereits bei Beginn ein normwertigen BMI von 21,5
kg/m? (Gualtierotti und Lucia 2019). In einer einarmigen, nicht randomisierten
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Interventionsstudie von Gelfand und Kollegen konnte durch die Gabe von Apremilast 30
mg zwei Mal taglich das subkutane und abdominelle Fettgewebe um 5-6% reduziert
werden. Weiterhin wurde eine Reduktion einiger kardiometabolischer Biomarker, wie
z.B. Ketonkérper, Interleukin-1p oder B-Hydroxybutyrat gemessen. Es zeigte sich keine
Anderung der vaskularen Entziindungder Aorta, welche mittels FDG-PET/CT gemessen
wurde.  wurde die vaskuldre Entzindungsaktivitdt in der Aorta mittels PET-CT
gemessen, hier zeigte sich allerdings kein signifikanter Unterschied (Gelfand et al. 2022).
Diese Untersuchungen deuten darauf hin, dass Apremilast mdglicherweise eine
Auswirkung auf die bekannten Risikofaktoren derPsoriasis, des metabolischen Syndrom
und der Atherosklerose besitzen kdnnte.
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1.4 Hypothese und Ziel der Arbeit

Ziel der Arbeit ist es, den Einfluss von Apremilast, einem zur Therapie der Psoriasis
vulgaris (PV) zugelassenen Medikament, auf entzindlich aktivierte Endothelzellen zu
untersuchen. Es ist mittlerweile bekannt, dass die PV nicht nur eine Erkrankung der
Haut, sondern eine systemische Erkrankung ist. Zahlreiche Studien, zeigen eine
Assoziation zwischen der PV und der Atherosklerose sowie dem Symptomkomplex des
metabolischen Syndroms. Die Atherosklerose fihrt zur chronisch koronaren
Herzkrankheit, welche die haufigste Todesursache in Deutschland und global ist.
Risikofaktoren zur Entwicklung einer Atherosklerose und PV sind dhnlich, dazu gehdren
beispielsweise ein erhdhter BMI, erhéhte (LDL und Triglyceride) und erniedrigte (HDL)
Serumfette, Insulinresistenz, Nikotinkonsum und kérperliche Inaktivitat. Fir Apremilast
konnte in Studien bereits ein positiver Effekt auf den BMI und Serumfette gezeigt
werden. Dadie Initiierung der Atherosklerose an der innersten Schichtder Gefalde, den
Endothelzellen beginnt, stellte sich die Frage, ob Apremilast dort artheroprotektive
Einflisse vermittelt. Am Anfang steht die Aktivierung des Endothels, was unter anderem
durchoxLDL, TNFaund IL-17 vermittelt wird. TNFaund IL-17 sind ebenfalls malRgeblich
an der Pathogenese der PV beteiligt, zirkulieren im Blut, und treten in Kontakt mit
Endothelzellen. Durch die Aktivierung der Endothelzellen mit diesen Stimulantien kommt
es zur Sekretion verschiedener Zytokine, welche zum einen chemotaktisch
Eigenschaften auf Leukozyten vermitteln (z.B. MCP-1, IP-10) und zum anderen die
Differenzierung von Zellen des Immunsystems férdern (z.B. GM-CSF). Zuséatzlich
werden verschiedene Adhasionsrezeptoren hochreguliert, welche an der Adhasion (z.B.
E-Selektin, VCAM-1, ICAM-1) und folgend der Transmigration (z.B. PECAM-1, JAM-A)
von Leukozyten durch die Endothelzellschicht beteiligt sind. An der Regulierung dieser
proatherogenen Prozesse sind verschiedene Signalwege, wie der MAPK-Signalweg,
und Transkriptionsfaktoren, wie NF-kB beteiligt. Dass Apremilast eine atheroprotektive
Wirkung auf einige der genannten Faktoren in oxLDL-stimulierten Endothelzellen
vermittelt, wurde bereits teilweise untersucht. Welche Effekte es jedoch auf TNFa-
stimulierte Endothelzellen vermittelt, einem Hauptmediator der PV, ist unbekannt.
Zusammenfassend sollen die durchgefihrten Untersuchungen dazu beitragen, neue
Erkenntnisse Uiber den Einfluss von Apremilast auf vaskulare Inflammation zu gewinnen,
um neue Therapiestrategien bei der Behandlung verschiedener chronisch-entzundlicher
Erkrankungen, die mit einem erhdhten Risiko fur kardio-vaskulare Erkrankungen
einhergehen, zu entwickeln.
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2 Materialien und Methoden

2.1 Materialien

211 Allgemeine Reagenzien und Substanzen

Name Firma, Sitz

Acrylamid/Bisacrylamid (5:1) AppliChem, Darmstadt

Bovines Serumalbumin, Fraktion V AppliChem, Darmstadt

Ammoniumperoxodisulfat (APS) Carl Roth, Karlsruhe

Aqua ad injectablia Braun, B. Braun Melsungen AG,
Melsungen

B-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

BCECF, AM Invitrogen, Carlsbad, USA

Natriumdodecylsulfat (SDS) Merck, Darmstadt

EDTA Roche, Basel, Schweiz

Ethanol, 70 % SV Liquid Productions, Flintsbach

Ethanol absolut Otto Fischar, Saarbriicken

Glycerol Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri,
USA

HEPES Carl Roth, Karlsruhe

Immobilon Forte, Western HRP Substrate Merck, Darmstadt

Kaliumchlorid (KClI) Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri,
USA

Laemmli Sample Buffer (4x) BioRad, Minchen

Magnesiumchlorid-Hexahydrat (MgCl2 - 6 H20) Carl Roth, Karlsruhe

Methanol Carl Roth, Karlsruhe

Milchpulver Carl Roth, Karlsruhe

Natriumazid (NaNs) Carl Roth, Karlsruhe

Natriumchlorid (NaCl) Carl Roth, Karlsruhe

Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3) Merck, Darmstadt

Natriumcarbonat (Na2CO3) Carl Roth, Karlsruhe

NP-40 Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri,
USA

PBS-Pulver AppliChem, Darmstadt

PCR-grade water Biotech Rabbit, Henningsdorf
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Protease/Phosphatase Inhibitor (1000x)

Schwefelsaure (H2S04)
TEMED

TRIS
TRIS-Hydrochlorid

Tween-20

Triton-X 100

Trypan-Blau

Ziegenserum

2.1.2 Gerate

Name

90°C Erhitzer
Absauger

Analysewaage

Fluoreszenzmikroskop

Chemilumineszenzgerat

Brutschrank
ELISA-Reader
FACS-Geréat

Gelelektrophoresekammer
(Wester-Blot)
Kuhlschrank -80°C

Mikroskop (Zellkultur)
Thermozykler (PCR)

pH-Meter

Cell Signaling, Danvers, USA

Merck, Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri,
USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri,
USA

VWR, Radnor, Pennsylvania, USA

Life Technologies, Carlsbad,
Kalifornien, USA

Typ
LCx Dry Bath

Vacusafe Comfort

SI-235 (Max: 230g;
d=0,01mg)

Axio Scan.Z1

ChemoStar ECL &
Fluorescence
Imager

Heracell 150i
Tecan Infinite M200
BD FACSCanto Il

Mini-ProteanTetra
Cell

Ultra Low Temp.
Freezer

DM IL LED

Mastercylcer
gradient

766 Calimatic
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Firma, Firmensitz

Abbott, Hannover
Integra, Hudson, USA

Denver Instrument, Denver USA

Zeiss, Oberkochen

Intas Science Imaging
Instruments GmbH, Goéttingen

Thermo Fisher, Waltham, USA
Tecan, Mannedorf, Schweiz

BD Bioscience, Franklin Lakes,
USA

Bio Rad, Hercules, Kalifornien,
USA

New Brunswick Scientific, New
Jersey, USA

Leica, Wetzlar

Eppendorf, Hamburg

Knick, Berlin



Pipette (0,5-10 ul)

Pipette (10-100 pl)

Pipette (100-1000 pl)
Mehrkanalpipette (20-200 pl)
Pipettierhilfe (Zellkultur)
Pipettierhilfe (Labor)
Kapillare Gelelektrophorese
Stickstofftank
Stromaggregat

Transferkammer
(Western-Blot)

Wasserbad

Wippe

Neubauerzahlkammer

Vortexer

Zentrifuge (Zellkultur)
Zentrifuge (FACS-Platz)
Zentrifuge (4°C)
Zellkulturbank

Research pro
Research pro
Research pro
Discovery Comfort
Pipetboy 2
Pipetus

Qiaxcel Advanced

Power Pac 200

Mini  Trans-Blot®
Electrophoretic
Transfer Cell

TW12
Polymax 1040

0,1 mm Tiefe;
0,0025 mm? Flache

Vortex-Genie 2

Megafuge 40R
Megafuge 16R
5417 R

HERA Safe KS

2.1.3 Verbrauchsmaterialien

Name
12 Lochplatte (steril)

6 Lochplatte (steril)

96 Lochplatte flach (steril)

96 Lochplatte rund (unsteril)

Typ

Cell Culture Plate, with
lid

Cell Culture Plate, with
lid

Cell Culture Plate, with
lid

MICROPLATTE, U-
BODEN, TRANSP
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Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg

HTL, Warschau, Polen
Integra, Hudson, USA
Hirschmann, Eberstadt
Qiagen, Venlo, Niederlande
Cryo Tec, Geilnau

Bio Rad, Hercules, Kalifornien,
USA

Bio Rad, Hercules, Kalifornien,
USA

Julabo, Seelbach

Heidolph Instruments,
Schwabach

Laboroptik, Lancing, UK

Scientific Industries, New York,
USA

Thermo Fisher, Waltham, USA
Thermo Fisher, Waltham, USA
Eppendorf, Hamburg

Thermo Fisher, Waltham, USA

Firma, Sitz

Greiner Bio-One,
Kremsmunster

Greiner Bio-One,
Kremsmunster

Greiner Bio-One,
Kremsmunster

Greiner Bio-One,
Kremsmunster



Loschpapier

Deckglaser

Kryoréhrchen

PVDF-Membran

Reaktionsgefaf (1,5 ml)
Reaktionsgefald (2 ml)
Reaktionsgefaf (5 ml)

Schraubrohrchen

Serologische Pipette 5 ml

Serologische Pipette 10 ml

Serologische Pipette 25 ml

Transwelleinséatze (8 yM
Porendurchmesser)

T75/175-Zellkultufalsche

T75 (THP-1)

Zellkulturschale

Zellschaber

Zentrifugenréhrchen (15
und 50 ml)

Rotilabo®-
Blottingpapiere, Dicke
0,35 mm

rund, D=12 mm
CRYO.S

Immobilon-FL PVDF,
0,45 um

SafeSeal
SafeSeal
SafeSeal

Mirko-Schraubrohre 2
ml

CELLSTAR®

CELLSTAR®

CELLSTAR®

Transwell®
polycarbonate
membrane cell culture
inserts

Nunc EasYFlask
175/75 cm?

Cell Culture Flasks, 250
ml, red standard cap

60,1 und 22,1 cm?

Cell Scraper 2-Position
Blade 25

CELLSTAR®
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Carl Roth, Karlsruhe

Karl Hecht, Sondheim

Greiner Bio-One,
Kremsmiinster

Merck, Darmstadt

Sarstedt, Numbrecht
Sarstedt, Nimbrecht
Eppendorf, Hamburg
Sarstedt, Numbrecht

Greiner Bio-One,
Kremsmunster

Greiner Bio-One,
Kremsmunster

Greiner Bio-One,
Kremsmunster

Corning, Corning, USA

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA

Greiner Bio-One,
Kremsmunster

TPP, Trasadingen, Schweiz
Sarstedt, Nimbrecht

Greiner Bio-One,
Kremsmiinster



214 Zellen

2.1.4.1 Primare humane Endothelzelllinie: HUVEC

HUVEC (dt. Humane Umbilikalvenenendothelzellen, engl. human umbilical vein
endothelial cells) sind primare Endothelzellen, die aus Nabelschnurvenen des Menschen
frisch gewonnen werden (Baudin et al. 2007). Auf dem Gebiet der vaskularen Biologie
gehoren sie aufgrund der einfachen Gewinnung und der weitgehenden Erhaltung ihrer
endothelialen Eigenschaften zu den wichtigsten primaren Zelllinien (Park et al. 2006).
Die fur diese Untersuchungen verwendeten HUVEC wurden kauflich bei Promo Cell
(Heidelberg) erworben. Nach Expansion, wurden verschiedene Passagen im
Stickstofftank bei -180°C eingefroren, und bei Bedarf aufgetaut. Fur die durchgefuhrten
Experimente wurden die Zellen bis zur Passage 6 verwendet.

Medium HUVEC

Fur die Zellkultur und die Versuche verwendeten wir das Endothelial Cell Growth
Medium Kit von Promo Cell (Heidelberg). Es besteht aus dem Endothelzellbasalmedium
(engl. Endothelial Cell Basal Medium) und folgenden Supplementen: Humaner
epidermaler Wachstumsfaktor (0,1 ng/ml), humaner Fibroblastenwachstumsfaktor (1
ng/ml), endotheliales Zellwachstumssupplement (0,004 mi/ml), Hydrokortison (1 ug/ml)
und Heparin (90 pg/ml). Zusatzlich wurden Gentamicin-Amphotericin als Antibiotikum
(1:1000) und fetales Kalberserum (FKS) als Serumzusatz (untersch. Konzentrationen)

hinzugeflgt.

2.1.4.2 Humane Monozytenzelllinie: THP-1

THP-1 (Tohoku Hospital Pediatrics-1) sind eine immortale Monozyten-Zelllinie, die 1980
aus einem jungen Patienten mit akuter monozytarer Leukamie gewonnen wurden, und
seitdem vervielfaltigt worden (Tsuchiya et al. 1980). Im Bereich der Forschung sind sie
ein oft genutztes Modell, um die Eigenschaften und Funktionen von Monozyten zu
untersuchen. Dabei geht es vor allem um die Interaktion mit Endothelzellen,
Thrombozyten und T-Zellen (Qin 2012).

Medium THP-1

Fur die Zellkultur und die Versuche verwendeten wir das Medium RPMI-1640
(Invitrogen). RPMI steht fur ,Roswell Park Memorial Institute®, wo es das erste Mal
entwickelt und beschrieben wurde, und die Zahl 1640 im Sinne der Nummerierung auf
die bis dahin entwickelten Medien (Moore 1967). Hinzugefugt wurden L-Glutamin
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(1:100), Penicillin-Streptomycin (1:100), B-Mercaptoethanol (1:1000) und fetales

Kalberserum 10% (FKS 10%).

2.1.4.3 Substanzen und Reagenzien in der Zellkultur

Name
Apremilast

2',7'-Bis-(2-Carboxyethyl)-5-(and-6)-

Carboxyfluorescein, Acetoxymethyl Ester

(BCECF, AM)

B-Mercaptoethanol

TNFa

DMSO

Endothelial Cell Growth Medium Kit
Fetales Kalberserum (fur HUVEC)

Fetales Kalberserum (fur THP-1)
(hitzeinaktiviert)

Fetales Kalberserum (Transmigration)
(nicht hitzeinaktiviert)

Flash Phalloidin™ Green 488
Gelatine (Schwein)
Gentamicin-Amphotericin

L-Glutamin

Penicillin-Streptomycin

PBS (ohne Magensium/Kalzium)

ProLong™ Gold and Diamond

Antifade Mountants
Resveratrol

Roflumilast
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Firma, Sitz
Axon Medchem, Groningen

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Relia-Tech, Wolfenblttel
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
PromoCell, Heidelberg
PromoCell, Heidelberg

BioChrom, Cambridge, UK

BioChrom, Cambridge, UK

BioLegend, San Diego, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Lonza, Basel, Schweiz

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA

PAN-Biotech, Aidenbach

Invitrogen, Carlsbad, USA

Sigma-Aldrich, Hamburg

Selleckchem, Houston, USA



RPMI1640 Medium

SB203580 (p38-Inhibitor)

SP600125 (JNK1/2-Inhibitor)

Triton™X-100

Trypsin/EDTA (0,04% / 0,03%)

U0126 (MEK1/2-Inhibitor)

2.1.5 Antikorper Westernblot

2.1.5.1 Primare Antikorper

Name

GAPDH

JNK 1/2

Phospho-JNK 1/2
(Thr183/Tyr185)

ERK 1/2

Phospho-ERK 1/2
(Thr202/Tyr204)

p38

Phospho-p38

(Thr180/Tyr182)

p65

Phospho- p65
(Ser536)

IkBa
PARP
VCAM-1

ICAM-1

Charakteristik Verwendung

monoklonal
polyklonal
polyklonal
polyklonal
polyklonal
polyklonal
polyklonal
polyklonal
polyklonal
monoklonal
polyklonal
polyklonal

monoklonal

Western-Blot

Western-Blot

Western-Blot

Western-Blot

Western-Blot

Western-Blot

Western-Blot

Western-Blot/

Immunfluoreszenz

Western-Blot

Western-Blot

Western-Blot

Western-Blot

Western-Blot
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Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA

Invivogen, San Diego, USA
Invivogen, San Diego, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Promo Cell, Heidelberg

Invivogen, San Diego, USA

Quelle Hersteller
Maus Santa Cruz,
Heidelberg
: Cell Signaling,
Kaninchen Danvers, USA
, Cell Signaling,
Kaninchen Danvers, USA
, Cell Signaling,
Kaninchen Danvers, USA
, Cell Signaling,
Kaninchen Danvers, USA
, Cell Signaling,
Kaninchen Danvers, USA
, Cell Signaling,
Kaninchen Danvers, USA
. Cell Signaling,
Kaninchen Danvers, USA
: Cell Signaling,
Kaninchen Danvers, USA
Maus Santa Cruz,
Heidelberg
, Cell Signaling,
Kaninchen Danvers, USA
, Cell Signaling,
Kaninchen Danvers, USA
Maus Santa Cruz,
Heidelberg



E-Selektin monoklonal Western-Blot Maus
JAM-A monoklonal Western-Blot Maus
PECAM-1 monoklonal Western-Blot Maus

2.1.5.2 Sekundare Antikorper

Name Charakteristik Spezies Konjugat
Anti-Kaninchen IgG  polyklonal Ziege HRP
Anti-Maus 1gG polyklonal Ziege HRP
Anti-Ratte 1gG polyklonal Ziege Alexa Fluor®

555

2.1.6 Primer fiir die RT-PCR

Santa Cruz,
Heidelberg

Santa Cruz,
Heidelberg

Cell Signaling,
Danvers, USA

Hersteller

Dako,
Glostrup,
Denmark

Dako,
Glostrup,
Denmark

Invitrogen,
Carlsbad, USA

Alle Primer wurden von der Firma Eurofins Genomics (Luxemburg, Luxemburg)

synthetisiert. Nach der Literaturrecherche wurden die Primer fur humanes GM-CSF

(Newtonetal. 2010) und humanes B-Aktin (Hrgovicetal. 2016), im digitalen Primer-Tool
von PubMed ,Primer-BLAST® (National Center for Biotechnology Information (NCBI)

[1988] — [zitiert 2024]) auf Vollstandigkeit, Fragmentlange und Schmelztemperaturen

uberpruft.

Name Genbank-ID  Sequenz (5 > 3Y) r"ragment-
ange

Humanes For.. ATGTTTGACCTCCAGGAGCCGA

GM-csF  M11220.1 Rev.: CTGGCTCCCAGCAGTCAAAGGG 238 PP

Humanes For.: TCCTGTGGCATCCACGAAACT

B-Aktin  NM_001101.5 o GAAGCATTTGCGGTGGACGAT °S19bP

2.1.7 Gebrauchsfertige Analyse-Kits

Name Firma, Sitz

CytoSelect™ Leukocyte-Endothelium Cell Biolabs Inc., San Diego, USA

Adhesion Assay
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Cytotoxicity Detection Kit (LDH)

Cell Proliferation ELISA, BrdU (colorimetric)

DC protein assay

Human GM-CSF ELISA MAX™ Standard Set
Human IL-8 ELISA MAX™ Standard Set
Human IP-10 ELISA MAX™ Deluxe Sets
Human MCP-1 ELISA MAX™ Deluxe Sets

peqGOLD Total RNA Kit
peqGOLD DNase | Digest Kit
One Step RT-PCR Kit

Qiaxcel DNA Fast Analysis Kit (3000)

RayBio® Human Cytokine Antibody Array 5

2.1.8 Weitere Materialien
Name

Spectra Multicolor Broad Range Protein

Ladder

2.1.9 Software

Name
Magelan

FlowdJo

ImageJ

ZEN Microsope Software
BD FACSDiva Software

QIlAxcel Screen Gel Software

Prism5 for Windows

Version
6.6
10.6.2

1.52a

3.0.79.0000
6.1.3

1.6.0.10
5.01
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Roche, Basel, Schweiz
Roche, Basel, Schweiz
BioRad, MlUnchen
BioLegend, San Diego, USA
BioLegend, San Diego, USA
BioLegend, San Diego, USA
BioLegend, San Diego, USA
VWR, Radnor, USA

VWR, Radnor, USA

Biotech Rabbit, Henningsdorf
Qiagen, Venlo, Niederlande

RayBiotech, Norcross, USA

Firma, Firmensitz

Thermo Fisher Scientific, Waltham,

USA

Firma, Firmensitz
Tecan, Mannedorf, Schweiz

BD Biosciences, San Jose,
Kalifornien, USA

National Institute of Health,
Bethesda, Maryland, USA

Zeiss, Oberkochen

BD Biosciences, San Jose,
Kalifornien, USA

Qiagen, Venlo, Niederlande

GraphPad Software, Inc.



2.2 Methodik

2.21 Zellkultur HUVEC

Die HUVEC wurden zuerst expandiert und danach verschiedene Passagen im
Stickstofftank bei -180°C eingefroren, siehe weitere Kapitel. Bei allen
Zellkulturexperimenten sowie dem Passagieren wurden die Zellen taglich im Mikroskop
auf Konfluenz, Morphologie und Vitalitat Gberprift.

2.2.1.1 Auftauen und Kultivierung der Zellen

Zum Starten der Zellkultur wurde ein Kryoréhrchen mit den bendtigten HUVEC aus dem
Stickstofftank geholt, und fur 2 Minuten imWasserbad bei 37 °C aufgetaut. Direkt danach
wurden die Zellen mit dem frischen Medium (+ 5% FKS) vermischt und fur 10 Minuten
bei 200 g zentrifugiert. In der Zwischenzeit wurde die Zellkulturflasche (75 cm?oder 175
cm?) mit 0,1% Gelatine in PBS fur 10 Minuten beschichtet. Nach dem Zentrifugieren
wurde der Uberstand verworfen und die Zellen in 5 ml frischem Medium (+ 5% FKS)
resuspendiert. Die Gelatine wurde abgesaugt, und die Zellsuspension in die Flasche
gegeben. Bei einer 75 cm?-Zellkulturflasche wurde auf 15 ml, und bei einer 175 cm?-
Zellkulturflasche auf 25 ml Gesamtvolumen an Medium (+ 5% FKS) aufgefullt. Daraufhin
erfolgte die Kultivierung im Brutschrank bei 37 °C und 5% COz2. Nach zwei Tagen wurde
das Medium abgesaugt und durch frisches ersetzt. Eine Konfluenz von ca. 85% war
nach ca. 3-4 Tagen erreicht.

2.2.1.2 Ernte und Passagieren

Nach Erreichen von einer Konfluenz von ca. 85 % wurden die Zellkulturflaschen aus dem
Brutschrank genommen und zwei Mal mit PBS (ohne Ca?*/Mg?*) gewaschen. Danach
wurden 2 ml (75 cm?) bzw. 4 ml (175 cm?) Trypsin/EDTA (0,04% / 0,03%) hinzugefugt
um die Zellen vom Untergrund abzulésen. Der Ablésevorgang wurde mikroskopisch
verfolgt und gegebenenfalls durch leichtes Klopfen an der Flaschenwand erleichtert.
Nach ca. 5-8 Minuten waren alle Zellen vom Flaschenboden geldst, und die
enzymatische Reaktion mit 8 ml (75 cm?) bzw. 6 ml (175 cm?) Medium (+5% FKS)
abgestoppt. Die Suspension wurde aufgenommen und in ein Zentrifugenrdhrchen
Uberfuhrt. Im Anschluss kamen die Zellen fir 10 min bei 200 g in die Zentrifuge. Der
Uberstand wurde abgesaugt und die HUVEC in 5 ml Medium (+5% FKS) resuspendiert.
Danach wurden die Zellen gezahlt (Kap. 2.2.1.3) und entweder weiter passagiert,
eingefroren (Kap. 2.2.1.4) oder fir verschiedene Experimente ausgesat.
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2.2.1.3 Zellzahlung

Ein Teil der resuspendierten Zellen wurde im Verhaltnis 1:2 (Zellkulturfalsche 75 cm?)
bzw. 1:5 (Zellkulturfalsche 175 cm?) mit Trypan-Blau vermischt, und davon 10 ul auf die
Neubauerzahlkammer gegeben. Fir die verwendete Neubauerzahlkammer wird
standardmaRig das unten angegebene Volumen, welches sich aus einer festgelegten
Flache und Hohe zusammensetzt, verwendet. Die vier Eckquadrate wurden ausgezahit

und mit folgender Formel die Zellzahl / ml bzw. pl bestimmt:

Zellzahlin allen Eckquadraten * Verdinnung
Anzahl der Eckquadrate x Flache x Hohe

= Zellzahl/pl

Flache * Hohe bei verwendeter Neubauerzahlkammer = 0,1 ul
Anzahl der Eckquadrate = 4
Verdinnung = 2 bzw. 5

Zellzahlin allen Eckquadraten x 2 bzw. 5
0,4 ul

=Zellzahl/l

2.2.1.4 Einfrieren der Zellen

Das Zellpellet wurde nach dem Ernten in 6 ml Einfriermedium resuspendiert. Dieses
besteht aus 50% Medium, 40% FKS und 10% DMSO. Dies wurde zu je 1 ml in
Kryoréhrchen gegeben. Die Kryoréhrchen kamen in eine CoolCell, welche im
Gefrierschrank bei -80°C fiir 4 Stunden gelagert wurde. Die CoolCell verhindert ein zu
schnelles gefrieren,und sorgtdafur, dass die Temperatur um ca. 1°C pro Minute gesenkt
wird. Beim Auftauen lief3 sich dann mittels 1 ml der eingefrorenen Zellen eine neue 175

cm?-Zellkulturflasche ziehen, und zwei der 75 cm2-Zellkulturflaschen.

2.2.1.5 Gewinnung von Zellkulturiiberstanden

Nach der Zellernte wurden 2*105 HUVEC in 2 ml Medium (+ 5% FKS) in einer 6-
Lochplatte ausgesat und im Brutschrank inkubiert. Nach ca. 24 Stunden war eine
85%ige Konfluenz erreicht. Das Medium wurde abgesaugt und frisches Medium (+ 5%
FKS) mit den Behandlungssubstanzen hinzugegeben. Die Platten kamen nun wiederum
fur die angegebene Behandlungsdauer (3, 6, 9, 10, 24 Stunden) in den Brutschrank.
Nach den entsprechenden Behandlungszeiten wurden die Uberstande entnommen, fiir
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2 Minuten bei 200 g zentrifugiert und die zellfreien Uberstande dann in Schraubréhrchen
bei -80 °C gelagert.

2.2.1.6 Proteingewinnung

Hier wird die allgemeine Vorgehensweise bis zur Proteinextraktion beschrieben.
Zu Beginn wurden 6*10° HUVEC in 7 ml Medium (5% FKS) in einer Zellkulturschae
(60,1 cm?) ausgesat. Die Schalen wurden im Brutschrank bei 37 °C und 5% CO2 flir ca.
48 Stunden inkubiert. Jeden Tag wurde die Konfluenz unter dem Mikroskop beurteitt.
Nach Erreichen einer 80%igen Konfluenz, wurde das alte Medium abgesaugt, und das
Medium mit den Behandlungssubstanzen dazugegeben. Die Zellen wurden danach im
fir den gewunschten Zeitraum inkubiert. Nach der gewinschten Inkubationsdauer
wurde das Medium abgesaugt, und die Zellen zwei Mal mit kaltem PBS (+Ca2*/Mg?)
gewaschen.

2.2.1.6.1 Gesamtprotein

Nach dem Waschen wurden 180 pl Lysepuffer (Zusammensetzung siehe unten)
hinzugegeben und die Zellen wurden mit Hilfe eines Zellschabers von den Kulturschaen
gel6st. Die Suspension wurde in ein 1,5 ml Reaktionsgefald Gberfuhrt und fur 30 Minuten
auf Eis inkubiert. Danach wurden die Zellreste fur 5 Minuten bei20.000 g abzentrifugiert,
der Uberstand mit den Proteinen entnommen und diese bei-80°C gelagert. Dem Lyse-
Puffer wurde kurz vor Anwendung eine Phosphatase/Protease-Inhibitormixtur
hinzugeflgt (1:1000). Der Lyse-Puffer besteht aus 20 mM HEPES (pH 7,5), 150 mM
NaCl, 0,2% Triton X-100, 10% Glycerin in Aqua ad injectabilia
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2.2.1.6.2 Zytosolische und nukleére Proteine

Nach dem Waschen wurden 500 pl PBS (-Ca?*/Mg?*) hinzugegeben. Die Zellen wurden
mit einem Zellschaber vorsichtig vom Flaschenboden abgeldst. Die Suspension kamin
ein 1,5ml Reaktionsgefal® und wurde dann flar 5 Minuten bei 200g und 4°C
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und die Zellen in dem zytosolischen
Extraktionspuffer (mit NP-40) (s.u.) resuspendiert und dann fur 3 Minuten auf Eis
inkubiert. Hierbei wird die Zellmembran aufgel6dst, der Zellkern bleibt aber noch
verschlossen. Danach wurde fur 4 Minuten bei 800g und 4°C zentrifugiert. Die
zytoplasmatischen Proteine befanden sich nun im Uberstand und wurden in ein
Reaktionsgefal (1,5 ml) tberfihrtund flr 30 Minuten auf Eis inkubiert. Die Zellkerne mit
den nuklearen Proteinen befinden sich im Zellpellet. Dieses wurden mittels dem
zytosolischen Puffer (ohne NP-40) resuspendiert, gewaschen und fir 4 Minuten bei
800 g und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde entfemt und die Pellets im nukleéren
Extraktionspuffer (s.u.) resuspendiert und fir 30 Minuten auf Eis inkubiert. Den
Extraktionspuffem wurde kurz vor Anwendung eine Phosphatase/Protease-
Inhibitormixtur hinzugeflgt (1:1000). Alle 10 Minuten wurde die Resuspension
wiederholt, um die letzten Zellkernmembranen aufzulésen. Die zytosolischen und
nuklearen Proteine wurden nach der Inkubation auf Eis fir 12 Minuten bei 20.000 g und
4°C zentrifugiert. Die Ubersténde mit den Proteinen wurden entnommen, und nach der

Proteinbestimmung im Gefrierschrank bei - 80°C gelagert.

Zytosolischer Extraktionspuffer

Nuklearer Extraktionspuffer

- 10 mM HEPES, pH 7,5
- 60 mM KCI

-1 mM EDTA

- +/- 10% NP-40

- in Agua ad injectablia

- 10 mM HEPES, pH 7,5
- 60 mM NaCl

- 1 mM MgCl2

- 0,2 mM EDTA

- 10 % Gylcerol

- in Aqua ad injectablia

Tab. 2.1 Zusammensetzung zytosolischer und nuklearer Protein-Extraktionspuffer

2.2.1.6.3 Proteinbestimmung nach Lowry

Fur die Bestimmung der Proteinkonzentration in einer Probe gibt es verschiedene
Methoden. Fur die durchgeflhrten Experimente wurde das DC Protein Assay (BioRad),
welches auf der Methode nach Lowry basiert verwendet. Die Methode nach Lowry ist
eine seit vielen Jahren anerkannte Methode (Lowry et al. 1951), wund deren
Beschreibung gleichzeitig der am haufigsten zitierte Artikel weltweit (van Noorden et a.
2014). Sie leitet sich von der klassischen Biuret-Methode ab, kann aber deutlich

niedrigere Proteinkonzentrationen detektieren (Lottspeich und Engels 2009). Im ersten
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Schritt gehen die Peptidverbindungen des Proteins (v.a. Tyrosin und Tryptophan) im
alkalischen Milieu eine Bindung mit den Cu?*-lonen des Kupfertartats ein. Dieser Cu?*
Komplex wird als Biuretkomplex bezeichnet. Im nachsten Schritt wird das Folin-
Ciocalteu-Reagenz hinzugegeben, welches sechswertiges Molybdat enthalt. Dieses
wird durch den Cu?*-Komplex zu vierwertigem Molybdan reduziert. Es entsteht nun ein
Farbumschlag von gelb nach blau, der bei 650 nm Absorption im ELISA-Reader
detektiert werden kann. Als Standard dient eine mitgefihrte bovine Serumalbumin
(BSA)-Standardkurve, Uber die die Proteinkonzentration proportional zur Farbintensitét
errechnet werden kann. Alle Experimente wurden in Duplikaten durchgefihrt. Es wurde

sich stets an die Angaben des Herstellers gehalten.

2.21.7 RNA-Isolierung

Am ersten Tag wurden 4,5*105 Zellen in 3ml Medium (+ 5% FKS) in einer
Zellkulturschale (22 cm?) ausgesat und daraufhin im Brutschrank fur ca. 24 Stunden bei
37°C und 5% COz2 inkubiert. Nach Erreichen einer 80%igen Konfluenz, wurde das alte
Medium abgesaugt, und frisches Medium (+ 5% FKS) mit den Behandlungssubstanzen
dazugegeben. Die Zellen wurden wiederum im Brutschrank mit den
Behandlungssubstanzen fur den gewlnschten Zeitraum inkubiert. Nach der
gewunschten Inkubationsdauer wurde das Medium abgesaugt und die Zellen zwei Mal
mit kaltem PBS (+Ca?*/Mg?*) gewaschen. Fur die RNA-Ernte wurde das , Total RNA Kit*
und das ,DNase | Digest Kit“ von peqGOLD verwendet, dessen Vorgehen im Folgenden
erlautert wird. Die Namen der Reaktionsgefalle und anderer Inhalte sind in der
Schreibweise wie in der Anleitung aufgefihrt und mit AnfUhrungsstrichen
gekennzeichnet. Als erstes wurden die Zellen fur 1 Minute mit 400 pl des Lysis-Puffer T
inkubiert, welcher gleichmaRig verteilt wurde. Danach wurden die lysierten Zellen mittels
eines Zellschabers in der Schale gesammelt, und mittels RNAse-freien Pipettenspitzen
auf die ,DNA Removing Columns®, welche auf einem Sammel-Reaktionsgefal steckten,
aufgetragen. Diese wurden nun fur 1 Minute bei 12.000g zentrifugiert. Der
Saulendurchflusswurdein 1,5 ml Reaktionsgefalie Ubertragen und 1:1 mit 70% Ethanol
gemischt und danach auf einem Reaktionsgefal3schuttler vermengt. Die Proben wurden
auf die ,PerfectBind RNA Column® gegeben, welche wiederum auf einem
Reaktionsgefal sal3, und fur 1 Minute bei 10.000 g zentrifugiert. Der Saulendurchfluss
wurde verworfen. Auf die ,PerfectBind RNA Column‘s® wurde 500 pul des
.Waschpuffers 1“ gegeben, und darauffolgend fur 15 Sekunden bei 10.000g
zentrifugiert. Der Saulendurchfluss wurde verworfen. Danach kam fir 15 Minuten der
,DNase | Reaktionsmix“ aus dem ,DNase | Digest Kit“ hinzu. Dieser soll sicherstellen,
dass jegliche genomische DNA verdaut wird, damit sich keine Spuren davon in den RNA-
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Proben wiederfinden. Nach der Inkubationszeit wurden 400 yl des ,Waschpuffers 1¢
hinzugegeben, und nochmals fur 5 Minuten inkubiert. Die ,PerfectBind RNA Column’s*
wurden dann fur 5 Minuten bei 10.000 g zentrifugiert und der Saulendurchfluss
verworfen. Danach wurden 600 pyl des ,Waschpuffers2“ hinzugegeben und fir
15 Sekunden bei 10.000 g zentrifugiert, und der Saulendurchfluss verworfen. Dieser
Schritt wurde ein zweites Mal wiederholt. Die ,PerfectBind RNA Column’s“ wurden auf
ein frisches Reaktionsgefal} gesteckt und fur 2 Minuten bei 10.000 g zentrifugiert. Dieser
Schritt wird als Trocknung bezeichnet. Die ,PerfcetBind RNA Column’s” wurden nach
der Trocknung auf ein 1,5 ml Reaktionsgefal gesteckt und 50 pl steriles, RNAse-freies
Wasser direkt auf die Membran gegeben, und fur 1 Minute bei 5000 g zentrifugiert.
Diesen Schritt bezeichnet man als Elution, wobei die RNA durch das Wasser aus der

Membran gel6st wird. Es wurde sich stets an die Angaben des Herstellers gehalten.

2.2.1.7.1 Photometrische Konzentrationsbestimmung von
RNA

Die Quantifizierung der RNA erfolgte mittels eines Spektralphotometers (NanoDrop
2000c). Dabei wird 1 ul der Probe aufgetragen, und die Absorption bei 260 nm
gemessen. Die Berechnung erfolgt dabei nach der abgewandelten Formel des Lambert-
Beer'sches Gesetz:

>
*
™

o

¢ = Konzentration [ng/ul]
A = Absorption [AU]
¢ = Extinktionskoeffizient

b = Abstand zwischen dem unteren und oberen Lichtleiter [cm]
Der Quotientaus der Absorption von 260 nm und 280 nm gibt die Reinheitder Probe an,
und sollte fir RNA im Bereich 2,0 liegen. Alle unsere Proben lagen in diesem Bereich.

2.2.2 Zellkultur THP-1

2.2.2.1 Auftauen und Kultivierung der Zellen Zellkultur
In diesem Kapitel wird das Starten der Zellkultur aus dem Stickstofftank beschrieben.

Fur die Zellkultur wurde ein Kryoréhrchen mit den THP-1 aus dem Stickstofftank geholt
und fir 2 Minuten im Wasserbad bei 37°C aufgetaut. Direkt danach wurden die Zellen in
9 ml frisches RPMI-1640 (+10% FKS) tberfuhrtund fur 5 min bei 200 g zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgesaugt und die Zellen in 2 ml frischem RPMI (+ 5% FKS)
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resuspendiert. Die Zellsuspension wurde dann mit 18 ml RPMI (+ 10% FKS) in die T75-
Flasche gegeben. Die Kultivierung erfolgte stehend im Brutschrank bei 37°C und 5%
COz2. Am néachsten Tag erfolgte ein Mediumwechsel, die Zellen wurden abzentrifugiert,
in frischem RPMI-1640-Medium wieder resuspensiert, die Zelldichte mittels der
Neubauerzéhlkammer bestimmt, und danach ein Teil wieder in die neue T75-
Zellkulturflasche gegeben. Die Zelldichte innerhalb der T75-Zellkulturflasche betrug bei
der Aussaat 1-2*10°%Zellen/ml. Der Mediumwechsel erfolgte danach alle 3 Tage fur die
ersten zwei Wochen, bevor die ersten Experimente durchgefuhrt werden konnten.
Taglich wurden die THP-1 unter dem Mikroskop auf ihnre Morphologie beurteilt. Runde,
leuchtende und einzelne Zellen deuten auf eine gute Vitalitat hin.

2.2.2.2 Ernte und Passagieren

Die Halfte der Zellsuspension aus einer T75-Flasche wurde aufgenommen und in ein
15 ml Zentrifugenréhrchen Uberfihrt. Im Anschluss wurden die Zellen fir 5 Minuten bei
250 g abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen in 5 ml frischem
Medium (+10% FKS) resuspendiert. Danach wurden die Zellen analog der HUVEC-
Zellzahlung gezahlt (Kap. 2.2.1.3). Nun konnten die Zellen entweder weiter passagiert
oder fur verschiedene Experimente verwendet werden. Wenn die THP-1 wieder in eine
T75-Flasche gegebenwurden, dannwurde die Zellzahl auf 1-2*105Zellen/ml eingesteli.

2.2.2.3 Gewinnung von Zellkulturiuberstanden und Behandlung

Nach der Zellernte wurden 1,6*106 THP-1-Zellen in 4 ml Medium (+ 5% FKS) in einer
Zellkulturschale (22 cm?) ausgeséat und im Brutschrank inkubiert. Am nachsten Tag, ca.
24 Stunden spater, wurden 4 ml Medium mit den Behandlungssubstanzen in doppelter
Konzentration in die Zellkulturschalen gegeben. Die doppelte Konzentration wurde
verwendet, da bereits 4 ml Medium mit den Zellen in der Zellkulturschale waren, und
sich somit wieder die einfache Konzentration ergibt. Die Schalen kamen nun wiederum
fur die angegebene Zeit in den Brutschrank. Nach der gewtinschten Dauer wurden die
Uberstéande entnommen, fiir 2 Minuten bei 200 g zentrifugiert und die zellfreien
Ubersténde dann in Schraubréhrchen bei -80°C gelagert.

2.2.3 Ansetzen der Behandlungsreagenzien

Alle Behandlungsreagenzienwurdennach demHerstellerprotokoll aufgeléstund danach
aliquotiert und bei -20°C eingefroren. Dazu gehdren, mit entsprechender Konzentration
der Stammldésung in Klammern, Apremilast (10 mM), Roflumilast (10 mM) die
verschiedenen MAPK-Inhibitoren (jeweils 20 mM), Resveratrol (10 mM), welche in
DMSO gel6st wurde, und TNFa (50 pg/ml), welches in 0,1% FKS in PBS aufgelost
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wurde. Die Losungsmittelkontrolle bestand in allen Experimenten aus 4 yl DMSO und
0,4 pl 0,1% FKS in PBS, bezogen auf 1000 ul Medium. Im Folgenden wird anstelle des
Wortes Ldsungsmittelkontrolle, nur Kontrolle verwendet, um Ubersichtlichkeit zu
gewahrleisten. Analog dazu erfolgten die Behandlungen. Zum Beispiel fur die TNFa-
Behandlung (20 ng/ml): 4 yl DMSO und 0,4 pl TNFa (50 pg/ml). Fur die TNFa (20 ng/ml)
+ Apremilast (40 uM) Behandlung: 4 ul Apremilast (10 mM) und 0,4 pl TNFa (50 pg/ml).
Fur die MAPK-Inhibitoren sollte laut Herstellerprotokoll eine hdher konzentrierte
Stammlésung angesetzt werden, dementsprechend wurden fir die Kontrolle und die
TNFa-Behandlung groRere Volumina an DMSO verwendet. Durch die oben erlauterte
Anfertigung der Behandlungssubstanzen im Medium sollte somit ein Effekt der
Verdunnungsmittel auf die Vergleichbarkeit der unterschiedlichen Behandlungsgruppen
ausgeschlossen werden. Fur die Konzentrationsreihen von Apremilast und Roflumilast
wurde die Stammlésung geometrisch (1:2) in DMSO verdinnt, sodass Uberall die

gleichen Volumina an Substanz pipettiert werden konnten.

2.2.4 Zytotoxizitatstest

Zum Ausschluss eines zytotoxischen Effekts von Apremilast und Roflumilast auf die
HUVEC wurde ein Laktatdehydrogenase-Test (LDH) durchgefihrt. Hierzu wurde das
Cytotoxicity Detection Kit (LDH) der Firma Roche verwendet. Die Laktatdehydrogenase
kommt ubiquitar in Zellen vor, und wird proportional zur Schadigung der Zellmembran
an den Extrazelluléarraum abgegeben, in unserem Fall der Uberstand (Korzeniewski und
Callewaert 1983). Die Laktatdehydrogenase katalysiertim Uberstand die Reaktion von
Laktat zu Pyruvat, wobei NAD+ zu NADH/H+ reduziert wird. Durch Zugabe eines
Katalysators, einer  Diaphorase @ und dem  wasserloslichen, farblosen
Triphenyltetrazoliumchlorid, kann die Diaphorase eine Redoxreaktion katalysieren,
wobei das H/H+ vom NADH/H+ auf das Triphenyltetrazoliumchlorid Ubertragen und
dieses somit zu Formazan reduziert wird. Das wasserunldsliche Formazan ist rot, und
so kommt es zu einem Farbumschlag der proportional zur Zellschadigung ist. Das
Extinktionsmaximum des entstandenen Formazans liegt bei 492 nm, und kann als
Absorption gemessen werden.

Durchfiihrung

Am ersten Tag wurden 1,5*104 HUVEC in einer flachen 96-Lochplatte in 200 pl Medium
(+ 5% FKS) ausgesat und fur ca. 24 Stunden im Brutschrank kultiviert. Am nachsten Tag
wurden die Zellen mit 200 yl von verschiedenen Apremilast- und Roflumilast-

Konzentrationen in Medium (+ 1% FKS) und den Kontrollen (s.u.) fir 24 Stunden
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behandelt. Wichtig ist, dass die Behandlung hier in Medium mit 1% FKS stattfindet, da
das FKS selbst LDH beinhaltet. Im Folgenden sind die Kontrollen aufgefihrt:

- Lésungsmittelkontrolle : DMSO in Medium
- Positivkontrolle : 1 % Triton-X in Medium
- Blindwert : Medium (+ 1% FKS) ohne Zellen

AnschlieRend erfolgte die Inkubation der Zellen im Brutschrank fiir 24 Stunden. Nach
der Behandlung wurde der LDH-Test durchgeflhrt. Alle Reagenzien stammen aus dem
Kit, es wurde sich stets an die Herstellerangaben gehalten. Der Reagenzien-Mix wird im
Verhdltnis 1:45 von Katalysator zu Substrat angesetzt. 50 ul des Uberstandes wurden
vorsichtig mit einer Mehrkanalpipette aufgenommen. Wichtig dabei ist es den Zellrasen
nicht zu berthren, um keine Zellen mit aufzunehmen. In einer neuen, unsterilen 96-
Lochplatte (U-Form) wurde der Uberstand mit 50 pl des Reagenzien-Mix fiir 30 Minuten
in Dunkelheitinkubiert. Gemessen wurde daraufhin die Absorption der einzelnen Proben
bei einer Wellenlange von 492 nm und einer Referenzwellenlange von 600 nm, um die
Differenzwellenlange zu erhalten. Die Absorbtionsmessung erfolgte, wie in allen
folgenden Experimenten ebenfalls, mit dem ELISA-Reader Tecan Infinite M200. Der
Blindwert wurde danach von allen Werten subtrahiert. Die Lésungsmittelkontrolle wurde

auf 100 % gesetzt. Alle Experimente wurden in Triplikaten ausgeflhrt.

2.2.5 Proliferationstest

Zur Bestimmung des Proliferationsverhaltens der HUVEC unter Behandlung von
Apremilast und Roflumilast wurde ein Zellproliferations-Test durchgefihrt. Dazu wurde
das ,Cell Proliferation, ELISA, BrdU (colorimetric)® Kit der Firma Roche genutzt.
Grundlegend beruht der Test auf der Funktionsweise eines direkten ELISA. Zu den
Zellen und Substanzen wird Bromdesoxyuridin (BrdU) dazugegeben. BrdU ist ein
Pyrimidin-Analogon, welches wahrend der S-Phase des Zellzyklus anstelle von
Thymidin in das Genom eingebaut wird. Der Einbau des BrdU verhalt sich proportiona
zur Proliferation der Zellen. Nach Inkubation werden die Zellen fixiert, und ein Anti-BrdU-
Antikérper hinzugegeben, der das ins Genom eingebaute BrdU bindet. An den
Antikorper ist ein Reporterenzym gekoppelt, die Meerretischperoxidase (engl.
horseradish peroxidase, HRP). Im Anschluss wird das farblose Tetramethylbenzidin
(TMB) mit Wasserstoffperoxid hinzugeflgt. Die HRP katalysiert die Oxidation von TMB,
wobei zwei Elektronen auf das Wasserstoffperoxid Ubertragen werden, welches zu
Wasser reduziert wird. Das TMB wird in Tetramethylbenzidin-Diimin umgewandett,
welches eine blaue Farbe besitzt. Die Inkubation sollte im Dunkeln durchgefihrt werden,

da Licht das TMB degradieren kann. Beendet wird die Reaktion mit Schwefelsaure, um
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eine Absattigung der Enzymreaktion zu vermeiden. Das Extinktionsmaximum des
entstandenen Tetramethylbenzidin-Diimin liegt bei 450 nm und kann nun als Absorption

gemessen werden.
Durchfiihrung

Analog zum LDH-Test (Kap. 2.2.4) wurden die Zellen ausgesat und inkubiert. Am
nachsten Tag wurde den Behandlungssubstanzen BrdU im Verhaltnis 1:1000
beigemischt. Im Anschluss wurden die Zellen mit 200 pl der Behandlungssubstanzen
und BrdU in Medium (+1% FKS), und den Kontrollen behandelt. Im folgenden sind die
Kontrollen aufgefuhrt:

- Lésungsmittelkontrolle : DMSO in Medium
- Hintergrundkontrolle : Medium + Zellen (kein BrdU)
- Blindwert : Medium (+ 1 % FKS) ohne Zellen

Nach der Behandlung wurde der Proliferationstest wie folgt durchgefuhrt. Alle
verwendeten Reagenzien stammen aus dem Kit, ebenso wurde sich an die
Durchfiihrung aus dem Herstellerprotokoll gehalten. Als erstes wurde der Uberstand
abgesaugt, und die Zellen mittels einer Losung (,Fix Denat®) fir 30 Minuten fixiert. Die
Antikdrper-Arbeitsldsung wurde frisch angesetzt und der Anti-BrdU-POD-Antikorper
(Stock) darin im Verhaltnis 1:100 verdunnt. Die Fixierungsflissigkeit wurde abgekippt
und die Lochplatte leicht abgeklopft. 75 ul der Antikdrper-Losung wurden in jede
Vertiefung hinzugeflgt und fur 60 Minuten inkubiert. Der Waschpuffer wurde im
Verhdltnis 1:10 mit destilliertem Wasser angesetzt, und die Lochplatte nach der
Inkubation drei Mal mit 200 ul Waschpuffer gewaschen, um ungebundene Antikdrper zu
entfernen. Direkt im Anschluss wurde in jedes Well 100 pl des TMB-Substrates
hinzugeflgt. Die Inkubation erfolgte im Dunkeln fur ca. 15 Minuten. Zum Abstoppen der
Enzymreaktion wurden 50 ul einer 1 M Schwefelsaure pro Vertiefung hinzugegeben. Die
Absorptionsmessung erfolgte bei 450 nm und einer Referenzwellenlange von 690 nm
zur Ermittlung der Differenzwellenlange. Der Blindwert wurde danach von allen Werten
subtrahiert. Die Losungsmittelkontrolle wurde auf 100 % gesetzt. Alle Experimente

wurden in Triplikaten ausgeflhrt.

2.2.6 Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) und Zytokin-Array

Der Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), zu Deutsch enzymatisches
Immunadsorptionsverfahren, gehdrt zu den klassischen Immunassayverfahren in der
experimentellen Forschung. Die verwendeten ELISA-Kit's beruhen alle auf der
Sandwich-Methode, welche im Folgenden erlautert wird. Bei der Sandwichmethode wird

47



ein sogenannter Fangantikdrper (= Primarantikorper) auf einer festen Phase gebunden.
Dieser ist spezifisch fur das gesuchte Antigen. Optional ist vor der Zugabe der Proben
ein Blocken sinnvoll. Oft wird BSA verwendet, welches geeignet ist um unspezifische
Bindungsstellen in Immunassays zu blockieren (Steinitz 2000). Zu dem Fangantikorper
werden die zu untersuchenden Proben, mitdem gesuchten Antigen, gegeben. Es erfolgt
eine Inkubationsdauer, in der die Antigene an die festen Primarantikérper binden
kénnen. Zwischen allen aufgefuhrten Schritten erfolgt ein Waschschritt, bei dem nicht
gebundene Antigene oder Antikorper entfernt werden sollen. Als nachstes gibt man den
sog. Detektionsantikérper (= Sekundarantikorper) hinzu, der an den Fangantikorper-
Antigen-Komplex bindet, und somit bildlich das Sandwich komplettiert. An den
Detektionsantikoérpersind entweder direkt Reporterenzyme, wie die HRP oder Alkalische
Phosphatase (AP) gebunden oder sie sind biotinyliert. Ist kein Reporterenzym
gebunden, wie in den hier verwendeten Kit's, sondern ein biotinylierter
Detektionsantikdrper, muss ein weiterer Schritt erfolgen. Man gibt Avidin hinzu, an
welches die HRP gebunden ist. Das Biotin besitzt eine hohe Affinitat zu Avidin und der
Avidin-HRP-Komplex bindet an den Detektionsantikoérper. Dies dient vor allem der
Signalverstarkung. Analog zum Proliferationstest wird im letzten Schritt ein Farbstoff,
hier das TMB, hinzugegeben, welcher durch die HRP von farblos in Blau oxidiert wird.
Der Farbumschlag ist proportional zum gebundenen Antigen. Die enzymatische
Reaktion muss gestoppt werden, da sonst ein Plateau erreicht wird. Dazu wurde 1 M
Schwefelsaure  verwendet. Das  Extinktionsmaximum des  entstandenen
Tetramethylbenzidin-Diimin liegt bei 450 nm und kann nun als Absorption gemessen
werden. Um eine Konzentration des gesuchten Antigens zu erhalten, muss eine

Standardkurve mit vordefinierten Konzentrationen beijedem Versuch mitgefuhrt werden.
Durchfuhrung fur ELISA Kit’s von BioLegend

Im Folgenden wird der Ablauf in Bezug auf die Inkubationszeiten und Verdunnungen fir
die ELISA Kit's von BioLegend beschrieben. Dazu gehdren: GM-CSF, IL-8, MCP-1, IP-
10 und MMP-9. Alle Versuche wurden gemal der Herstellerangaben durchgefuhrt. Die
Zusammensetzung der Pufferist in Tab. 2.2 aufgeflhrt. Zunachst wurde die ELISA-
Platte (96-Lochplatte), die feste Phase, mit dem spezifischen Fangantikdrper
(=Primarantikorper) beschichtet. Dieser wurde zuvorim Beschichtungspuffer (,,Coating-
Buffer®) 1:200 verdunnt. Nach der Inkubationszeit Uber Nacht bei 4°C, wurde die ELISA-
Platte ausgekippt und drei Mal mit 500 yl Waschpuffer gewaschen, wie zwischen allen
folgenden Schritten ebenfalls. Der Waschpuffer besteht standardmaiig aus PBS (ohne
Ca?*/Mg?*) und 0,05% Tween. Danach blockt man die unspezifischen Bindungen fir
1 Stunde mit 200 pl des Blockpuffers (,Blocking-buffer”), der aus PBS (ohne Ca?*/Mg?%)
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mit 5 % BSA besteht. Nach dem Blocken wurde der gesammelte Uberstand (Kap.
2.2.1.5) mit den enthaltenen Zytokinen unverdinntoder verdinntim Blockpuffer fur 2
Stunden aufgetragen. Zusatzlich wurde ein Standard mit definierten Konzentrationen
des gesuchten Zytokins aufgetragen, um spater die Konzentration in den Proben
bestimmen zu koénnen. Die Verdunnung dient v.a. dazu extrem hohe
Zytokinkonzentrationeninnerhalb der Standardreihe zu halten. Als nachstes wurden 100
ul des biotinylierten Detektionsantikorpers (=Sekundéarantikrper), verdunnt im
Verhaltnis 1:200 im Blockpuffer, fur 1 Stunde hinzugegeben. Imvorletzten Schritt kamen
100 pl Avidin-HRP, 1:1000 verdunnt im Blockpuffer, flir 30 Minuten hinzu. Zuletzt wurde
der Farbstoff TMB fur ca. 15 Minuten im Dunkeln pipettiert. Die enzymatische Reaktion
wurde mit 1 M Schwefelsaure gestoppt. Die Absorptionsmessung erfolgte mit einer
Wellenlange von 570 nmund einer Referenzwellenlange von 450 nm im ELISA-Reader.
Von der Differenzwellenlange wurde der Blindwert subtrahiert. Die Umrechnung der
Verdlinnungen, die Subtraktion des Blindwertes und die Bestimmung der
Konzentrationen anhand der Standardkurve wurden von der Software Magelan
berechnet. Bei allen durchgefuhrten Experimenten wurden die Proben in Triplikaten

aufgetragen, der Standard in Duplikaten.

Beschichtungspuffer Blockpuffer

- 8,4 g NaHCOs -2 g BSA

- 3,56 g Na2COs - In 200 ml Aqua Dest.
- in 1000 ml Aqua Dest.

Waschpuffer (0,05 % Tween)

- 500 pyl Tween-20
- 1 ml NaN3
-in 1000 ml PBS

Tab. 2.2 Zusammensetzung BioLegend ELISA Puffer

Durchfiihrung fiir ELISA Kit’s von Actif motif

Die Durchfuhrungdes ELISA fur NF-kB (“TransAM NF-kB Family” Kit) von Actif Motif
unterscheidet sich in einigen Punkten. Man verwendet keine Zellkulturibersténde
sondern nukleére Proteine. Die Gewinnung von nuklearen Proteinenistin Kap. 2.2.1.6.2
beschrieben. Fur die Versuche wurden 4 ug nukleédre Proteine aufgetragen. Auf3erdem
wurde die mitgelieferte Positivkontrolle und ein Blindwert bei jedem Versuch mitgefuhrt.
Auf dem Boden der mitgelieferten 96-Lochplatte sind Oligonukleotide gebunden, welche
spezifisch fur NF-kB sind. Die nukledren Proteine wurden hinzugegeben und fur
1 Stunde inkubiert. Die NF-kB-Heterodimere binden wahrendessen an die

Oligonukleotide, welche hier die Funktion eines Fangantkdrpers besitzen. Danach
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wurden die Vertiefungen drei Mal mit 500yl des mitgelieferten Waschpuffers
gewaschen. Das Waschen erfolgt zwischen allen folgenden Schritten. Nun wurden 100
ul des NF-kB-Antikdrper, verdinntimVerhaltnis 1:1000 im Antikérperbindungspuffer, fur
1 Stunde hinzugegeben. Dieser bindet spezifisch nur Epitope von NF-kB, welche
zuganglich sind wenn NF-kB an die DNA gebunden und damit aktiviert ist. Nach der
Inkubation wurde der HRP-gekoppelte Sekundarantikérper, 1:1000 im
Antikdrperbindungspuffer verdinnt, fur 1 Stunde hinzugegeben. Im vorletzten Schritt
wurde der Farbstoff 3,3',5,5-Tetramethylbenzidin (TMB) pipettiert und dann im Dunkeln
fur 5 Minuten inkubiert. Analog zur Durchfuhrung der ELISA von BioLegend erfolgte das
Abstoppen der Reaktion und die Messung der Absorption.

Zytokin-Array

Der Zytokin-Array ermdglicht eine Vielzahl von Zytokinen oder anderen Zielstrukturen
gleichzeitig zu untersuchen, ermdglicht allerdings keine quantitative Bestimmung von
Konzentrationen. Er wurde zu Beginn verwendet, welche unter dem Einfluss von TNFa
vermehrt sezerniert werden, und unter der Hinzugabe von Apremilast moglicherweise
inhibiert werden. Im Folgenden wird das Protokoll des hier in der Arbeit verwendeten
Zytokin-Arrays von ,Raybio human Cytokines” dargestellt. Alle verwendeten Puffer
entstammen dem Kit. Fir den Versuch wurden Zellkulturiberstéande nach 24 Stunden
Behandlung mit der Losungsmittelkontrolle, TNFa (20 ng/ml) und TNFa+Apremilast
(40 uM) verwendet.

Auf der folgend genannten Membran sind die Fangantikorper fur das jeweilige Zytokin
bereits nach festgelegtem Schema fest angebracht. Die Membran wurde zuerst mit dem
Blockpuffer 30 Minuten gegeben bei Raumtemperatur inkubiert, danach entfernt und die
Uberstande hinzugegeben und tiber Nacht bei 4°C inkubiert. Am néchsten Tag wurden
die Uberstande entfert, und die Membran drei Mal mit dem Waschpuffer | fiir 5 Minuten
bei Raumtemperatur inkubiert, und danach mit dem Waschpuffer Il drei Mal fur
5 Minuten. Danach wurde das bereitgestellte, biotinylierte Sekundarantikérper-Gemisch
hinzugegeben, und Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Am nachsten Tag wurde der
Sekundarantikérper entfernt, und die zwei zuvor genannten Waschschritte erneut
durchgefuhrt. Die Membran wurde auf eine Plastikfolie gelegt und das Avidin-HRP-
Gemisch (1:1000 in Blockpuffer) fir 2 Stunden bei Raumtemperatur raufgegeben.
Danach erfolgten wiederdie Waschschritte. Danach wurde das Detektionspuffergemisch
(Detektionspuffer C und D) fur 5 Minuten auf die Membran gegeben. Darauf folgte dann
eine weitere Plastikfolie. Anders als bei den anderen ELISA-Kit’s wird hier allerdings kein
Farbsignal gemessen, sondern ein Chemilumineszenz-Signal mittels einem

Chemilumineszenz-Analysegerat.
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2.2.7 Westernblot
Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Bei der SDS-PAGE werden Proteine nach ihnrem Molekulargewicht, bzw. ihrer negativen
Ladung in einem Gel mit Poren, entlang eines elektrischen Feldes aufgetrennt.
Natriumdodecylsulfat (SDS) ist ein anionisches Detergens, welches die Aminosauren
des Proteins bindet, dadurch die Eigenladung des Proteins Uuberdeckt und somit eine
kontinuierlich negative Ladung entsteht. Die negative Ladung des Proteins ist somit
proportional zur GroRebzw. Masse des Proteins. Die Ladungen stol3en sich voneinander
ab, sodass SDS gleichzeitig zur Linearisierung der Proteine beitragt. Wie schnell die
Proteine durch das Gel im elektrischen Feld wandern, entscheidet zum einen der
angelegte Strom, die negative Ladung eines Proteins und die GréRe der Poren. Das
Polyacrylamid als Bestandteil des Gels bildet abh&ngig von seiner Konzentration Poren
im Gel, welche fir die Proteine als eine Art Sieb dient. Je hdher der Polyacrylamidanteil

ist, desto groRer sind die Poren.

Fur die Durchflhrung der SDS-PAGE wurde eine sogenannte Elektrophoresekammer
verwendet, bei der ein gerichteter Strom angelegt werden kann. Zu Beginn wurden die
Gele zwischen die Glasplatten (1 mm Abstand) gegossen. Zuerst wurde das Trenngel
hinzugegeben und dieses mit Ethanol (70%) Uberschichtet, um Unebenheiten und
Blasen zu verhindern. Nach ca. 15 Minuten Inkubation war das Trenngel polymerisiert,
das Ethanol wurde abgegossen, das Sammelgel hinzugegeben und die Kdmme zur
Bildung der Taschen im Gel eingesteckt. Die Zusammensetzung der Geleistin Tab. 2.3
aufgefuhrt. Die dazugehorige Zusammensatzung der Pufferist am Ende des Kapitels in
Tab 2.4 aufgefuhrt.

Substanz Trenngel Sammelgel
2Gele a12% |2 Gele a 6%
Wasser 4 mi 3ml
Polyacrylamid (30%) 4 mi 1 ml
Trenngelpuffer pH 8,8 2 mi -
Sammelgelpuffer pH 6,8 - 2 mi
TEMED 20 pl 4 pl
APS 100 pl 80 ul

Tab. 2.3 Zusammensetzung der Gele fiir den Westerblot

Wahrend die Gele polymerisieren wurden die aufzutragenden Proben vorbereitet. Nach
den Ergebnissen der Proteinbestimmung wurden die Proben imjeweiligen Lysepuffer so

verdunnt, dass fur jede Probe die gleiche Proteinkonzentration besteht, und somit die
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gleiche Menge an Protein aufgetragen werden konnte. Die Proben wurden dann im
Verhaltnis 4:1 mit dem vierfachen Lammli Probenpuffer versetzt. Dieserenthaltdas SDS,
dessen Funktion im oberen Teil beschrieben ist und Bromphenolblau, welches den
Proben eine blaue Farbe gibt, damit diese im Gel zu erkennen sind. Die angesetzten
Proben wurden danach auf 95°C fur 3 Minuten erhitzt, um die Sekundar- bzw.
Tertiarstruktur der Proteine zu 16sen. Die Erhitzung wirkt damit synergistisch mit dem
hinzugefugten SDS. Die Gele zwischen den Glasplatten wurden in die
Elektrophoresekammer eingesetzt, die Kdmme vorsichtig herausgezogen und die
Elektrophoresekammer mit dem Laufpuffer (Westernblot-Puffer s.u.) beflllt. In die
entstandenen Taschen wurden 20 ul der vorbereiteten Proben pipettiert, und pro Gel
auBerdem mindestens ein Marker. Dieser dient am Ende der Abschatzung auf welcher
Hohe des Gels das gesuchte Protein liegen muss, um v.a. unspezifische Banden nicht
mit dem Zielprotein zu verwechseln. Die Proteine durchliefen bei 80 Voltdas Sammelgel,
welches die Aufgabe hatdie Proteine an der Grenze zum Trenngel zu konzentrieren, um
damit scharfe Banden zu erhalten. Sobald die Proteine im Trenngel sind, wurde die
Spannung auf ca. 120 Volt erhéht und fur ca. 1 Stunde laufen gelassen. Nachdem der
Marker sich aufgetrennt hat und bevor die Proteine am Ende des Gels auslaufen, wurde
der Strom abgeschaltet und die Glasplatten mit den Gelen aus der Kammer genommen.
Die Gele wurden herausgeldst und in den Transferpuffer Gberfihrt. Die dazugehdrigen
Puffer sind am Ende des Kapitels aufgefuhrt.

Proteintransfer

Im néachsten Schritt wurden die Proteine aus den Gelen auf eine spezielle Membran
Ubertragen werden. Dieser Vorgang wird als ,Blotten“ bezeichnet und dient vor allem
dazu die untersuchten Proteine/Proben haltbar zu machen und auswerten zu kénnen.
Die fur die Westernblots verwendete Membran ist eine PVDF-Membran
(Polyvinylidendifluorid). Um die Proteine vom Gel auf die Membran transferieren zu
kénnen, wurden diese in einer Kassette zu einem Sandwich nach folgendem Schema
aufeinandergelegt: Schwamm, Ldsch-Papier, PVDF-Membran, Gel, L6sch-Papier und
wieder der Schwamm. Die Schwamme dienen dazu das Gel gleichmalig auf die
Membran zu pressen, und die Lésch-Papiere verhinderneine Austrocknung von Gel und
Membran. Die Kassetten wurden dann in die Transferkammer eingesetzt und diese mit
extra dafur angesetzten Transferpuffer beflllt. Die Zusammensetzung des
Transferpuffers sowie der weiteren verwendeten Puffer wird am Ende aufgeflhrt. Der
Strom wird so angelegt, dass sich die negativ geladenen Proteine aus dem Gel Richtung
Anode bewegen und somit auf die PVDF-Membran transferiert werden. Daflr wurden

100 Volt fur ca. 60 Minuten verwendet.
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Blocken

Nach dem Transfer wurden die Gele verworfen, die Membranen beschriftet und diese
entweder in 5% BSA in ,Tris-buffered saline with Tween20“-Puffer (TBS-T) oder 5%
Milchpulver (MP) in TBS-T fiir 60 Minuten geblockt. Dies soll verhindern, dass der
Primarantikdrper an unspezifische Proteine bindet und somit keine unspezifischen

Banden entstehen.
Primarantikorper

Der Blockpuffer wurde verworfen und der gewtinschte Primarantikdrper (1:1000 im
jeweiligen Blockpuffer, auRer GPADH 1:5000) auf die jeweiligen Membranen gegeben.
Die Inkubation erfolgte Gber Nacht bei 4°C auf einem Schdttler. Die hier verwendeten
Primarantikérper sind in Kap. 2.1.5.1 aufgefihrt.

Sekundarantikorper

Am nachsten Tag wurden die Membranenin TBS-T drei Mal fur 10 Minuten gewaschen,
um die nicht gebundenen Primarantikérper zu entfernen. Danach wurden die
entsprechenden HRP-gekoppelten Sekundarantikérper (1:2000 im jeweiligen
Blockpuffer) fur 2 Stunden hinzugegeben. Im Anschluss wurden die Sekundarantikérper
aufgefangen, und die Membranen wieder drei Mal fir 10 Minuten in TBS-T gewaschen.
Die hier verwendeten Sekundarantikérper sind in Kap. 2.1.5.2 aufgeflhrt.

Analyse mittels Chemilumineszenz

Die Membranen wurden zur Auswertung fur 5 Minuten in einer dunklen Kammer mit
einer Luminol-Lésung beschichtet. Die an die Sekundarantikérper gebundene HRP
katalysiert mittels Wasserstoffperoxids eine Reaktion bei der das Luminol in einen
energiereicheren Zustand angehoben wird und dabei ein Photon emittiert. Dies wird als
~enhanced chemiluminescence” (ECL) bezeichnet. Das Chemiluminszenzsignal wurde
daraufhin mittels eines Chemilumineszenz-Analysegerates gemessen.

Auswertung

Die optische Dichte der einzelnen Banden wurde mittels ImagedJ densitometrisch
gemessen und ausgewertet. FUr die statistische Auswertung und die Diagramme der
verschiedenen MAPK und p65 (und derenphosphorylierten Formen)diente die Kontrolle
(=100%) als Ausgangspunkt, flir die Adhasionsrezeptoren TNFa (=100%).
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Laufpuffer Waschpuffer (TBS-T)

- 25 mM Tris Base - 200 mM Tris Base

- 250 mM Glycin - 140 mM NaCl

- 0,1% SDS - 1% Tween-20

- in Aqua a dest. - in Aqua a dest.
Transferpuffer 5x Sammelgelpuffer (pH 6,8)
- 25 mM Tris Base - 1,5 M Tris Base Hydrochlorid
- 192 mM Gilycin - 0,4% SDS-L6sung

- 10% Methanol - in Aqua a dest.

- in Aqua a dest.

5x Trenngelpuffer (pH 8,8)

- 1,5 M Tris Base
- 0,4% SDS-Lo6sung

- in Aqua a dest.

Tab. 2.4 Zusammensetzung Westernblot-Puffer

2.2.8 Semiquantitative Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion
(RT-PCR) und Kapillare Gelelektrophorese

Fur die Untersuchung von mRNA-Produkten, also der Wirkung auf transkriptioneller
Ebene, wurde eine Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) mit
anschlieRender kapillarer Gelelektrophorese verwendet und anschlielRend ausgewertet.

Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion

Zur Amplifikation der Proben wurde zunachst eine RT-PCR durchgefihrt. Daflr wurde
das ,,OneStep-PCR" Kit von biotechrabbit verwendet. Es wurde sich stets an die
Herstellerangaben gehalten. Im Folgenden wird der allgemeine Ablauf einer RT-PCR
geschildert und im letzten Teil die exakte Durchfuhrung. Imersten Schritt wird mittels
einer RNA-abhangigen reversen Transkriptase die gesammelte mRNA in
komplementdare DNA (cDNA) umgeschrieben. Danach wird die cDNA mittels
spezifischer Primer fir die gesuchte mRNA, freier Oligonukleotide und einer
thermostabilen DNA-abhangigen DNA-Polymerase in mehreren Zyklen amplifiziert. Die
Zyklen sind dabei immer gleich aufgebaut. Zuerst erfolgt die Denaturierung, bei der die
DNA-Doppelstrange bei ca. 95°C voneinander getrennt werden. Danach erfolgt die
Primerhybridisierung bei ca. 60°C, wo sich die Primer an die spezifischen DNA-

Abschnitte der Einzelstrange anlagern. Im letzten Schritt erfolgt die Elongation, auch
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Polymerisation genannt. Die DNA-Polymerase erkennt die Primer und fillt vom 3‘-Ende
an die passenden Nukleotide zum Einzelstrang auf. Die Zyklenzahlen und
Primerhybridisierungstemperaturen sind von Primer zu Primer unterschiedlich. AmEnde
erhalt man viele Amplifikate des gesuchten DNA-Abschnittes. Das besonderes am
OneStep-Kitist, dass diese Reaktionen in einem Reaktionsgefal} stattfinden. Fur jede
Bedingung wurde der in Tab. 2.5 aufgefuhrte Mix angesetzt.

Reagenz Volumen
One-Step Mix 25 ul

(Hot Start Taqg DNA-Polymerase,

dNTP’s, MgClz, Stabilisatoren)

RT-RI Blend 2,5 ul

(Reverse Transkriptase, Ribonuklease-

Inhibitor)

Vorwarts-Primer (10 mM) 2yl
Rickwarts-Primer (10 mM) 2 ul

RNA (500 ng) X ul (siehe unten)
Wasser (RNase-frei) Xyl (siehe unten)
Gesamtmenge 50 pl

Tab. 2.5: Zusammensetzung fiir einen Ansatz der RT-PCR nach dem ,,OneStep-PCR-Kit"

Eingesetzt wurden furalle Versuche 500 ng RNA. Das Volumen der RNA-Menge ergibt
sich aus dervorher berechnetenindividuellen Konzentration. Das Volumen des Wassers
ergibt sich aus dem fehlenden Volumen bis 50 pyl Gesamtmenge. Es wurde stets eine
Kontrolle ohne RNA, nur mit Wasser, mitgefuhrt. Die Vorwarts- bzw. Rlckwartsprimer
sind in Kap. 2.1.6 aufgelistet. In der nachfolgenden Tab 2.6 sind die unterschiedlichen
Temperaturen und Zeitspannen der einzelnen RT-PCR-Reaktionen aufgelistet. Fur die
Amplifikation von B-Aktin und GM-CSF waren lediglich die Temperatur fur die Primer-

Hybridisierung und die Zyklenzahl unterschiedlich.

Schritt Temperatur Zeit Zyklen
cDNA Synthese 50°C 15 Minuten 1
Initiale Aktivierung 95°C 2 Minuten 1
Denaturierung 95°C 10 Sekunden
Rrimgr- 64°C: GM-CSF 10 Sekunden 36: GM-CSF
hybridisierung 58°C: B-Aktin 30: B-Aktin
Elongation 72°C 10 Sekunden
Finale Elongation 72°C 5 Minuten 1

Tab. 2.6 Ablauf der RT-PCR mit Temperatur, Zeit und Zyklenzahl
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Kapillare Gelelektrophorese

Die gewonnenen DNA-Amplifikate wurden nach der RT-PCR mittels kapillarer
Gelelektrophorese aufgetrennt und die Konzentrationen der GM-CSF- und (-Aktin
MRNA bestimmt. Fir dieses Verfahren wurde das ,Qiaxcel Advanced System* mit dem
dazugehorigem ,DNA Fast Analysis® Kit verwendet. Das ,DNA Fast Analysis® Kit enthalt
eine Gelkartusche (QlAxcel DNA Fast Analysis Cartidge), verschiedene Puffer, einen
Kalibrierungsmarker (QX Intensity Calibration Marker), einen Ausrichtungsmarker (QX
Alignment Marker 15 bp/3 kb) und einen DNA-Marker (QX DNA Size Marker 50 bp — 1.5
kb). Diese wurden in allen Experimenten verwendet. Die Funktionsweise ist ahnlich der
Gelelektrophorese, welche imFolgenden beschriebenwird. Die Proben werden von dem
Gerat in Kapillaren gesaugt, welche eine Polymermischung enthalten. Danach wird an
den Kapillaren ein Strom angelegt, an dem die unterschiedlich groften DNA-Fragmente
entlangwandern. Je nachdem wie viele Basenpaare ein Fragment hat, wandert es
unterschiedlich schnell und damit auch weit. Parallel dazu lauft in einer Kapillare eine
sogenannte DNA-Leiter mit, welche spéater zur Orientierung der eigenen Proben dient.
Je nachdem wo in der Kapillare das DNA-Fragment nach dem Durchlauf zum Erliegen
kommt, bildet sich eine Bande, welche man in der QIAxcel Screen Gel Software
auswerten kann. In der Polymermischung befindet sich eine lichtreagible Substanz,
welche mit den Nukleinsauren interagiert. Mittels eines Lasers werden diese angeregt,
das Lichtsignal durch einen Detektor aufgefangen und mit der Software in ein Bild bzw.
eine Bande umgewandelt. Mit der DNA-Leiter kann man erstens Uberprufen, ob die
angezeigte Bande auf der erwarteten HOhe liegt und zweitens wird durch eine
vorgegebene Konzentration der Banden innerhalb der Leiter, die Konzentration der
amplifizierten DNA bestimmt. Um auszuschlieen, dass die Banden unspezifischer
Natur sind, wurde stets die Kontrollprobe aus der RT-PCR ohne RNA mitgeflhrt. Die
Basenpaarlange von GM-CSF liegt bei 238 bp und von B-Aktin bei 315 bp. Fir die
Auswertung wurden die Konzentrationen von GM-CSF auf die dazugehorige B-Aktin-
Konzentration normalisiert.

2.2.9 Immunfluoreszenz-Mikroskopie

Bei der Immunfluoreszenz werden Zellbestandteile und Zielproteine mittels
fluoreszierender Antikdrper und anderer Wirkstoffe unter dem Mikroskop sichtbar
gemacht. Angefarbt wurden das p65 durch einen Primarantikbrper und einen
Sekundarantikérper (AlexaFluor 555-AK), das F-Aktin, ein Bestandteil des Zytoskeletts
mittels Phalloidin (FlashPhalloidin Green 488) und die DNA, als Markierung des
Zellkerns mittels 4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI, in ProLong™ Diamond Antifade
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Mountant with DAPI). Um die automatisierte Fluoreszenzmikroskopie mit einem
Analysegerat zu ermdglichen, wurden die HUVEC auf Deckgladsern in einer 24-
Lochplatte ausgesat. Diese wurden vorher mit 0,1% Gelatine in PBS beschichtet und fur
10 Minuten inkubiert. Danach wurden 2*104 HUVEC 700 pl Medium (+ 5% FKS) in die
Vertiefungen gegeben und fur 24 Stunden im Brutschrank inkubiert. Nach dem
Anwachsen wurde das Medium abgesaugt und die Zellen fir 4 Stunden mit den
verschiedenen Substanzen in 500 yl Medium (+ 5 %FKS) behandelt. Nach Ablauf der
Inkubationszeit wurde das Medium mit den Behandlungssubstanzen verworfen, die
Zellen mit 300 pl 4% Paraformaldehyd in PBS fur 10 Minuten fixiert und danach drei Ma
mit 500 ul PBS gewaschen. Nun wurden 200 ul des p65-Antikdrper (1:400in 5% BSA,
5%igem Ziegen-Serum und 0,2% Triton-X in PBS) hinzugegeben und die Lochplatte
Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Das BSA und Ziegenserum dienen der Blockierung
unspezifischer Bindungsstellen und das Triton-X fur die Erh6hung der Permeabilitat von
Zell- und Zellkernwand. Am néachsten Tag wurden wieder drei Mal mit 500 pyl PBS
gewaschen und der sekundare Antikorper AlexaFluor 555 (1:1000 in 0,1% BSA, 0,1%
Ziegen-Serumund 0,2% Triton-Xin PBS) fur 1 Stunde dazugegeben. Darauf folgte die
Inkubation mit FlashPhalloidin Green 488 (1:20 in PBS) fur 15 Minuten. Als letztes
wurden die Deckglaschen mittels einer Pinzette rausgehoben, und mit einer DAPI-
haltigen Lésung (ProLong™ Diamond Antifade Mountant with DAPI) auf Objekttragern
eingedeckt. Dies farbt nicht nur den Zellkern an, sondem reduziert ebenfalls den Verlust
der Fluoreszenzkraft. Die Objekttrager wurden daraufhin in einer Mappe bei 4°C im
Dunkeln gelagert. Die Aufnahme der Fluoreszenzbilder erfolgte mit dem Axio Scan.Z1.
Furdie einzelnen Zielobjekte wurden unterschiedliche Wellenlange am Geréat eingestellt.
Das spezifische Extinktionsmaximum von AlexaFluor 555 (p65) liegt bei 555 nm, fir
FlashPhalloidin Green 488 (Zytoskelettfarbung) bei 488 nm und fur das DAPI (DNA) bei
461 nm. Es erfolgte keine Quantifizierung des Fluoreszenzsignals und dient somit vor
allem zur Darstellung der Lokalisation der Zielstrukturen. Trotzdem wurde das

Experiment vier Mal wiederholt, um einen Zufallseffekt auszuschliel3en.
2.2.10 Funktionelle Untersuchungen

22101 Adhadsion

Fur die Untersuchung der Adhasion von THP-1 an HUVEC wurde der ,CytoSelect
Leucozyte Endothelium Adhesion Assay“ von Cell Biolabs verwendet. Zuerst wurden
3*104 HUVEC in 100 pl Medium (+ 5% FKS) in einer mit 0,1% Gelatine beschichteten
96-Lochplatte ausgesat und tber Nacht im Brutschrank bei 37 °C und 5% COz2 inkubiert.
Nach ca. 24 Stunden haben die HUVEC eine 100%ige Konfluenz erreicht, bilden also
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einen geschlossenen Zellrasen. Daraufhin wurden die HUVEC mit den verschiedenen
Behandlungssubstanzen fir 10 Stunden imBrutschrank bei 37 °Cund 5 % COzinkubiert.
Bevor die 10 Stunden Inkubationszeit verstrichen waren, wurden die THP-1-Zellen
geerntet und auf 1*106 Zellen/ml in serumfreiem RPMI-Medium eingestellt. Der THP-1-
Zellsuspension wurde der Leukotracker (1:500) aus dem Kit hinzugefugt und diese
daraufhin fur 1 Stunde im Brutschrank inkubiert. Danach wurden sie zwei Mal
gewaschen, indem sie fur 2 Minuten zentrifugiert und dann in serumfreien RPMI
resuspendiert wurden. Die THP-1-Zellen wurden anschlief3end auf 0,25*108 Zellen/ml
eingestellt. Das Medium mit den Behandlungssubstanzen wurde nach 10 Stunden von
den HUVEC abgesaugt und 200 ul (50.000 Zellen) der markierten THP-1-
Zellsuspension hinzugegeben. Die Co-Kultur wurde dann fur 1 Stunde im Brutschrank
inkubiert. Danach wurde das Mediumabgesaugt, und drei Mal mit dem Waschpuffer aus
dem Kit gewaschen, um die nicht gebundenen THP-1-Zellen zu entfernen. Die HUVEC
und gebundenen THP-1-Zellen wurden dann mit dem Lysepuffer aus dem Kit fur 5
Minuten auf dem Schuttler lysiert und 100 pl auf einer frischen 96-Lochplatte
aufgetragen. Die Fluoreszenzintensitat wurde dann im ELISA-Reader bei 480 nm/520

nm gemessen. Die Experimente wurden in Triplikaten ausgeflhrt.

2.210.2 Transmigration

Fur die Untersuchung der Transmigration von THP-1-Zellen durch einen HUVEC-
Zellrasen wurden Einsatze mit Poren (8 uM) in eine 24-Lochplatte gesetzt. Zuerst
wurden die Einsatze in die 24-Lochplatte gesteckt und mit 0,1%iger Gelatine in PBS fur
30 Minuten im Brutschrank inkubiert. Danach wurde die Gelatine abgesaugt, und in die
untere Kammer 500 yl Medium (+ 5% FKS) gegeben. In den Einsatz wurden 8*104
HUVEC in 100 pl Medium (+ 5% FKS) pipettiert und die Platte dann im Brutschrank
inkubiert. Am nachsten Tag wurde sowohl das Medium aus der unteren Kammer als
auch aus dem Einsatz abgesaugt und frisches hinzugegeben. Am dritten Tag wurde
Uberprift ob die HUVECSs einen geschlossenen Zellrasen bilden. Insofem eine 100%ige
Konfluenz erreicht wurde, wurde das Medium abgesaugt und die HUVECs behandett.
Die Behandlungssubstanzen wurden in die untere Kammer (500 pl) und in den Einsatz
(100 ul) gegeben. Die HUVEC wurden daraufhin fur 24 Stunden mit den
Behandlungssubstanzen im Brutschrank inkubiert. Bevor die Behandlungszeit
verstrichen war, wurden die THP-1-Zellen geerntet und in serumfreiem RPMI-Medium
resuspendiertund auf 3*108 Zellen/ml eingestellt. Pro Milliliter der THP-1-Zellsuspension
wurde dann 5 pl BCECF (5 pg/ml) hinzugegeben. Dies ist ein etablierter
Fluoreszenzfarbstoff zur Markierung von Zellen (Gerhardt et al. 2015). Die
Zellsuspension wurde dann fir 30 Minuten im Brutschrank inkubiert. Danach wurden sie
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zwei Mal gewaschen, indem sie fir 2 Minuten bei 250 g zentrifugiert und dann in
serumfreien RPMI resuspendiert und anschlieRend auf 1*106 Zellen/ml eingestell
wurden. In eine frische 24-Lochplatte wurden dann 500 yl RPMI-Medium (10% FKS)
pipettiert. Aus der 24-Lochplate mit den HUVEC wurde das Medium abgesaugt und die
Einsatze in die neue 24-Lochplatte mitdem RPMI-Medium (10% FKS) eingesetzt. Inden
Einsatz wurden dann 100 pl (100.000 Zellen) der markierten THP-1 pipettiert. Die Co-
Kultur wurde fur 4 Stunden im Brutschrank inkubiert. Danach wurden die Einsatze
herausgenommen und 150 pl aus der unteren Kammer mit den transmigrierten,
markierten THP-1-Zellen auf eine 96-Lochplatte in Duplikaten aufgetragen. Das

Fluoreszenzsignal wurde im ELISA-Reader bei 480 nm/520 nm gemessen.

2.2.11 Statistik und Diagramme

Die Diagramme wurden mit Prism5 for Windows erstellt. Hier erfolgte ebenfalls die
statistische Berechnung. Zur Bestimmung der Signifikanzen zwischen den jeweils den
zwei Gruppen wurde der t-test verwendet. In den Diagrammen wird ein Stern (*) fir ein
Signifikanzniveau p<0,05 verwendet, zwei Sterne (**) flir ein Signifikanzniveau von
p<0,01 und drei Sterne (***) fir ein Signifikanzniveau p<0,001. Zuséatzlich sind in den
Diagrammen der Standardfehler (SEM) angegeben.
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3 Ergebnisse

3.1 Einfluss von Apremilast und Roflumilast auf Zytotoxizitat
und Proliferation in Endothelzellen

Vor Beginn der eigentlichen Experimente mit aktivierten Endothelzellen wurden
Konzentrationen fur Apremilast und Roflumilast ermittelt, die weder einen zytotoxischen
noch proliferativen Einfluss besitzen, um diese Effekte in spateren Experimenten

auszuschliel3en.
Zytotoxizitat

Fur die Bestimmung der Zytotoxizitat diente ein LDH-Freisetzungs-Versuch. In Abb. 3.1
A ist zu sehen, dass Apremilast im Bereich von 2,5 uM-40 uM keine zytotoxischen
Effekte in HUVEC im Vergleich zur Lésungsmittelkontrolle vermittelt. Die Positivkontrolle
fuhrte erwartungsgemal zu einer signifikant erhéhten LDH-Freisetzung im Vergleich zur
Kontrolle. In Abb. 3.1. B ist zu erkennen, dass bei Roflumilast ab einer Konzentration
von 20 uM im Vergleich zur Lésungsmittelkontrolle signifikant zytotoxische Effekte

auftreten, welche bei Verdoppelung der Konzentration deutlich zunehmen.
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Abb. 3.1: Konzentrationsabhéangiger Einfluss von Apremilast und Roflumilast auf die Zytotoxizitit in
HUVEC. Die HUVEC wurden fiir 24 Stunden mit der Losungsmittelkontrolle, der Positivkontrolle 1% Triton
X-100, Apremilast (Abb. 3.1 A) oder Roflumilast (Abb. 3.1 B) in den Konzentrationen 2,5puM, 5 pM, 10 pM,
20 uM, 40 pM behandelt. Dargestellt sind die prozentualen Werte ausgehend von der Losungsmittelkontrolle
(=100%). Die Mittelwerte werden dargestellt + SEM. *** P<0,001; ** P<0,01; * P<0,05; ns>0,05 versus
Lésungsmittelkontrolle (n=6). L6sungsmittelkontrolle (Ktr.), Positivkontrolle (Pos. Ktr.), Konzentrationen der

Behandlungssubstanzen in uM.
Proliferation

Fur die Bestimmung der Proliferation diente ein BrdU-Inkorporations-Versuch. In Abb.
3.2 A ist zu erkennen, dass Apremilast in den Konzentrationen von 2,5 uM-40 uM keinen
proliferativen bzw. antiproliferativen Effekt auf die Zellen austbt. Die Abb. 3.2 B zeigt,
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dass Roflumilast hingegen nur bis 10 uM keine antiproliferativen EffekteimVergleich zur
Loésungsmittelkontrolle vermittelt. Ab 20 uM kommt es zu einer signifikanten
Wachstumshemmung, welche bei Erh6hung der Konzentration auf 40 uM noch weiter
zunimmt. Aufgrund der zytotoxischen und antiproliferativen Effekte von Roflumilast ab
20 uM wurde in allen weiteren Experimenten, die Hochstkonzentration auf 10 uM
gesetzt.
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Abb. 3.2: Konzentrationsabhingiger Einfluss von Apremilast und Roflumilast auf die Proliferation
von HUVEC. Die HUVEC wurden fur 24 Stunden mit der Lésungsmittelkontrolle, Apremilast (Abb. 3.2. A)
oder Roflumilast (Abb. 3.2 B) in den Konzentrationen 2,5 M, 5 pM, 10 pM, 20 uM, 40 pM behandelt
Dargestellt sind die prozentualen Werte ausgehend von der Kontrolle (=100%). Die Mittelwerte werden
dargestellt + SEM. ** P<0,001; ** P<0,01; * P<0,05; ns>0,05 versus L&sungsmittelkontrolle (n=5).
Lésungsmittelkontrolle (Kir.), Konzentrationen der Behandlungssubstanzen in pM.

3.2 Effekte von Apremilast und Roflumilast auf die TNFa-
induzierte Sekretion proatherogener Zytokine

Uber die Wirkung von Apremilast auf entziindlich aktivierte Endothelzellen in Bezug auf
die Sekretion proinflammatorischer Zytokine und Chemokine ist wenig bekannt. Die
Arbeitsgruppe um Wang und Kollegen konnte etwa zeitgleich zeigen, dass Apremilast in
oxLDL-stimulierten humanen aortalen Endothelzellen die Sekretion von TNFa, IL-6, IL-
8 und MCP-1 hemmt (Wang et al. 2020). Nach den Versuchen zur Zytotoxizitat und
Proliferation sollte nun der Einfluss auf die Sekretion proinflammatorischer Zytokine

untersucht werden.
Zytokin-Array

Zur Ubersicht méglicher Zytokine, welche durch Apremilast reguliert werden, wurde ein
Zytokin-Array durchgefuhrt. In Abb. 3.3 sieht man zunachstan den Positivkontrollen (1A-

D) sowie Negativkontrollen (1E-F), dass die Durchfihrung des Tests funktioniert. Im
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Vergleich zur Lé6sungsmittelkontrolleist unter TNFa-Stimulation (20 ng/ml) ein deutliches
Signal bei CXCL5/ENA-78 (1G), GM-CSF (11), GRO a/b/g (1J), IL-6 (2H),
CCL5/RANTES (4B), CXCL6/GCP-2 (6G), CXCL10/IP-10 (7D) zu erkennen. Fur
CCL2/MCP-1 (3E) und CXCLS8/IL-8 (2J) scheint es zu keiner vermehrten Sekretion zu
kommen. Bei der Behandlung von TNFa (20 ng/ml) + Apremilast (40 uM) kann bei
einigen Zytokinen augenscheinlicheine verminderte Sekretion beobachtet werden. Dazu
gehdéren GM-CSF (11) und IP-10 (7D). Fur CCL2/MCP-1 (3E) und CXCLS8/IL-8 (2J)
scheint sogar eine Zunahme mdglich. Die Quantifizierungdieser beiden Zytokine und
weiterer sollte nun mittels ELISA-Verfahren erfolgen.
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Abb. 3.3: Apremilast inhibiert die Sekretion verschiedener proinflammatorischer Zytokine in TNFa-
stimulierten HUVEC (Zytokin-Array). Die HUVEC wurden fiir 24 Stunden mit der Losungsmittelkontrolle
(=Kontrolle), TNFa (20 ng/ml) alleine, oder TNFa (20 ng/ml) in Kombination mit Apremilast (40 pM)
behandelt. Die gewonnenen Uberstdnde wurden auf dem Zytokin-Array aufgetragen und durch eine

Chemilumineszenzkamera aufgenommen (n=1).

Einzelzytokine

Die im Zytokin-Array vielversprechenden Zytokine GM-CSF und IP-10 wurden mittels
des ELISA-Verfahrens untersucht werden, um das Vorergebnis aus dem Zytokin-Array
zu bestatigen und um eine quantitative Aussage treffen zu kénnen. Zusatzlich zu diesen
beiden Zytokinen wurden MCP-1 und IL-8 eingeschlossen. Zunachst einmal ist in Abb.
3.4 (A und B) ersichtlich, dass unter der Losungsmittelkontrolle und Apremilast bzw.

Roflumilast alleine fur IP-10 und GM-CSF keine Konzentration gemessen werden
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konnte. Fir MCP-1 und IL-8 zeigte sich jedoch bereits eine erhdhte Basalsekretion. Im
Vergleich zur Kontrolle sieht man unter der TNFa-Stimulation einen deutlichen Anstieg
der Sekretion aller abgebildeten Zytokine. In Abb. 3.4 (A) ist sichtbar, dass Apremilast in
einer Konzentration von 40 uM signifikant die Sekretion von GM-CSF und IP-10 in TNFo-
stimulierten EndothelzellenimVergleich zu TNFa allein inhibiert. Auch die Sekretion von
MCP-1 konnte signifikant gehemmt werden, allerdings nicht so potent wie die von GM-
CSF und IP-10. Die TNFa-stimulierte IL-8 Sekretion konnte hingegen durch Apremilast
nicht reduziert werden. Wie an der Konzentrationsskala zu erkennen ist liegen die
Konzentrationsbereich von MCP-1 und IL-8 deutlich tber denen von GM-CSF und IP-
10. In Abb. 3.4 (B) zeigte sich fir Roflumilast ein ahnliches Bild. Die GM-CSF und IP-10
Sekretion konnte durch Roflumilast in der Konzentration von 10 uM signifikant gehemmt
werden. Bei MCP-1 zeigte sich im Vergleich zu Apremilast keine Reduktion. Die
Sekretion von IL-8 wurde durch Roflumilast, ebenfalls wie bei Apremilast, nicht

gehemmt.
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Konzentrationsabhangige Sekretion von GM-CSF

Im zweiten Teil sollte fur Apremilast und Roflumilast untersucht werden, ob
konzentrationsabhangige Effekte vermittelt werden. Daflr wurde das relevante,
proatherogen wirkende Zytokin GM-CSF ausgewahlt, welches mittels ELISA-Verfahren
gemessen wurde. In Abb. 3.5 (A u B) ist wie beim ersten ELISA-Versuch erkennbar,
dass unter der Losungsmittelkontrolle keine Konzentration gemessen werden konnte
und die TNFa-Stimulation zu einem signifikanten Anstieg der Sekretion fuhrte. In Abb.
3.5 (A) zeigt sich unter Apremilast in den angegebenen Konzentrationen, eine
signifikante, konzentrationsabhangige Reduktion der GM-CSF-Sekretion. Gleiches ist
fur Roflumilast in Abb. 3.5 (B) zu beobachten, wenn auch schwéacher ausgepragt als
unter Apremilast. Beide zeigen schon unter ihrer niedrigsten eingesetzten Konzentration
signifikante Effekte auf die TNFa-induzierte Sekretion von GM-CSF. Apremilast und
Roflumilast hemmen somit konzentrationsabhangig die TNFa-induzierte Sekretion von
GM-CSF.

A Apremilast B Roflumilast
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Abb. 3.5: Apremilast und Roflumilast inhibieren konzentrationsabhdngig die GM-CSF-Sekretion in
TNFa-stimulierten in HUVEC. Die HUVEC wurden fiir 24 Stunden mit der Losungsmittelkontrolle, TNFa
(20 ng/ml) alleine, oder TNFa (20 ng/ml) in Kombination mit Apremilast (A) oder Roflumilast (B) in
verschiedenen Konzentrationen behandelt. Fir Apremilast wurden die Konzentrationen 10 uM, 20 yM und
40 pM, und fir Roflumilast 2,5 pM, 5 uM und 10 uM verwendet. Dargestellt sind die Konzentrationen in
pg/ml. Die Mittelwerte werden dargestellt+ SEM. *** P<0,001; ** P<0,01; * P<0,05; ns>0,05 versus TNFa
(n=5). Losungsmittelkontrolle (Ktrl.), TNFa (T), TNFa+Apremilast in verschiedenen Konzentrationen in uM

(T+A), TNFa+Roflumilast in verschiedenen Konzentrationen in uM (T+R), nicht detektierbar (ND).

Zeitabhangige Sekretion von GM-CSF

Im dritten Teil wurde untersucht, ob Apremilast auch bei friheren Zeitpunkten einen
hemmenden Effekt auf die Sekretion von GM-CSF besitzt. In Abb. 3.6 sind die
angegebenen Zeitfenster und Bedingungen dargestellt. Zum Zeitpunkt 0 Stunden ist
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weder unter Losungsmittelkontrolle, noch unter TNFa alleine oder in Kombination mit
Apremilast eine Konzentration messbar. Allgemein ist erkennbar, dass ab 3 Stunden die
GM-CSF-Sekretion unter TNFa bis 24 Stunden stetig zunimmt. Die Behandlung mit
Apremilast fihrte schon zum Zeitpunkt 3 Stunden zu einer signifikanten Abnahme der
TNFa-induzierten GM-CSF-Sekretion. Dies ist auch bei den anderen Zeitpunkten, 6, 9
und 24 Stunden zu beobachten. Apremilast hemmt somit zeitabhangig nach 3, 6, 9 und
24 Stunden die TNFao-induzierte Sekretion von GM-CSF.

6000-
O Kl P

4000+

2000+

GM-CSF [pg/mli]

Oh 3h 6h Sh 24h

Abb. 3.6: Apremilast inhibiert zeitabhédngig die TNFa-induzierte GM-CSF-Sekretion in HUVEC. Die
HUVEC wurden fur 0, 3, 6, 9 oder 24 Stunden mitder Lésungsmittelkontrolle, TNFa (20 ng/ml) alleine, oder
TNFa (20 ng/ml) in Kombination mit Apremilast (40 uM) behandelt. Dargestelltsind die Konzentrationenin
pg/ml. Die Mittelwerte werden dargestellt+ SEM. *** P<0,001; ** P<0,01; * P<0,05; ns>0,05 versus TNFa
(n=6). Losungsmittelkontrolle (Ktrl.), TNFa (T), TNFa+Apremilast (T+A), nicht detektierbar (ND),

Behandlungsdauer in Stunden (h).

3.3 Effekte von Apremilast auf die TNFa-induzierte GM-CSF

MRNA-Expression in humanen Endothelzellen

Um herauszufinden ob Apremilast auch auf der transkriptionellen Ebene, einen
inhibierenden Einfluss auf GM-CSF besitzt, wurde eine Reverse-Transkriptase-
Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) mit anschlieRender kapillarer Gelelektrophorese
durchgefuhrt. Hierbei sollte die konzentrations- und zeitabhangige Regulierung der
Transkription des GM-CSF-Gens untersucht werden. In den Abb. 3.7 und 3.8 sieht man
jeweils in Teil A die mRNA-Level von GM-CSF normalisiert auf 3-Aktin (Quotient) in
Diagrammen mit statistischer Auswertung. In Teil B sind zur Veranschaulichung
reprasentative Abbildungen der Konzentrations- und Zeitreihe mit Banden aus der

kapillaren Gelelektrophorese dargestellt.

Konzentrationsabhdngige GM-CSF mRNA-Expression
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In Abb. 3.7 (A) der Konzentrationsreihe ist zu erkennen, dass unter der
Lésungsmittelkontrolle kaum GM-CSF mRNA gebildet wurde, diese aber durch
Stimulation mit TNFa nach 24 Stunden deutlich anstieg. In einer Konzentration von
10 yM konnte Apremilast die TNFa-induzierte Transkription von GM-CSF nicht
signifikant inhibieren. Jedoch gelang dies in den Konzentrationen 20 uM und 40 pM.
Dies ist ebenfalls in Abb. 3.7 (B) reprasentativ dargestellt. Apremilast inhibiert somit
konzentrationsabhangig mit 20 und 40 pyM die TNFa-induzierte Transkription von GM-
CSF.
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Abb. 3.7: Apremilast inhibiert konzentrationsabhidngig die TNFa-stimulierte GM-CSF-Transkription
in HUVEC. (A) Diagramm mit statistischer Auswertung der GM-CSF mRNA-Expression normalisiert auf 3-
Aktin und (B) reprasentative Darstellung der kapillaren Gelelektrophorese. Die HUVEC wurden fiir 24
Stunden mit der Losungsmittelkontrolle, TNFa (20 ng/ml) alleine, oder mit TNFa (20 ng/ml) in Kombination
mit Apremilast in den Konzentrationen 10 uM, 20 uM und 40 uM behandelt. Danach wurde die mRNA
gewonnen und mittels eines Thermozyklers auf cDNAumgeschrieben und amplifiziert. Die Konzentrationen
wurden durch kapillare Gelelektrophorese (Qiaxcel Advanced)bestimmt. Die Mittelwerte werden dargestelit
+ SEM. *** P<0,001; ** P<0,01; * P<0,05; ns>0,05 versus TNFa (n=5). L6sungsmittelkontrolle (Ktrl.), TNFa

(T), TNFo+Apremilast in verschiedenen Konzentrationen in uM (T+A).

Zeitabhangige GM-CSF mRNA-Expression

Fur die Zeitabhangigkeit wurden die Zeitpunkte wie bei der zeitabhangigen GM-CSF-
Sekretion (0, 3, 6, 9 oder 24 Stunden) gewahlt. In Abb. 3.8 (A) ist zu sehen, dass in den
unstimulierten Zellen (Zeitpunkt 0 Stunden) keine relevante mRNA-Bildung unter allen
Bedingungen gemessen wurde. Allgemein ist zu sehen, dass mit zunehmender
Behandlungsdauer ab 3 Stunden die mRNA-Bildung unter TNFa stetig zunimmt. In
Kombination mit Apremilast in der Konzentration 40 uM ist in allen angegebenen
Zeitpunkten von 3 bis 24 Stunden eine signifikante Reduktion der GM-CSG mRNA-
Expression zu beobachten. Am signifikantesten ist dies zum Zeitpunkt 3 Stunden.
Sichtbar sind diese Unterschiede auch in den dargestellten Banden in der Abb. 3.8 (B).
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Apremilast hemmt somit zeitabhangig nach 3, 6, 9 und 24 Stunden die TNFa-induzierte
Transkription von GM-CSF.
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Abb. 3.8: Apremilast inhibiert zeitabhdngig die TNFa-stimulierte GM-CSF-Transkription in HUVEC.
(A) Diagramm mit statistischer Auswertung der GM-CSF mRNA-Expression nomalisiert auf B-Aktin und (B)
reprasentative Darstellung der kapillaren Gelelektrophorese. Die HUVEC wurden fir 0, 3, 6, 9 oder 24
Stunden mit der L6sungsmittelkontrolle, TNFa (20 ng/ml) alleine, oder TNFa (20 ng/ml) in Kombination mit
Apremilast (40 pM) behandelt. Danach wurde die mRNA gewonnen und mittels eines Thermozyklers auf
cDNA umgeschrieben und amplifiziert. Die Konzentrationen wurden durch kapillare Gelelektrophorese
(Qiaxcel Advanced) bestimmt. Die Mittelwerte werden dargestellt+ SEM. *** P<0,001; ** P<0,01; * P<0,05;
ns>0,05 versus TNFa (n=5). Kontrolle (Ktrl.), TNFa (T), TNFa+Apremilast (T+A), nicht detektierbar (ND)

Behandlungsdauer in Stunden (h).

3.4 Wirkung von Apremilast auf die TNFa-induzierte
Expression endothelialer Adhasionsrezeptoren

Es ist bekannt, dass bei entzlindlicher Aktivierung von Endothelzellen, unter anderem
durch TNFa Uber den NF-kB-Signalweg, Adhasionsrezeptoren wie VCAM-1, ICAM-1
und E-Selektin vermehrt exprimiert werden (Chang et al. 2014; Wang et al. 2016). Sie
bilden die Grundlage flir die Adhasion von Leukozyten an die Endothelzellen. Im
weiterfUhrenden Schritt der Migration sind u.a. auch JAM-A und PECAM-1 beteiligt
(Albelda et al. 1991; Ostermann et al. 2002; Harry et al. 2008). Zur Wirkung von
Apremilast auf diese Prozesse ist wenig bekannt. Es konnte bisher nur gezeigt werden,
dass es die oxLDL-induzierte Expression von VCAM-1 auf Endothelzellen hemmt (Wang
etal. 2020). In Teil Ader Abb. 3.9 ist jeweils fur die einzelnen Adhasionsrezeptoren eine

reprasentative Westernblot-Abbildung und in Teil B die jeweiligen Diagramme mit
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densitometrischer Ausmessung und statistischer Auswertung mehrerer Experimente
dargestellt. Die Diagramme sind in Prozent von der TNFa-Behandlung (=100%)
dargestellt. In den abgebildeten reprasentativen Westernblots ist bereits deutlich zu
erkennen, dass es unter TNFa zu einer verstarkten Bildung von VCAM-1, ICAM-1 und
E-Selektin im Vergleich zur Losungsmittelkontrolle kommt. Dies bestatigt sich in den
densitometrischen Auswertungen. Bei den Adhasionsrezeptoren PECAM-1 und JAM-A
konnte jedoch durch TNFa-Stimulation keine Veranderung gemessen werden. Bei der
Kombination von Apremilast und TNFa wurde bei VCAM-1 und E-Selektin eine
signifikante Reduktion der Expression beobachtet. Auch ist ersichtlich, dass die
Behandlung mit 40 uM Apremilast einen starken Effekt besitzt gegenuber der
Behandlung mit 20 uM. Im Gegensatz zu VCAM-1 und E-Selektin B fuhrte die Zugabe
von Apremilast in beiden Konzentrationen zu einer verstarkten Expression von ICAM-1,
welche sich jedoch rechnerisch nicht signifikant darstellte. Fir PECAM-1 und JAM-A
konnte mit Apremilast keine Veranderung im Vergleich zur Kontrolle und zur alleinigen
TNFa-Behandlung beobachtet werden. Apremilast hemmt somit die TNFa-induzierte
Expression von VCAM-1 und E-Selektin in HUVEC.
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Abb. 3.9: Apremilast inhibiert die Expression von VCAM-1 und E-Selektin in TNFa-aktivierten HUVEC.
(A) Reprasentative Westernblots von VCAM-1, ICAM-1, E-Selektin, PECAM-1 und JAM-A sowie GAPDH
und (B) die jeweiligen Diagramme mit statistischer Auswertung nach densitometrischer Bestimmung der
Proteinexpression und Ladungsabgleich mit GAPDH. Dargestellt sind die prozentualen Werte ausgehend
von TNFa (= 100%). Die HUVEC wurden fiir 24 Stunden mit der Ldsungsmittelkontrolle, TNFa (20 ng/ml),
TNFa (20 ng/ml) + Apremilast (20 uM und 40 puM) behandelt. Das Gesamtprotein wurde isoliert, die

Konzentration bestimmtund 15 ug Protein pro Bedingungim Westernblot eingesetzt. Die TNFa-Behandlung
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wurde fur jedes Experiment auf 100% gesetzt. Die Mittelwerte werden dargestellt £ SEM. *** P<0,001; **
P<0,01; * P<0,05; ns>0,05 versus TNFa (n=5). Ldsungsmittelkontrolle (Ktr.), TNFa(T), TNFa+Apremilastin

verschiedenen Konzentrationen in uM (T+A).

3.5 Wirkung von Apremilast auf die TNFa-induzierte
Aktivierung der MAPK-Signalwege

3.5.1 Effekte auf die MAPK JNK 1/2, ERK 1/2 und p38

Wie in Kapitel 1.1.3.6 erwdhnt, haben die MAPK unter anderem bei entziindlichen
Geschehen eine essentielle Bedeutung (Cargnellound Roux2011; Sunetal. 2015). Aus
diesem Grund wurde die Aktivierung der einzelnen MAPK, sprich die Phosphorylierung,
analysiert. In Teil A der Abb. 3.10 ist jeweils fur JNK 1/2, ERK 1/2 und p38, deren
phosphorylierte und unphosphorylierte Form in einer reprasentativen Westernblot-
Abbildung und in Teil B die jeweiligen Diagramme mit densitometrischer Ausmessung
und statistischer Auswertung mehrerer Experimente dargestellt. Zunachstist in beiden
Teilen fur alle MAPK zu erkennen, dass TNFa nach 10 Minuten zur starksten
Phosphorylierung fihrt. Jedoch st diese bei ERK 1/2 deutlich schwacher ausgepragt as
bei JNK1/2 und p38. Betrachtet man die densitometrische Ausmessung (Abb 3.10 B) fur
die MAPK JNK 1/2 fallt auf, dass durch die Behandlung mit Apremilast die TNFa-
induzierte Phosphorylierung schon ab einem Zeitpunkt von 5 Minuten zu einer
signifikanten Inhibition fihrt. Dies zeigt sich auch nach 10 Minuten und 30 Minuten. Im
Gegensatz dazu fuhrt die zuséatzliche Behandlung mit Apremilast bei ERK 1/2 zu keiner
Reduktion der TNFa-induzierten Phosphorylierung. Bei p38 wiederum kommt es nach
10 min durch Apremilast zu einer nicht signifikanten Reduktion, welche jedoch nach 30
und 60 Minuten signifikant wird. Diese Unterschiede sind auch deutlich in den

dargestellten, reprasentativen Western Blots in Abb. 3.10 (A) zu erkennen.
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Abb. 3.10: Apremilast inhibiert die TNFa-induzierte Phosphorylierung der MAPK JNK1/2 und p38 in
HUVEC. (A) Reprasentativer Westernblot von JNK1/2, ERK 1/2, p38 phosphoryliert und unphosphoryliert
mit der jeweiligen Behandlungsdauer und den Behandlungssubstanzen und (B) die jeweiligen Diagramme
mit statistischer Auswertung nach densitometrischer Bestimmung der Proteinexpression der
phosphorylierten MAPK normalisiert aufden unphosphorylierten Zustand. Dargestellt sind die prozentualen
Werte ausgehend von der Kontrolle (=100%). Die HUVEC wurden fir 5, 10, 30 und 60 Minuten mit TNFa
(20 ng/ml) oder mit TNFa (20 ng/ml) + Apremilast (20 uM) behandelt. Das Gesamtprotein wurde isoliert, die
Konzentration bestimmtund 15 pg Protein pro Bedingungim Westernblot eingesetzt. Die Mittelwerte werden

dargestellt £+ SEM. *** P<0,001; ** P<0,01; * P<0,05; ns>0,05 versus TNFa (n=6).

3.5.2 Einfluss der verschiedenen MAPK-Signalwege auf die GM-CSF-
Sekretion in aktivierten Endothelzellen

Im Zusammenhang mit den von Apremilast inhibierten MAPK in TNFa-stimulierten
HUVEC sollte im nachsten Schritt weiter untersucht werden, wie sich die Inhibition der
einzelnen MAPK mit spezifischen Inhibitoren, auf die GM-CSF-Sekretion von
Endothelzellen auswirkt. Dazu wurden die spezifischen MAPK-Inhibitoren SP600125
(JNK1/2-Inhibitor), U0126 (MEK1/2-Inhibitor bzw. ERK 1/2) und SB203580 (p38-
Inhibitor) verwendet. In Abb. 3.11 ist zunachst zu erkennen, dass TNFa, wie bei den
vorherigen Versuchen zur GM-CSF-Sekretion, zu einem Anstieg der Sekretion im
Vergleich zur Lésungsmittelkontrolle flhrte. Interessanterweise flihrte die Zugabe der
spezifischen Inhibitoren von JNK 1/2 und p38 zu einer signifikanten Reduktion der GM-
CSF-Sekretion. Die gleichen MAPK die Apremilast in ihrer Aktivierung hemmen konnte.
Lediglich die Inhibition von ERK 1/2 fuhrte zu keiner eindeutigen Inhibitionder Sekretion.
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Die alleinige Applikation aller MAPK-Inhibitoren, ohne Zusatz von TNFa, fihrte zu
keinem Anstieg der GM-CSF Sekretion. Gleiches gilt fur die Losungsmittelkontrolle.
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Abb. 3.11: Effekt von MAPK-Inhibitoren auf die TNFa-induzierte GM-CSF Sekretion in HUVEC. Die

HUVEC wurden 30 Minuten mit der Lésungsmittelkontrolle, SP600125 (10 uM), SB203580 (10 uM) oder
U0126 (10 uM) vorbehandelt. Danach wurde dem Medium entweder Losungsmittel fir TNFa oder TNFa
(Endkonzentration: 20 ng/ml) fir 10 Stunden hinzugegeben. Die gewonnenen Uberstidnde wurden dann
mittels ELISA-Verfahren ausgewertet. Dargestelltsind die Konzentrationenin pg/ml. Die Mittelwerte werden
dargestellt + SEM *** P<0,001; ** P<0,01; * P<0,05; ns>0,05 versus TNFa (n=5). Losungsmittelkontrolle
(Ktr.), TNFa (T), SP = SP600125 (SP), SB203580 (SB), U0126 (UO0), nicht detektierbar (ND).

3.5.3 Wirkung verschiedener MAPK-Inhibitoren auf die Expression

endothelialer Adhasionsrezeptoren

Nachdem Uberpruft wurde, wie sich Apremilast auf die TNFa-induzierte Expression der
Adhasionsrezeptoren verhalt, sollte nun untersuchtwerden welchen Einfluss die MAPK-
Inhibitoren SP600125 (JNK1/2), SB203580 (p38), U0126 (MEK 1/2 bzw. ERK1/2) und
der NF-kB-inhibitor Resveratrol auf die Expression haben. In Teil Aund B der Abb. 3.12
ist zu sehen, dass die TNFa-Behandlung zu einer verstarkten Expression aller
Adhasionsrezeptoren fuhrt. Betrachtet man in Teil B die statistische Auswertung, fallt fir
VCAM-1 zunachst auf, dass lediglich die Inhibition von p38 (SB203580) zu einer
signifikanten, reduzierten Expression fuhrt. Unter der JNK1/2-Inhibition (SP600125) kam
es sogar zu einem signifikanten Anstieg der Expression von VCAM-1. Durch die
Hemmung von ERK 1/2 bzw. MEK 1/2 (U0126) und NF-kB mit Resveratrol kam es zu
keiner signifikanten Veranderung. Bei ICAM-1 fuhrte die Hemmung von p38 und NF-«B
(Resveratrol) in den TNFa-stimulierten HUVEC zu einer signifikant reduzierten
Expression, wohingegen die Inhibition von JNK1/2 und ERK 1/2 keine Veranderung

zeigte. Fur E-Selektin zeigt sich nochmal ein anderes Bild. Die Hemmung von JNK 1/2
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und p38 konnte die TNFa-induzierte Expression signifikant reduzieren. Bei der Inhibition
von ERK 1/2 kam es sogar zu einem Anstieg der E-Selektin-Bildung. Unter Resveratrol
zeigte sich hier keine Veranderung. Eine Zusammenfassung der Ergebnisse ist in Tab

3.1 aufgefuhrt.
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Abb. 3.12 Effekt von MAPK-Inhibitoren auf die TNFa-induzierte Expression endothelialer
Adhésionsrezeptoren in HUVEC. (A) Reprasentative Westernblots von VCAM-1, ICAM-1, E-Selektin
sowie GAPDH und (B) die jeweiligen Diagramme mit statistischer Auswertung nach densitometrischer
Bestimmung der Proteinexpression nach Ladungsabgleich mit GAPDH. Dargestellt sind die prozentualen
Werte ausgehend von TNFa (= 100%). Die HUVEC wurden 30 min mit der L&sungsmittelkontrolle,
SP600125 (10 pM, Inhibitor JNK 1/2), SB203580 (10 uM, Inhibitor p38), U0126 (10 uM, Inhibitor MEK 1/2
bzw. ERK 1/2) vorbehandelt. Danach wurde dem Medium entweder Lésungsmittel fir TNFa oder TNFa
(Endkonzentration: 20 ng/ml) fir 24 Stunden hinzugegeben. Die Mittelwerte werden dargestellt + SEM. ***
P<0,001; ** P<0,01; * P<0,05; ns>0,05 versus TNFa (n=5). L6sungsmittelkontrolle (Ktr.), TNFa (T), SP =
SP600125 (SP), SB203580 (SB), U0126 (U0).

Inhibition von /

. MEK 1/2 ERK1/2
Adhasions- JNK1/2 (SP600125) | p38 (SB203580)

(U0126)

rezeptoren
VCAM-1 1 ! VN
ICAM-1 — ! PN
E-Selektin ! l 1

Tab. 3.1: Ubersicht zum Effekt von MAPK-Inhibitoren auf die TNFa-induzierte Expression

endothelialer Adhésionsrezeptoren in HUVEC.
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3.6 Wirkung von Apremilast auf die TNFa-induzierte
Aktivierung des NF-kB Signalweges

Ein weiterer Signalweg, welcher bei der entzindlichen Aktivierung von Endothelzellen
eine entscheidende Rolle spielt ist der NF-kB-Signalweg. Dieser wird unter anderem
durch TNFa aktiviert und ist an der Entstehung der Atherosklerose beteiligt (Gareus et
al. 2008; Pan et al. 2016). NF-kBist ein Transkriptionsfaktor, welcher aus verschiedenen
Untereinheiten besteht. Die Untereinheit p65 ist die relevante, weshalb diese untersucht
wurde. Dafur sollte zunachst der Effekt von Apremilast auf die TNFa-induzierte
Phosphorylierung bzw. Aktivierung von p65 im Gesamtprotein untersucht werden. Im
nachsten Schritt lag die Betrachtung auf der Translokation von p65 in den Nucleus. Da
die Translokation und Aktivierung von NF-kB Uber die Hemmung von IkBa wirkt, sollte
dieser im zytoplasmatischen Protein mitunteruntersucht werden (Denk et al. 200f1;
Schmid und Birbach 2008). Zur Veranschaulichung der Translokation wurde auf3erdem
eine Fluoreszenzfarbung von p65 angefertigt, um die nukledre Translokation von p65

unter TNFa allein bzw. in Kombination mit Apremilast optisch darzustellen.

3.6.1 p65-Phophorylierung im Gesamtprotein

Die Behandlung der Zellen und Auswertung der Ergebnisse erfolgte wie in Kap 3.6.1
(MAPK) beschrieben. Im Teil A der Abb. 3.13 ist flr p65, dessen phosphorylierte und
unphosphorylierte Form in einer reprasentativen Westernblot-Abbildung und in Teil B
das Diagramm mit densitometrischer Ausmessung und statistischer Auswertung
mehrerer Experimente dargestellt. Auch hieristzu sehen, dass die Phosphorylierung vor
frih nach Behandlung ablauft. Nach 5 bzw. 10 Minuten ist die maximale
Phosphorylierung unter TNFa erreicht. Die Zugabe von Apremilast (20 uM) konnte nach
5, 10 und 30 Minuten zu keiner signifikanten Reduktion der Phosphorylierung fihren.
Erst nach 60 Minuten, kam es unter Apremilast zu einer signifikant verminderten

Phosphorylierung von p65.
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Abb. 3.13: Apremilast inhibiert langsam die TNFa-induzierte Phosphorylierung von p65 in HUVEC.
(A) Reprasentativer Westernblot von p65 phosphoryliert und unphosphoryliert mit der jeweiligen

Behandlungsdauer und den Behandlungssubstanzen und (B) das dazugehérige Diagramm mit statistischer

73



Auswertung nach densitometrischer Bestimmung der Proteinexpression des phosphorylierten p65
normalisiert auf den unphosphorylierten Zustand. Dargestellt sind die prozentualen Werte ausgehend von
der Kontrolle (=100%). Die HUVEC wurden fur 5, 10, 30 und 60 Minuten mit TNFa (20 ng/ml) oder mit TNFa
(20 ng/ml) + Apremilast (20 uM) behandelt. Das Gesamtprotein wurde isoliert, die Konzentration bestimmt,
und 15 ug Protein pro Bedingungim Westernblot eingesetzt. Die Mittelwerte werden dargestellt £+ SEM. ***
P<0,001; ** P<0,01; * P<0,05; ns>0,05 versus TNFa (n=6).

3.6.2 p65 im nuklearen und IkBa im zytosolischen Protein

Das nachste Experiment um den NF-kB -Signalweg genauer zu untersuchen, ist die
Analyse der Translokation von p65 in den Nucleus. IkBa ist entscheidend daran beteiligt,
den Eintritt von p65 in den Kern zu inhibieren, indem es p65 im Zytosol bindet (Mulero
et al. 2019). TNFa sorgt fur eine Inhibition der Inhibition, in dem es IkBa inaktiviert und
somit dazu beitragt, dass die p65-Untereinheit von NF-kBin den Kern translozieren kann
(Brown et al. 1995; Pan et al. 2016). Da lkBa fast ausschlielich im Zytosol vorliegt und
die Translokation von p65 untersucht werden sollte, wurden zytosolische und nukleare
Proteine isoliert. In Abb. 3.14 A und B lasst sich zunachst in der zytosolische Fraktion
erkennen, dass in den unbehandelten Zellen (Kontrolle) eine hohe IkBa-Konzentration
vorliegt. Unter der TNFa-Behandlung kommt es bis zum Zeitpunkt 10 Minuten zu einem
fast vollstandigen verschwinden von IkBa. Interessanterweise fallt unter Zugabe von
Apremilast die Reduktion von IkBa in den ersten Minuten leicht schwacher aus und ist
zum Zeitpunkt 30 und 60 min sogar signifikant geringer. Apremilast verhindert somit die
TNFa-induzierte Degradation von IkBaim Zytosol. Betrachtet man zeitlich passend dazu
die nukledre Konzentration von p65, wird zunachst ersichtlich, dass unter dem
unbehandelten Startzeitpunkt kaum p65 im Zellkern vorliegt. Nach 5 Minuten kommt es
unter TNFa zu einer vermehrten Ansammlung von p65 im Zellkern, welche bis 10
Minuten stark ansteigt und dann tGber 30 und 60 Minuten relativ konstant hoch ist. In der
Kombination von TNFa mit Apremilast ist erkennbar, dass Apremilast nach 10, 30 und
60 Minuten zu einer signifikant geringeren nukledren Akkumulation von p65 fuhrt.
Vergleicht man die zytosolische Fraktion von IkBa und die nukledre Fraktion von p65
fallt auf, dass vor allem in den Zeitpunkten wo Apremilast IkBa stabilisiert, die

Translokation von p65 im Zellkern geringer ausfallt.
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Abb. 3.14: Apremilast inhibiert die p65-Translokation in den Nukleus und stabilisiert IkBa in TNFa-
stimulierten HUVEC. (A und C) Reprasentative Westernblots von IkBa und GAPDH sowie p65 und PARP
und (B und D) die dazugehérigen Diagramme mit statistischer Auswertung nach densitometrischer
Bestimmung der Proteinexpression, normalisiert jeweils auf GAPDH oder PARP. Dargestellt sind die
prozentualen Werte ausgehend von der L6sungsmittelkontrolle (=100%). Die Die HUVEC wurden fir 5, 10,
30 und 60 Minuten mit TNFa (20 ng/ml) oder mit TNFa (20 ng/ml) + Apremilast (20 uM) behandelt. Danach
wurden die cytosolischen und nukledren Fraktionen isoliert und die Konzentration bestimmt. Fir den

Western-Blotwurden von den cytosolischen Proteinen 10 ug und von nuklearen Proteinen 5 ug eingesetzt.
Die Kontrollbehandlung wurde fiir jedes Experimentauf 100% gesetzt. Die Mittelwerte werden dargestellt +

SEM *** P<0,001; ** P<0,01; * P<0,05; ns>0,05 versus TNFa (n=5).

3.6.3 Nuklearer Nachweis von p65 mittels Immunfluoreszenz

Die Fluoreszenzbilder dienen zum einen der Veranschaulichung der p65-Translokation
in den Zellkern und zur Untersuchung eines weiteren Zeitpunktes von 4 Stunden. In Abb.
3.15siehtman eine reprasentative Immunfluoreszenzfarbung. Diese setzt sich von oben
nach unten aus den Uberlagerten Bildern, der Kernfarbung (blau), der p65-Farbung (rot)
und der Zytoskelettfarbung (grin) zusammen. Unter der Behandlung mit der
Lésungsmittelkontrolle ist deutlich zu sehen, dass sich kein p65im Zellkern befindet. Die
TNFa-Behandlung fuhrte zu einer stark erhdhten Ansammlung von nuklearem p65.
Durch die Zugabe von Apremilast kann die p65-Translokationin den Konzentrationen 20
und 40 puM sichtbar gehemmt werden. Am besten erkenntlich wird dies in der reinen p65-
Farbung. Apremilast hemmt somit nach 4 Stunden die TNFa-induzierte p65-

Translokation in den Nukleus.
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Abb. 3.15: Apremilast inhibiert die TNFa-induzierte p65-Translokation in den Nukleus. Die HUVEC
wurden fir 4 Stunden mit der Losungsmittelkontrolle, TNFa (20 ng/ml), TNFa (20 ng/ml) + Apremilast (20
MM und 40 pM) behandelt. AnschlieRend wurde p65, der Zellkern und das Zytoskelett angefarbt und dies

mit einem Fluoreszenzmikroskop sichtbar gemacht. Dargestellt sind Fluoreszenzbilder (n=4).

3.6.4 NF-kB-Aktivierung

Nach den Untersuchungen zur Phosphorylierung von p65 und Translokation in den Kern,
sollte untersucht werden, inwiefern NF-kB bzw. p65 wirklich aktiviert und somit
Uberhauptan die DNA binden und als Transkriptionsfaktor fir proinflammatorische Gene
wirken kann. In der Abb 3.16 ist die NF-kB-Aktivierung in Prozent von der
Lésungsmittelkontrolle (=100%) angegeben. Zunachst kommt es, wie bereits bekannt,
unter TNFa-Behandlung zu einer deutlichen Aktivierung von NF-kB. Die Behandlung mit
Apremilast in den Konzentrationen 20 yM und 40 uM konnte diese TNFa-induzierte
Aktivierung von NF-kB signifikant hemmen.
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Abb. 3.16: Apremilast inhibiert konzentrationsabhéangig die TNFa-stimulierte NF-kB-Aktivierung in
HUVEC. Die HUVEC wurden fir 1 Stunde mit der Losungsmittelkontrolle, TNFa (20 ng/ml) alleine oder
TNFa in Kombination mit Apremilast (20 und 40 uM) behandelt. Die nukledren Proteine wurden geerntet
und die NF-kB-Aktivierung mittels ELISA gemessen. Dargestelltistdie NF-kB Aktivierung in Prozent von der
Lésungsmittelkontrolle (= 100%). Die Mittelwerte werden dargestellt £+ SEM. *** P<0,001; ** P<0,01; *
P<0,05; ns>0,05 versus Kontrolle (n=5). Lésungsmittelkontrolle (Ktr.), TNFa (T), TNFa+Apremilast in

verschiedenen Konzentrationen in uM (T+A).

3.6.5 Einfluss eines spezifischen NF-kB-Inhibitors auf die TNFa-
induzierte GM-CSF-Sekretion

Wie bei den MAPK sollte durch spezifische Inhibition von NF-kB untersucht werden,
inwieweit sich diese auf die GM-CSF-Sekretion auswirkt. Daftr wurde Resveratrol
verwendet, welches in Endothelzellen NF-kB inhibiert (Csiszar et al. 2006; Gerhardt et
al. 2015). In Abb. 3.17 ist wie in den anderen GM-CSF-Experimenten zu sehen, dass
unter der Losungsmittelkontrolle kein GM-CSF gemessen werden konnte, und es unter
TNFazu einemAnstieg kommt. Durch die Inhibition von NF -kB mittels Resveratrol wurde
die TNFa-induzierte GM-CSF-Sekretion signifikant gehemmt.
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Abb. 3.17: Effekt eines NF-kB-Inhibitors auf die TNFa-induzierte GM-CSF Sekretion in HUVEC. Die
HUVEC wurden 30 Minuten mit der Losungsmittelkontrolle oder Resveratrol (20 uM) vorbehandelt. Danach
wurde dem Medium entweder Lésungsmittel fir TNFa oder TNFa (Endkonzentration: 20 ng/ml) fir 10
Stunden hinzugegeben. Die gewonnenen Uberstande wurden dann mittels ELISA-Verfahren ausgewertet.
Dargestellt sind die Konzentrationen in pg/ml. Die Mittelwerte werden dargestellt + SEM *** P<0,001; **
P<0,01; * P<0,05; ns>0,05 versus TNFa (n=5). Losungsmittelkontrolle (Ktr.), TNFa (T), Resveratrol (R),
TNFa+Resveratrol (T+R), nicht detektierbar (ND).

3.6.6 Einfluss eines NF-kB-inhibitors auf die Expression endothelialer

Adhasionsrezeptoren

Auch fur p65 sollte untersucht werden, wie sich die Inhibition von NF-kB-abhangiger
Signalwege mit Resveratrol auf die Expression endothelialer Adhasionsrezeptoren
auswirkt. Die Behandlung erfolgt wie bei den MAPK-Inhibitoren, siehe Kap. 3.6.3.
Resveratrol wurde in einer Konzentration von 20 uM verwendet. Im Teil A der Abb. 3.18
ist jeweils fir die einzelnen Adhasionsrezeptoren eine reprasentative Westernblot-
Abbildung und in Teil B die jeweiligen Diagramme mit densitometrischer Ausmessung
und statistischer Auswertung mehrerer Experimente dargestellt. Die Diagramme sind in
Prozent von der TNFa-Behandlung (=100%) dargestellt. Es zeigt sich, dass durch
Resveratrol lediglich die Expression von ICAM-1 gehemmt wird, wahrend auf die

anderen endothelialen Adhasionsrezeptoren sich kein Effekt zeigt.
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Abb. 3.18 Effekt eines NF-kB-Inhibitors auf die TNFa-induzierte Expression endothelialer
Adhésionsrezeptoren in HUVEC. (A) Reprasentative Westernblots von VCAM-1, ICAM-1, E-Selektin
sowie GAPDH und (B) das jeweilige Diagramm mit statistischer Auswertung nach densitometrischer
Bestimmung der Proteinexpression nach Ladungsabgleich mit GAPDH. Dargestellt sind die prozentualen
Werte ausgehend von TNFa (= 100%). Die HUVEC wurden 30 min mit der L6sungsmittelkontrolle oder
Resveratrol (20 uM) vorbehandelt. Danach wurde dem Medium entweder Losungsmittel fiir TNFa oder TNFa
(Endkonzentration: 20 ng/ml) fiir 24 Stunden hinzugegeben. Die Mittelwerte werden dargestellt + SEM. ***
P<0,001; ** P<0,01; * P<0,05; ns>0,05 versus TNFa (n=5). Losungsmittelkontrolle (Ktr.), TNFa (T),

Resveratrol (R).

3.7 Funktionelle Untersuchungen mit HUVEC und THP-1 Zellen

3.7.1 Effekt von Apremilast auf die TNFa-induzierte Adhasion von THP-1-
Zellen an HUVEC

Wie in Kap. 3.5 gezeigt fuhrt Apremilast bei TNFa-aktivierten Endothelzellen zu einer
Runterregulierung der Expression von VCAM-1 und E-Selektin. Diese beiden
Rezeptoren spielen fur Adhasion von Leukozyten an Endothelzellen eine Schllisselrolle.
Aus diesem Grund sollte im nachsten Schritt untersucht werden, inwiefern Apremilast
diese Adhasion inhibieren kann. Daflir wurde eine Endothelzell-Leukozyten-Kokultur
verwendet. FUr die Gruppe der Leukozyten wurden THP-1-Zellen verwendet. Diese
zusammen mit HUVEC sind bei Experimenten zur Untersuchung der Adhasion und
Transmigration ein Standardmodell (Chai et al. 2008; Kim et al. 2010; Wang et al. 2016).
In Abb. 3.19 ist klar zu erkennen, dass die TNFa-Behandlung der HUVEC die Adhasion
von THP-1-Zellen, im Vergleich zur Ldsungsmittelkontrolle deutlich erhdht. Die
Kombination von TNFa und Apremilast fuhrt zu einer signifikanten Senkung der
Adhasion, fast auf das unbehandelte Ausgangsniveau. Auch hier ist ein

konzentrationsfahiger Effekt zu erkennen.
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Abb. 3.19: Apremilast inhibiert die TNFa-induzierte Adhdsion von THP-1-Zellen an HUVEC. Die
HUVEC wurden fir 24 Stunden mit der Losungsmittelkontrolle, TNFa (20 ng/ml) alleine oder TNFa (20
ng/ml) in Kombination mit Apremilast in den Konzentrationen 20 yM und 40 pM behandelt. Die
fluoreszenzmarkierten THP-1 Zellen wurden in frischem Medium fiir 4 Stunden dazugegeben. Die
Fluoreszenzintensitat der adhérierten THP-1-Zellen wurde schlielllich gemessen. Dargestellt sind die
prozentualen Werte ausgehend von Losungsmittelkontrolle (=100%). Die Mittelwerte werden dargestellt+
SEM. * P<0,05; ns>0,05 versus TNFa (n=5). Losungsmittelkontrolle (Ktr.), TNFa (T), TNFo+Apremilast in

verschiedenen Konzentrationen in uM (T+A).

3.7.2 Effekt von Apremilast auf die TNFa-induzierte Transmigration von
THP-1-Zellen durch HUVEC

Die Transmigration stellt den zweiten Schritt bei der Auswanderung von Leukozyten aus
dem Intravasalraum dar. Fir dieses Experiment wurde ein Ko-Kultur aus HUVEC und
THP-1-Zellen, eine monozytare Zelllinie, verwendet. In Abb. 3.20 ist zu sehen, dass die
TNFa-Stimulation der HUVEC zu einer signifikant erhéhten Transmigration der THP-1
Zellen durch die HUVEC-Zellschicht im Vergleich zur Losungsmittelkontrolle fuhrte. Die
durch TNFa-induzierte Transmigration der THP-1-Zellen konnte durch Apremilast
signifikant gehemmt werden. Auch hier zeigte sich, wie bei der Adhasion, eine

konzentrationsabhangige Hemmung durch Apremilast.
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Abb. 3.20: Apremilast inhibiert die TNFa-induzierte Transmigration von THP-1-Zellen durch HUVEC.
Die HUVEC wurden in einem Transwellsystem ausgesat und fiir 24 Stunden mitder Losungsmittelkontrolle,
TNFa (20 ng/ml) alleine oder TNFa (20 ng/ml) in Kombination mit Apremilastin den Konzentrationen 20 yM

und 40 uM behandelt. Die fluoreszenzmarkierten THP-1 Zellen wurden in frischem Medium fiir 4 Stunden
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auf die HUVEC gegeben. Die Fluoreszenzintensitatder migrierten THP-1-Zellen aus der unteren Kammer
wurde schlieBlich gemessen. Dargestellt sind die prozentualen Werte ausgehend von
Lésungsmittelkontrolle (=100%). Die Mittelwerte werden dargestellt+ SEM. * P<0,05; ns>0,05 versus TNFa

(n=5). Lésungsmittelkontrolle (Ktr.), TNFa (T), TNFa+Apremilast in verschiedenen Konzentrationen in ypM
(T+A).

3.8 Effekt von Apremilast auf die TNFa-induzierte MMP 9-
Sekretion in THP-1-Zellen

Die Matrixmetalloprotease-9 ist eine Gelatinase, welche unter anderem von Leukozyten
ausgeschuttet wird, um einen Weg in das umliegende Gewebe freizulegen. Sie ist
aufgrund dieser Fahigkeit auch an der Infiltration von atherosklerotischen Lasionen
durch Leukozyten beteiligt und Wanderung von glatten Muskelzellen (Mason etal. 1999;
Johnson et al. 2005). Deshalb war es von Interesse herauszufinden, ob Apremilast in
der Lage ist die Sekretion der MMP-9 in Leukozyten zu inhibieren. Dafur wurde die THP-
1 Zelllinie aus den Adhasions- und Transmigrationsversuchen verwendet. In Abb. 3.21
ist jeweils die Konzentration der sezernierten MMP-9 unter den verschiedenen
Bedingungen zu angegeben. Die TNFa-Stimulation flhrt zu einer signifikanten
Freisetzung von MMP-9 gegenuber der Losungsmittelkontrolle. Diese Freisetzung

konnte durch Apremilast konzentrationsabhangig signifikant inhibiert werden.
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Abb. 3.21: Apremilast inhibiert die TNFa-induzierte Sekretion von MMP-9 in THP-1-Zellen. Die THP-1
wurden fur 24 Stunden mit der Losungsmittelkontrolle, TNFa (20 ng/ml) alleine oder mit TNFa (20 ng/ml)in
Kombination mit Apremilast in den Konzentrationen 20 yM und 40 pM behandelt. Die gewonnenen
Uberstande wurden dann im ELISA aufgetragen und gemessen. Dargestellt sind die Konzentrationen in
pg/ml. Die Mittelwerte werden dargestellt£ SEM. *** P<0,001; ** P<0,01; * P<0,05; ns>0,05 versus TNFa
(n=7). Lésungsmittelkontrolle (Ktrl.), TNFa (T), TNFa+Apremilast in verschiedenen Konzentrationen in uM
(T+A), nicht detektierbar (ND).
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3.9 Effekt von Apremilast auf die IL-17A-induzierte Sekretion

proatherogener Zytokine

Im letzten Experiment wurden die Endothelzellen mit IL-17A aktiviert. IL-17A ist ein
Schlusselzytokin in der Psoriasis vulgaris, aber auch an der Entstehung der
Atherosklerose beteiligt. In Abb. 3.22 ist zu sehen, dass unter der Losungsmittelkontrolle
und der Stimulation mit IL-17A lediglich eine messbare Sekretion von IL-6, MCP-1 und
IL-8 induziert werden konnte. Bei GM-CSF und IP-10 war keine Sekretion zu messen
(Diagramme nicht dargestellt) Bei IL-8 zeigte sich zwar eine Sekretion, welche jedoch
unter der Behandlung mit IL-17A zu keinem Anstieg im Vergleich zur
Lésungsmittelkontrolle flhrte, weshalb hier auf die Behandlung mit Apremilast und
Roflumilast verzichtet wurde. Fir das Zytokin IL-6 zeigte sich, dass Apremilast in allen
angegebenen Konzentrationen zu einer signifikanten Reduktion der IL-6-Sekretion
fuhrte, wohingegen sich unter der Behandlung mit Roflumilast in den angegebenen
Konzentrationen kein Effekt zeigte. Fiir MCP-1 zeigte sich Ahnliches: Apremilast konnte
in den Konzentrationen 20 yM und 40 puM die IL-17A-induzierte Sekretion signifikant

inhibieren. Fur Roflumilast zeigten sich auch hier keine Effekte.
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Abb. 3.22: Apremilast inhibiert die IL-17A-induzierte Sekretion von II-6 und MCP-1 in HUVEC. Die
HUVEC wurden fiir 24 Stunden mit der Kontrolle, IL-17A (100 ng/ml) alleine oder mit IL-17A (100 ng/ml)in
Kombination mit Apremilast in den Konzentrationen 10 ypM, 20 yM und 40 uyM oder Roflumilast in den
Konzentrationen 2,5uM, 5 uM und 10 uM behandelt. Die gewonnenen Uberstande wurden dann im ELISA
aufgetragen und gemessen. Zu den untersuchten Zytokinen gehéren IL-6, MCP-1, IL-8, IP-10 und GM-CSF
(IP-10 und GM-CSF nichtdargestellt). Dargestellt sind die Konzentrationen in pg/ml. Die Mittelwerte werden
dargestellt £+ SEM. ** P<0,01; * P<0,05 versus IL-17A (n=5). Loésungsmittelkontrolle (Ktrl.), TNFa (T),
TNFa+Apremilast in verschiedenen Konzentrationen in uM (T+A), TNFoa+Roflumilast in verschiedenen

Konzentrationen in uM (T+R), nicht detektierbar (ND).
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4 Diskussion

41 Einleitung

Ziel der Arbeit war es zu untersuchen wie Apremilast, ein PDE-4-Inhibitor, sich auf
entzundlich aktivierte Endothelzellen auswirkt und die molekularen Mechanismen der
Apremilast-vermittelten Effekte aufzudecken. Uns interessierten insbesondere durch
Endothelzellen sezernierte Zytokine, sowie endotheliale Signalwege und die
Interaktionen zwischen Endothelzellen und Monozyten die an der Pathogenese der
Atherosklerose beteiligt sind. Erste Hinweise, dass Apremilast sich positiv auf
Risikofaktoren der Atherosklerose auswirkt, bot die Phase-lll-Zulassungsstudie
ESTEEM 1 um Papp und Kollegen. Die mit Apremilast (30 mg zwei Mal pro Tag)
behandelten Patienten zeigten eine durchschnittliche Gewichtsreduktion um 2,08 kg,
wovon 19% sogar mehr als 5% Gewicht verloren (Papp et al. 2015). Diese Ergebnisse
konnten durch Ferguson und Kollegen in einer prospektiven Beobachtungsstudie bei
Psoriasis-Arthritis Patienten, welche ebenfalls mit Apremilast behandelt wurden,
bestatigt werden. Zusatzlich wurde hier das intraabdominelle Fettgewebe gemessen,
welches unter der Therapie ebenfalls signifikant abnahm (Ferguson et al. 2022). In
einem Fallbericht von Gualtierotti und De Lucia zeigte sich zusatzlich zu der
Verringerung des Gewichts, ein positiver Effekt auf die Serumfettwerte. Es kam zu einer
Abnahme von Triglyceriden und LDL, sowie zu einem Anstieg von HDL uber den
beobachteten Zeitraum von 1, 6 und 12 Monaten (Gualtierotti und Lucia 2019). Wichtige
Mechanismen in der Initiation der Atherosklerose sind zum einen die endothelide
Sekretion verschiedener proinflammatorischer Zytokine und Chemokine, wie GM-CSG
und MCP-1, sowie die Ausbildung verschiedener endothelialer Adhasionsrezeptoren,
welche in dieser Arbeit untersucht worden sind. Des Weiteren wurde die immunologische
Interaktion zwischen Endothelzellen und Monozyten, als nachster wichtiger der
Atherosklerose analysiert. Dazu gehdéren zum einen die Adhasion von Leukozyten und
Monozyten an entzindlich aktivierte Endothelzellen und die darauffolgende
Transmigration durch eine Endothelzellschicht. Weiterhin lag ein Augenmerk auf der
Untersuchung relevanter,endothelialer Signalwege, wie dem MAPK-Signalweg und dem
NF-kB-Signalweg in Endothelzellen, da diese unter anderem an der Sekretion
proatherogener Zytokine und Ausbildung von Adhasionsrezeptoren beteiligt sind.
Zusatzlich zu den bei Endothelzellen vermittelten Effekten, wurde ferner auch bei
Monozyten analysiert, ob hier entsprechende antiatherogene Wirkung von Apremilast

vorliegt.
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Um zu klaren, ob durch Apremilast lediglich einen Substanzeffekt vermittelt wird oder
sogar ein Klasseneffekt Uber eine PDE4-Inhibition vorliegt, wurde in den ersten
Experimenten auRerdemdie Wirkung von Roflumilast auf die Endothelzellen untersucht.
In der experimentellen Forschung wird eine Vielzahl an PDE4-Inhibitoren genutzt wie
z.B. Rolipram oder Cilomilast (Blease et al. 1998; Sanz et al. 2007). Jedoch sind
Apremilast und Roflumilast in Deutschland die aktuell einzig zugelassenen PDE4 -
Inhibitoren, weshalb die Entscheidung fir einen weiteren PDE4 -Inhibitor auf Roflumilast

fiel.

Fur Untersuchungen von Endothelzellfunktionen stehen verschiedene Zelllinien zur
Auswahl. In der Endothelzellforschung werden als Goldstandard humane aortale
Endothelzellen (HAEC), mikrovaskulare Endothelzellen der Lunge (HLMEC) oder
humane Umbilikalvenenendothelzellen (HUVEC) verwendet. Aufgrund der bereits,
erfolgten Etablierung von HUVEC wurden diese fur die Untersuchungen verwendet.
Gleiches gilt fUr die ausgewahlte Monozytenzelllinie der THP-1 Zellen (Park et al. 2006;
Qin 2012; Chanput et al. 2014).

Fur die entzindliche Aktivierung von Endothelzellen gibt es verschiedene Induktoren.
Dazu zahlen u.a. Lipopolysaccharid (LPS), oxidiertes Lipoprotein niedriger Dichte
(oxLDL) und der Tumornekrosefaktor-a (TNFa). Wir entschieden uns fir TNFa, da er
sowohl in der Psoriasis als auch in der Atherosklerose ein wichtiger Aktivator von
Endothelzellen ist und relativ weit oben in der Pathogenese und Initiierung beider
Krankheitsentitaten steht (Boehncke und Schén 2015; Jeon et al. 2017; Libby et al.
2019). Zum Abschluss und als Ausblick wurden die Endothelzellen mit dem fur die
Psoriasis spezifischeren Zytokin IL-17A stimuliert und einzelne Apremilast-vermittelte
Effekte untersucht.

4.2 Vorversuch zur Zytotoxizitat und Proliferation

Zu Beginn sollte ausgeschlossen werden, ob die fur weitere Experimente verwendeten
Konzentrationen von Apremilast und Roflumilast einen zytotoxischen oder
antiproliferativen Effekt auf die Endothelzellen vermitteln. Bei sowohl zytotoxischen als
auch antiproliferativen Wirkungen kann z.B. eine Aussage Uber die Menge der
sezernierten Zytokine oder die ablaufenden Signalkaskaden verfélscht sein. Zur
Bestimmung der Zytotoxizitat wurde der klassische Laktatdehydrogenase-Test (LDH-
Test) durchgeflhrt. In den Experimenten wurde jeweils die Positivkontrolle 1% Triton-X
mitgefuhrt, umsicherzustellendas der Versuchsaufbau funktioniert. Wie in Kap. 3.1 Abb.
3.1 zu erkennen ist, weil’t Apremilast in den Konzentrationen von 2,5 — 40 uM Gber eine
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Behandlungsdauer von 24 Stunden keinen zytotoxischen Effekt in Endothelzellen im
Vergleich zur Losungsmittelkontrolle auf. Liang und Kollegen untersuchten die
Zytotoxizitat von Apremilast gegentber humanen, nasalen Epithelzellen und stellten dort
nach 24 Stunden zytotoxische Effekte ab 25 uM fest (Liang et al. 2021). Im Gegensatz
dazu sahen McCann und Kollegen ex vivo bei einem kultivierten Homogenat aus Ratten -
Lymphknoten, dass unter Behandlung mit Apremilast 100 uM Uber 48 Stunden keine
zytotoxischen Effekte vermittelt wurden (McCann etal. 2010). Beiunseren Experimenten
sahen wir zytotoxische Reaktionen nur fur Roflumilast, welche ab einer Konzentration
von 20 uM auftraten. In der Arbeit von Sanz und Kollegen wurden Roflumilast bis 1 yM
und Rolipram bis 100 uM auf HUVEC verwendet. In der Methodik findet sich ein
einzelner Satz, dass mittels eines LDH-Tests Zytotoxizitaten ausgeschlossen worden,
allerdings kein aufgefuhrtes Experiment. Dies ist widersprichlich mit unseren
Ergebnissen. Allerdings lag die maximale Behandlungsdauer dort nur bei 3 Stunden
(Sanz et al. 2007).

Zur Bestimmung des Proliferationsverhaltens der HUVEC wurde der Bromdesoxyuridin-
Inkorporationstest (BrdU-Inkorporationstest) eingesetzt. Dieser erlaubt, die
Proliferationstendenz im Vergleich zur Lésungsmittelkontrolle darzustellen. Hier zeigte
sich ein ahnliches Bild. Wahrend unter Behandlung mit Apremilast in den
Konzentrationen von 2,5 — 40 yM kein Effekt auf die Proliferation zu beobachten war,
inhibiert Roflumilast ab 20 uM signifikant die Proliferation im Vergleich zur
Lésungsmittelkontrolle (Kap. 3.1 Abb. 3.2). Aufgrund dessen wurde in den Versuchen
fur Roflumilast 10 uM als hdchste Konzentration eingesetzt. Massimi und Kollegen
beobachteten bei Rolipram in aufsteigender Dosierung bis 25 uM eine Reduktion der
Proliferation von Hep2-Zellen (immortalisierte, humane Tumorzellen) nach einer
Behandlung ab 48 Stunden (Massimi etal. 2017). McCann und Kollegen sahen in den
von Ratten stammenden Kulturen der Lymphknoten bereits ab einer Konzentration von
0,1 uM Apremilast eine signifikante Reduktion der Proliferation. Dies zeigte sich
dosisabhangig bis 10 uM, wobei Rolipram in einer Dosierung von 100 uM die starksten
Effekte vermittelte. Rolipram wurde nur in dieser Konzentration als Vergleich mitgef thrt
(McCann et al. 2010).

In der Literatur sind bis zum jetzigen Zeitpunkt keine Daten fir Apremilast und
Roflumilast in Bezug auf Zytotoxizitat und Proliferation in Endothelzellen beschrieben.
Dies sind somit die ersten Ergebnisse zum Verhalten von Apremilast in Bezug auf
Zytotoxizitats- und Proliferationsverhalten von humanen Endothelzellen in vitro.
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4.3 Effekt von Apremilast und Roflumilast auf

proinflammatorische Zytokine und Chemokine

Verschiedene Zytokine und Chemokine sind tragende Mediatoren bei entzindlichen
Geschehen und somit auch ein wesentlicher Teil in der Entstehung von
atherosklerotischen Lasionen (McLaren et al. 2011). In der Einleitung im Kap. 1.1.3.3
wurde bereits beschrieben, dass unter anderem GM-CSF, IP-10, MCP-1 und IL-8 in
diesem Zusammenhang von essentieller Bedeutung sind. Schafer und Kollegen
untersuchten welche Einflisse Apremilast in Monozyten aus peripherem Blut (PBMC)
und T-Lymphozyten auf die Sekretion verschiedener proinflammatorische Zytokine
vermittelt. So zeigten sie, dass in vitro die Sekretion von u.a. TNFa, MCP-1, und IP-10
in LPS-stimulierten PBMC und in LPS-stimulierten primdren humanen T-Zellen die
Sekretion von IL-2, GM-CSF und IL-17 durch Apremilast gesenkt werden konnte.
(Schafer et al. 2010; Schafer et al. 2014). In der Arbeit von Wang und Kollegen konnten
erste Hinweise fur eine anti-entzindliche Wirkung von Apremilast in aktivierten
Endothelzellen gezeigt werden. Apremilast inhibierte in vitro die oXLDL-induzierte
Sekretion von MCP-1 in humanen aortalen Endothelzellen (HAEC) Uber die Hemmung
der c-Jun-N-terminalen Kinase (JNK) und der damit verbundenen Aktivierung von
Kruppel-like-factor 6 (KLF). Nicht gezeigt wurde ein Vergleich mit einem anderen PDEi
oder der Effekt auf weitere proatherogene Zytokine wie z.B. GM-CSF oder IP-10 (Wang
et al. 2020). Dies konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, und wird im Folgenden
diskutiert. In unserer Arbeit sollte zunachst mittels eines Zytokin-Array der Einfluss von
Apremilast auf die TNFa-induzierte Sekretion diverser Zytokine und Chemokine
analysiert werden, um eine Ubersicht (iber inhibierbare Zytokine zu schaffen. Die
Aussage im Zytokin-Array ist semi-quantitativ, weshalb keine genauen Aussagen Uber
die Verhéltnisse und Konzentrationen zu treffen sind. Die Auswertung erfolgte rein
visuell, da es sich lediglich um eine Ubersichtsaufnahme handelte. Es zeigte sich, dass
TNFa (20 ng/ml) die Sekretion einer Vielzahl von proinflammatorischen Zytokinen
hochreguliert, wie ENA-78, RANTES, CKA-3, GM-CSF, IP-10 und IL-6 (Abb. 3.3). Dass
TNFa diese Effekte vermittelt, ist bereits bekannt (Hillyer et al. 2003; Gerhardt et al.
2015; Schwager et al. 2017; Wang et al. 2020). Fir MCP-1 und IL-8 war keine Zunahme
der Sekretion im Vergleich zur Lésungsmittelkontrolle zu beobachten, was daran liegen
konnte, dass die Basalsekretion, wie in Abb. 3.4 sichtbar, bereits relativ hoch ist und das
obere Detektionslimit bereits erreicht war. Eine vermehrte Sekretion durch TNFa-
Stimulation ist jedoch in der Literatur beschrieben (Gerhardt et al. 2015; Wang et al.
2020). Bei Stimulation durch TNFa und Apremilast (40 uM) zeigte sich im Vergleich zu
TNFa alleine, dass die Sekretion von GM-CSF, IP-10, MCP-1 und evtl. IL-6
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runterreguliert wurde. Diese Ergebnisse gaben erste Hinweise, dass Apremilast
antiinflammatorische Effekte in TNFa-stimulierten Endothelzellen vermittelt. Es ist
bekannt, dass diese Chemokine v.a. im Rahmen der Atherosklerose chemotaktische
Wirkungen auf Monozyten oder T-Lymphozyten induzieren (insbesondere MCP-1 und
IP-10) und daran beteiligt sind Monozyten in Makrophagen zu differenzieren (Heller et
al. 2006; Braunersreutheret al. 2007; Libby et al. 2019). Da jedoch mittels dieser semi-
quantitativen Methode keine Aussage Uber Konzentrationen oder Signifikanzen
getroffen werden konnte, mussten diese Vorergebnisse mittels des quantitativen ELISA-
Verfahren bestétigt werden. Aufgrund der bereits erwdhnten Relevanz von IP-10, MCP-
1, IL-8 und GM-CSF im Prozess der Atherosklerose, wurden diese Zytokine genauer
untersucht. Zunachst wurde mittels eines quantitativen ELISA-Systems gezeigt, dass
unter TNFa-Stimulation (20 ng/ml) die Sekretion der oben erwahnten Zytokine signifikant
erhohtwurde imVergleich zur L6sungsmittelkontrolle (Abb. 3.4). Wie oben erwahnt, sind
diese Effekte unter TNFa-Stimulation bereits in der Literatur beschrieben. Durch Zugabe
von Apremilast (40 uM) wurde die Sekretion von MCP-1, IP-10 und GM-CSF signifikant
gesenkt. Dabei war die Inhibierung von GM-CSF und IP-10 am starksten, gefolgt von

MCP-1. Die IL-8-Sekretion konnte durch Apremilast nicht inhibiert werden.

Annliche Ergebnisse lieferten Wang und Kollegen. Sie zeigten dass Apremilast (0,5 und
1 uM) die oxLDL-induzierte (100 pg/ml) Sekretion von TNFa, IL-6, IL-8 und MCP-1 in
HAEC inhibiert (Wang et al. 2020). AulRerdem wurde in den Experimenten von Wang
und Kollegen die IL-8-Sekretion inhibiert, was in den hier durchgeflhrten Experimenten
mit TNFa-Stimulation nicht zu beobachten war (Abb. 3.4). Auch Schafer und Kollegen
zeigten, dass die LPS-stimulierte IL-8-Sekretion in PBMC durch Apremilast nichtinhibiert
werden konnte (Schafer et al. 2010). Einen Erklérungsansatz kénnte dabei die Arbeit
von Yeh et al. liefern. Diese untersuchten den transkriptionellen Mechanismus wie OX-
Pac und TNFa die IL-8-Sekretion stimulieren. Ox-PAPC ist einer der aktiven
Hauptkomponenten von minimal-modifiziertem LDL (MM-LDL) und dieses wiederum ist
eine Variante von oxLDL (ltabe et al. 2003). Sie fanden heraus, dass durch Ox-PAPC
die IL-8-Promoterregion zwischen -133 and -1481 bp aktiviert wurde. Die von TNFa
jedoch in den NF-kB und AP-1 spezifischen Regionen zwischen -70 und -133 bp (Yeh
etal. 2001). Die unterschiedlichen Ergebnisse bezlglich der IL-8-Sekretion kénnten ein
Hinweis darauf sein, dass Apremilast nicht in beiden Regionen seine Effekte vermittelt.

Zusatzlich wurden die TNFa-aktivierten Endothelzellen ebenfalls mit Roflumilast
behandelt, um zu zeigen, dass es sich um einen Phosphodiesterase-4-Inhibitor-
vermittelten (PDE4i) Effekt und nicht um einen substanzspezifischen Effekt handelt.
Roflumilast inhibierte wie Apremilast die Sekretion von GM-CSF und IP-10. Die
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Sekretion von MCP-1 und IL-8 konnte dabei nicht gehemmt werden. In einer Arbeit von
Buenestado und Kollegen mit Lungenmakrophagen, welche mit LPS stimuliert wurden,
konnte Roflumilast jedoch die Sekretion von MCP-1 bereits ab einer Konzentration von
1 nM hemmen (keine Signifikanzen angegeben) (Buenestado et al. 2012). Eine
Hemmung von MCP-1 durch Rofumilast scheint in Gesamtschau sehr wahrscheinlich,

konnte in unseren Experimenten allerdings nicht gezeigt werden.

Diese Ergebnisse zeigen erstmalig, dass Apremilastin TNFa-stimulierten Endothelzellen
in vitro die Sekretion relevanter pro-atherosklerotischer Zytokine, wie GM-CSF, MCP-1
und IP-10 inhibieren kann. In Ubereinstimmung mit anderen Veréffentlichungen konnte
somit der antientzindliche Effekt von PDE4i auf Endothelzellen und anderen Zellen
untermauert werden. Unsere Ergebnisse unterstlitzen somit erheblich die Relevanz von
Apremilast, bzw. PDE4i, in Bezug auf entziindliche Veranderungen am Endothel der
Gefale.

Konzentrationsabhangiger Effekt von Apremilast und Roflumilast auf GM-CSF

Im nachsten Teil wurde untersucht, ob ein konzentrationsabhangiger Effekt auf die
TNFa-induzierte Sekretion proinflammatorischer Zytokine ausgeibt wird. Aufgrund der
starken inhibitorischen Wirkung auf GM-CSF im vorausgegangenen Experiment, wurde
dieses Zytokin fur die konzentrations- bzw. zeitabhangige Untersuchung ausgewaht.
Fur die Konzentrationsreihe wurden die Zellen dafir mit TNFa (20 ng/ml) und
verschiedenen, nicht toxischen Konzentrationen von Apremilast (10, 20 und 40 uM) und
Roflumilast (2,5, 5, 10 uM) behandelt. Apremilast und auch Roflumilast inhibierten
konzentrationsabhangig die GM-CSF Sekretion (Abb. 3.5). Vergleicht man den Effekt
von Apremilast und Roflumilast, sieht man, dass beide in der Konzentration von 10 uM

ungefahr gleich stark die GM-CSF-Sekretion inhibieren.

Wang und Kollegen untersuchten wie Apremilast konzentrationsabhangig auf die oxLDL-
induzierte MCP-1-Sekretion wirkt. Auch sie konnten feststellen, dass Apremilast mit
steigender Konzentration (0,5 und 1 yM) die MCP-1-Sekretion hemmt (Wang et al.
2020). Auch die Gruppe um Crilly und Kollegen untersuchten konzentrationsabhangige
Effekte mit verschiedenen PDE4i auf entzindlich veranderte Zellen. Sie isolierten
Synovialmembran (ex vivo) bei Patienten mit rheumatoider Arthritis, extrahierten
Makrophagen und T-Zellen daraus und inkubierten diese mit unterschiedlichen
Konzentrationen an Roflumilast, INH 0061 und INH 0062 (experimentelle PDE4-
Inhibitoren). Alle drei PDE4-Inhibitoren hemmten konzentrationsabhangig die Sekretion
von TNFa, MCP-1 und RANTES. In dieser Arbeit gibt es jedoch weder eine gesunde
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Kontrollgruppe noch eine Positivkontrolle. Jedoch sind einige Konzentration (0,003 nM)
nahezu bei 0, was man als Positivkontrolle werten kann (Crilly et al. 2011).

Inunseren Experimenten wurde nun erstmals gezeigt, dass die beiden PDE4i Apremilast
und Roflumilast einen konzentrationsabhangigen Effekt auf die GM-CSF-Sekretion in
TNFa-stimulierten Endothelzellen vermitteln. In den folgenden Experimenten wurde nur
eine Behandlung mit Apremilast durchgefuhrt, da auf dieser Behandlungssubstanz das
Augenmerk liegt.

Zeitabhangiger Effekt von Apremilast auf GM-CSF

Fur Apremilast wurde als nachstes die zeitabhangige Inhibition der GM-CSF-Sekretion
analysiert. Dafur wurden die Zeitpunkte 3, 6, 9 und 24 Stunden untersucht. TNFa fuhrte
mit steigender Behandlungsdauer zu einer immer starkeren Sekretion von GM-CSF
(Abb. 3.6). Schon nach dreistlindiger Inkubation wurde die TNFa-induzierte Sekretion
von GM-CSF durch Zugabe von Apremilast gehemmt. Aber auch nach 6 und 9 Stunden
konnte eine signifikante Inhibition beobachtet werden. In den anderen vorliegenden
Arbeiten wurde jeweils eine Behandlungsdauer von 24 Stunden gewahlt (Schafer et al.
2014; Wang et al. 2020).

Die hier vorgestellten Ergebnisse zeigen, dass die antiinflammatorische Wirkung von
Apremilast auf Endothelzellen bereits nach kurzer Zeit einsetzt und diese bis zu 24
Stunden anhalt.

Konzentrations- und zeitabhangiger Effekt auf das Transkriptom von GM-CSF

Um zu prufen, ob Apremilast auch auf transkriptioneller Ebene Effekte vermittelt, wurde
die mRNA-Expression von GM-CSF untersucht. Wie beim ELISA wurde eine
Konzentrations- und Zeitreihe angefertigt. In der konzentrations- und zeitabhangigen
Behandlung wurden die gleichen Konzentrationen (10, 20 und 40 um) und die gleichen
Zeitpunkte (3, 6, 9 und 24 h) wie bei den Sekretionsexperimenten untersucht. In Abb.
3.7 ist deutlich zu sehen, dass Apremilast konzentrationsabhangig die GM-CSF-mRNA-
Expression hemmt. Nur bei der Konzentration von 10 yM konnte keine signifikante
Inhibition erreicht werden. Auch die zeitabhangige Behandlung mit Apremilast (40 puM)
zeigte in allen Zeitpunkten, 3, 6, 9 und 24 h, eine signifikante Inhibition der TNFa-
induzierten GM-CSF mRNA-Expression. Auch das Team um Schafer und Kollegen
untersuchte die mRNA-Expression verschiedener proinflammatorischer Zytokine. Ziel
war dort jedoch zunachst herauszufinden, bei welchem Zeitpunkt die LPS-Stimulation
ihr Maximum an mRNA-Expression von TNFa, IFN, IL-12 und IL-23 in PBMC induzierte.
Danach behandelten sie fir die davor erdrterte Zeitspanne die PBMC mit LPS, jeweils

mit oder ohne Apremilast (10 uM) und konnten beobachten, dass die MRNA-Expression
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von allen untersuchten Zytokinen durch Apremilast signifikant inhibiert werden konnte.
Ebenfalls untersuchten Wang und Kollegen die mRNA-Expression von MCP-1 in
Endothelzellen. Sie konnten zeigen, dass Apremilast (0,5 und 1 pM) in oxLDL-
stimulierten HAEC die mRNA-Expression von MCP-1 nach 24 Stunden signifikant
inhibiert. In Erganzung zu Wang und Kollegen konnten wir hier zeigen, dass Apremilast
auch schon in Zeitpunkten vor 24 Stunden einen inhibitorischen Einfluss auf die mRNA-

Expression vermittelt.

In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von Wang und Kollegen sowie Schafer und
Kollegen, konnte erstmals gezeigt werden, dass Apremilast auch auf genregulatorischer
Ebene einen Effekt auf die GM-CSF-Expression vermittelt, sowohl konzentrations- als
auch zeitabhangig. Dies ist insofern interessant, als damit gezeigt wurde, dass die

Regulierung von GM-CSF bereits zu sehr friihen Zeitpunkten gehemmt werden kann.

4.4 Bedeutung von Apremilast auf die Inhibition wichtiger

proentzundlicher Signalwege in humanen Endothelzellen

Inunseren nachsten Untersuchungen fokussierten wir uns auf die Effekte von Apremilast
auf wichtige proinflammatorische Signalwege in Endothelzellen. Klassische Signalwege,
die durch TNFa in Endothelzellen aktiviert werden und dadurch u.a. die Expression
wichtiger proinflammatorischer aber auch endothelialer Adhasionsrezeptoren
induzieren, sind zumeinen der NF-kB-Signalweg (Zhou etal. 2007; Gerhardtetal. 2015;
Pan et al. 2016; Zhong et al. 2018; Xiao et al. 2020) und die verschiedenen MAPK-
Signalwege (Zhong et al. 2012; Gerhardt et al. 2015; Wang et al. 2016).

441 MAPK

Die ,mitogen-activated protein kinases“ (MAPK) sind an der entzlindlichen Aktivierung
von Endothelzellen malRgeblich beteiligt. Dazu gehéren MAPK-abhangige Zunahme der
Sekretion verschiedener proinflammatorischer Zytokine, aber auch die Expression von
Adhasionsrezeptoren (Kyriakis und Avruch 2001; Westra et al. 2005; Wang et al. 2016).
So wurde bereits gezeigt, dass JNK1/2 an der TNFa-induzierten Sekretion von GM-CSF
und MCP-1 oder ERK1/2 an der TNFa-induzierten Expression von ICAM-1 und VCAM-
1 beteiligt sind (Zhong etal. 2012; Laviolaetal. 2013). Wie bereits von anderen Gruppen
beschrieben, fihrt TNFa zu einer vermehrten Phosphorylierung bzw. Aktivierung von
JNK1/2, p38 und ERK1/2in Endothelzellen (Gerhardtetal. 2015; Xiao etal. 2020). TNFa
induzierte in allen unseren Versuchen eine vermehrte Phosphorylierung und damit
Aktivierung von JNK1/2, p38 und ERK1/2 (Abb. 3.10). Als Abgleich diente die

Gesamtexpression der jeweiligen MAPK, welche durch TNFa-Stimulation
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bekannterweise nicht verandert wird (Gerhardt et al. 2015; Xiao et al. 2020; Wang et al.
2020). In unserer Arbeit untersuchten wir die Effekte von Apremilast auf die Aktivierung
der verschiedenen MAPK in Endothelzellen. Dafir wurden die HUVEC mit TNFa
(20 ng/ml) und Apremilast (20 uM) behandelt. Wir konnten nachweisen, dass unter
Apremilast die Phosphorylierung von JNK1/2, aber auch die von p38 im Vergleich zu
TNFa alleine signifikant inhibiert werden konnte (Abb. 3.10). Am stérksten war die
Hemmung von JNK1/2 beim Zeitpunkt 10 min, diese konnte aber auch bei 5 und 30 min
beobachtet werden. Die Phosphorylierung von p38 war v.a. zu den spateren Zeitpunkten
bei 30 und 60 min reduziert. Im Gegensatz zu JNK1/2 und p38 konnte Apremilast die
Aktivierung von ERK1/2 nicht hemmen (Abb. 3.10). Welchen Effekt PDE-4-Inhibitoren,
speziell Apremilast, auf die Aktivierung der MAPK in TNFa-stimulierten Endothelzellen
vermitteln, ist nur zum Teil untersucht. Hier konnte nun erstmalig gezeigt werden, dass
Apremilast die TNFa-induzierte Aktivierung von JNK1/2 und p38 in Endothelzellen
hemmt. Unsere Ergebnisse konnten zum Teil in anderen Zelllinien, aber auch
Endothelzellen, mit PDE4i beobachtet werden. Xiao und Kollegen untersuchten wie sich
der PDE-4-Inhibitor FCPR16, auf die TNFa-induzierte JNK1/2-Phosphorylierung
auswirkt. Sie nutzten dafir neuronale Zellen des Hippocampus einer Maus und
beobachteten unter dem PDE-4-Inhibitor eine reduzierte Phosphorylierung von JNK 1/2
(Xiao et al. 2020). Kwak und Kollegen konnten in einer LPS-aktivierten murinen
Monozytenzelllinie zeigen, das Roflumilast die Phosphorylierung von p38 und JNK1/2
hemmte. Die Auswirkung auf ERK1/2 ist dabei nicht beschrieben, verleitet aber zur
Annahme, dass keine Regulierung stattfand (Kwak et al. 2005). Die Arbeitsgruppe um
Wang und Kollegen beschéftigten sich ebenfalls mit JNK1/2. Hauptséachliches
Augenmerk lag auf der Untersuchung von KLF6. Sie zeigten zunachst, dass durch
oxLDL die Expression von KLF6 inhibiert wird und die JNK1/2-Phosphorylierung
zunimmt. Durch Applikation des JNK-Inhibitors SP600125 wurde gezeigt, dass die
oxLDL induzierte Abnahme von KLF6 inhibiert werden konnte. Dies zeigt, dass u.a.
JNK1/2in der Regulierung von KLF6 involviertist. Aullerdem stellten sie fest, dass durch
Apremilast die oxLDL-induzierte Abnahme von KLF6 verhindert wurde. Um dann
schlussfolgem zu kénnen,dass durch die Stabilisierung von KLF6 bzw. durch Apremilast
in oxLDL-stimulierten Endothelzellen die MCP-1 und VCAM-1 Expression gehemmt
wird, flhrten sie mittels siRNA-Experimenten einen ,knock-down“ von KLF6 durch.
Dabei beobachteten sie, dass durch den ,Knockdown®“ von KLF6, die Effekte von
Apremilast auf die VCAM-1-Expression und MCP-1-Sekretion in oxLDL-stimulierten
Zellen verschwand. Durch diese Beobachtungen vermuten sie, dass JNK1/2 an der
Regulierung von MCP-1 und VCAM-1 beteiligt sein kbnnte (Wang et al. 2020).
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GM-CSF Sekretion unter Inhibierung von JNK 1/2, ERK 1/2, und p38

Im nachsten Schritt wurde daher untersucht, wie sich die spezifische Inhibition der
MAPK, analog zu NF-kB, auf die Sekretion von GM-CSF auswirkt. Dabei konnte gezeigt
werden, dass durch spezifische Inhibition von p38 und JNK1/2 die GM-CSF-Sekretion
signifikant inhibiert wurde. Die ERK1/2-Inhibition flhrte jedoch zu keiner signifikanten
Inhibition von GM-CSF (Abb. 3.11). Es gibt zahlreiche Arbeiten zu den MAPK-Inhibitoren
und deren Effekt auf die Sekretion verschiedener proinflammatorischer Zytokine. So ist
bekannt, dass durch spezifische Inhibition von JNK1/2 in TNFa-stimulierten humanen
glatten Muskelzellen des Atemweges die Sekretion von GM-CSF gesenkt wird
(Oltmanns et al. 2003). Ebenfalls konnten Koga und Kollegen zeigen, dass durch
spezifische Inhibition von p38 in TNFa-stimulierten humanen Lungenfibroblasten die
Sekretion von GM-CSF gesenkt wird (Koga et al. 2016). In Zusammenhang lieferten
auch Kwak und Kollegen interessante Daten. Auch sie untersuchten die Wirkung
verschiedenen MAPK-Inhibitoren und Roflumilast auf die Sekretion verschiedener
proinflammatorischer Zytokine, jedoch in LPS-stimulierten murinen Monozyten. Sie
untersuchten mittels ELISA, wie Roflumilast und die spezifischen MAPK-Inhibitoren sich
auf die Sekretion von TNFa und IL-13 auswirkten. Sie fanden heraus, dass durch
Roflumilast und die spezifische JNK1/2- und p38-Inhibition die TNFa- und IL-13-
Sekretion signifikantgehemmt werden kann, nichtjedoch durch die spezifische Inhibition
von ERK 1/2 (Kwak et al. 2005).

In Anbetracht der in dieser Arbeit erhobenen Daten und denen von Kwak und Kollegen,
lasst sich vermuten, dass durch die PDE4-vermittelte Inhibition von JNK 1/2 und p38 die
Sekretion verschiedener proinflammatorischer Zytokine in humanen Endothelzellen

gehemmt wird.

442 NF-kB

Ein groRer und wichtiger Teil der Arbeitwar die Untersuchung des Transkriptionsfaktors
NF-kB. Er ist an einer Vielzahl von intrazellularen Prozessen und Signalwegen beteiligt,
wie z.B. der Inflammation und der Apoptose (Hoesel und Schmid 2013; Mussbacher et
al. 2019). Es ist bereits bekannt, dass NF-kB an der TNFa-induzierten Expression von
VCAM-1, ICAM-1, E-Selektin und Regulierung proinflammatorischer Zytokine wie MCP-
1 und GM-CSF in Endothelzellen beteiligtist (Denk et al. 2001; Zhong et al. 2012; Xiao
et al. 2020). Auch die funktionelle Rolle von NF-kB in der Adhasion von Monozyten an
Endothelzellen in vitro wurde bereits untersucht (Wang et al. 2016). Die Rolle des NF-
kB-Signalwegs innerhalb der PV und Atherosklerose ist ebenfalls gut untersucht. Es
konnte in Mausmodellen der Psoriasis gezeigt werden, dass durch spezifische Inhibition
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von NF-kB die epidermale Dicke und das Entziindungsinfiltrat reduziertwerden konnte
(Gareus et al. 2008; Irreraet al. 2017). Bei Psoriasis-Patienten zeigt sich eine deutliche
Aktivierung von NF-kB in psoriatischen Lasionen aber auch klinisch gesunder Haut
verglichen zu gesunden Probanden (Lizzul et al. 2005). Ahnliche Beobachtungen
konnten innerhalb der Atherosklerose und der rheumatoiden Arthritis gezeigt werden
(Gareus et al. 2008; Brown et al. 2008). Hauptsachlich soll hier jedoch die Funktion im
Rahmen des entzindlichen Geschehens in Endothelzellen betrachtet werden. TNFa ist
ein potenter Aktivator von NF-kB. Er flhrt zu einer vermehrten Phosphorylierung und
damit Aktivierung von p65, gesteigerten Translokation von p65in den Kern und erhdhten
DNA-Bindung von p65 an den entsprechenden Bindungselementen (Zhou et al. 2007;
Gerhardt et al. 2015; Pan et al. 2016). Wie PDE4-Inhibitoren auf die TNFa-induzierte
p65-Translokation und NF-kB-Aktivierung in Endothelzellen wirken ist weitestgehend
unbekannt.

Zuerst wurde untersucht, ob Apremilast einen inhibierenden Effekt auf die TNFa-
induzierte Phosphorylierung und damit Aktivierung von p65 besitzt. Da bekannt ist, dass
die Phosphorylierung von p65 in Endothelzellen relativ schnell ablauft (Gerhardt et al.
2015), wurden die Zeitpunkt 0, 5, 10, 30 und 60 min gewahlt. Als Abgleich wurde die
Gesamt p65-Expression verwendet. In Abb. 3.13 ist die Phosphorylierung durch TNFa
gezeigt, wobei das Maximum bei den Zeitpunkten 5 und 10 min lag. Apremilast in der
Konzentration 20 uM flhrte in den Zeitpunkten 5, 10 und 30 min zu keiner signifikanten
Reduktion der Phosphorylierung. Erst nach 60 min senkte Apremilast signifikant die
Phosphorylierung von p65.

Im né&chsten Schritt wurde untersucht, wie Apremilast die TNFa-induzierte p65-
Translokation beeinflusst. Das ist insofern wichtig, da p65 in unstimulierten Zellen v.a.
im Zytosol vorliegt und durch einen Reiz in den Zellkern, also den Ort des Wirkens,
wandert (Hoesel und Schmid 2013; Mulero et al. 2019). Dies wurde mittels der
etablierten Methoden Westemblot und Immunfluoreszenzuntersucht. Zuerst soll hier auf
die Methode des Westernblot eingegangen werden. Um herauszufinden, ob Apremilast
einen Einfluss auf die p65-Translokation besitzt, mussten nukledre Proteine isoliert
werden. Da bekannt ist, dass IkBa im Zytosol vorliegt und in der unstimulierten
Endothelzelle daflir sorgt, dass p65 nicht in den Kern translozieren kann, wurden die
zytosolischen Proteine auch mitbetrachtet. TNFa fuhrt zu einem verstarkten Abbau von
IkBa (Brown et al. 1995; Zhong et al. 2018; Xiao et al. 2020). Als Abgleich zur
Uberpriifung der aufgetragenen Proteinmenge dienten konstitutivexprimierte Proteine.
Fir die nukledren Proteine wurde PARP und flr die zytosolischen Proteine GAPDH

verwendet (Schafer et al. 2014; Gerhardtet al. 2015). In unseren Experimenten konnten

93



wir zeigen, dass TNFa die p65-Translokation in Endothelzellen bereits nach 5 min
induziert (Abb. 3.14). Die Zugabe von Apremilast (20 uM) fuhrte ab ca. 10 min zu einer
signifikanten Inhibierung der TNFa-induzierten p65-Translokation in den Zellkern. Bei
Betrachtung der zytosolischen Fraktion fallt auf, dass durch TNFa-Stimulation die IkBo-
Expression abnimmt und bei 10 min fast kein IkBa mehr nachweisbar ist. Dieses
Phanomen konnte auch von anderen Gruppen beobachtet werden (Gerhardtetal. 2015;
Xiao et al. 2020). Apremilast inhibierte in den Zeitpunkten 30 min und 60 min signifikant
die TNFa-induzierte Wirkung auf IkBa. Zu den Zeitpunkten wo Apremilast die p65-
Translokation in den Zellkern inhibiert, wird gleichzeitig die IkBa-Expression stabilisiert.
Dies ist stimmig, da IkBa die p65-Translokation in den Kern inhibiert (Brown et al. 1995;
Hoesel und Schmid 2013; Mulero et al. 2019). Die TNFa-induzierte Hemmung des
endogenen NF-kB-Inhibitors IkBa, konnte somit durch Apremilast wieder aufgehoben
werden.

Um zu Uberprufen, ob Apremilast auch zu einem spateren Zeitpunkt noch eine Wirkung
auf die p65-Translokation besitzt, wurden Immunfluoreszenzuntersuchungen nach 4
Stunden durchgefihrt. Gefarbt wurde p65 (Primar- und Sekundarantikorper, rot), das
Zytoskelett (Phalloidin, grin) und der Zellkern (DAPI, blau). Es ist deutlich zu sehen
(Abb.3.15), dass TNFa eine Translokation von p65 in den Zellkern vermittelt. Interessant
war nun zu betrachten, ob Apremilast nach 4 Stunden einen hemmenden Effekt auf die
nukleare Translokation von p65 zeigt. In Abb. 3.15ist zu sehen, dass Apremilast (20 uM)
die TNFa-induzierte p65-Translokation, in den Konzentrationen 20 und 40 yM auch noch
nach 4 Stunden effektiv hemmt. Dies zeigt deutlich, dass Apremilast auch nach langerer

Stimulation einen inhibierenden Effekt auf die nukleare Translokation von p65 besitzt.

Trotzdem liefern diese Ergebnisse keine Antwort darauf, ob tatsachlich auch die NF -«kB-
Aktivierung auf Promotorebeneinhibiert wurde. In unseren Experimenten wurde gezeigt,
dass TNFa die p65 DNA-Bindungsaktivitat an einer NF-kB-Konsensussequenz im
Vergleich zur Losungsmittelkontrolle signifikant steigert (Abb. 3.16). Apremilast konnte
in den Konzentrationen 20 und 40 uM die Aktivierung durch TNFa signifikant inhibieren.
In  Anbetracht der Vorergebnisse zur Phosphorylierung bzw. Aktivierung und
Translokation von p65, scheint Apremilast die Aktivierung von NF -kB vor allem durch die
verringerte Translokation von p65 in den Kern zu inhibieren. Zum aktuellen Stand der
Literatur sind dies die ersten Ergebnisse, welche zeigen, dass Apremilast in TNFa-
stimulierten Endothelzellen die Phosphorylierung und Translokation von p65, sowie den
Abbau von IkBa und somit die NF-kB-Aktivierung inhibiert. Diese Beobachtungen
werden teilweise bestatigt durch Untersuchungen von weiteren Arbeitsgruppen mit

PDE4i in nicht-endothelialen Zellen. Xiao und Kollegen gingen ahnlich vor. Sie
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verwendeten jedoch neuronale Zellen des Hippocampus einer Maus (HT -22), welche sie
mit TNFa-stimulierten und mit FCPR16, einem neuen experimentellen PDE-4-Inhibitor,
behandelten. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass durch die PDE-4-Inhibition
die TNFoao-induzierte p65-Translokation gehemmt wird (Xiao et al. 2020). Die
Arbeitsgruppe um Imam und Kollegen untersuchte wie sich Apremilast auf die
kardiotoxische Wirkung von Doxurubicin in Mausen auswirkt. Es wurde die Expression
von p65 und IkBa in murinen Herzgewebehomogenaten untersucht. Unter Doxurubicin
nahm die p65-Translokation und die IkBa-Degradation im Vergleich zur unbehandelten
Kontrollgruppe zu. Apremilast konnte diesen Effekt signifikant inhibieren. Des Weiteren
konnte Apremilast auch die NF-kB-Promoteraktivitat inhibieren (Imam et al. 2018). Kwak
und Kollegen untersuchten die Wirkung des PDE4i Roflumilast in LPS-aktivierten
murinen Monozyten. Es konnte unter anderem gezeigt werden, dass die Sekretion der
proinflammatorischen Zytokine TNFa und IL-1f inhibiert werden konnte. Diese Effekte

wurden u.a. durch eine verringerte NF-kB-Promotoraktivitat vermittelt (Kwak et al. 2005).
GM-CSF-Sekretion unter NF-kB-Inhibition

Mittels eines Inhibitors fir NF-kB wurde aulRerdem untersucht, ob dadurch die GM-CSF-
Sekretion inhibiert werden kann. Resveratrol ist ein bekannter Inhibitor von NF-kB in
Endothelzellen (Renet al. 2013; Gerhardt et al. 2015). Daflr wurden die Endothelzellen
far 30 min mit Resveratrol (20 uM) vorbehandelt und schlieRlich TNFa (20 ng/ml) fur
weitere 10 Stunden dazugegeben. Es konnte beobachtet werden, dass durch
Resveratrol die TNFa-induzierte GM-CSF Sekretion gehemmt werden kann (Abb. 3.17).
Eine andere Gruppe zeigte bereits passend dazu, dass NF-kB an der TNFa-induzierten
GM-CSF-Sekretion in Endothelzellen beteiligtist (Munoz et al. 1996). Auch Montanari
und Kollegen konnten in einem Inhibitionsexperiment mittels Dimethylfumarat, ein
weiterer Inhibitor von NF-kB in HUVEC und in HAEC, zeigen, dass NF-kB an der
Regulierung von GM-CSF beteiligt ist (Montanari et al. 2016). Unsere Ergebnisse
lieferten somit erste Hinweise, dass Apremilast Gber NF -kB-abhangige Signalwege, die
endotheliale Expression von GM-CSF inhibiert. Der Zusammenhang zwischen
endothelialer NF-kB-Inhibition und der daraus resultierenden Hemmung von GM-CSF,
konnte mittels siRNA-Experimenten mit spezifischem ,knock-down® von NF-kB weiter

verifiziert werden.
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4.5 Wirkungen von Apremilast auf die Endothelzellfunktion

unter inflammatorischen Bedingungen

Adhasionsrezeptoren

Nachdem gezeigtwurde, dass Apremilast verschiedene an der Atherosklerose beteiligte
Zytokine in TNFa-aktivierten Endothelzellen hemmt, wurden verschiedene
Adhasionsrezeptoren untersucht, da diese an der Interaktion von Leukozyten und
Endothelzellen beteiligt sind und eine wichtige Rolle in der Entstehung der
Atherosklerose spielen (Eriksson et al. 2001b; Galkinaund Ley 2007; Libby et al. 2019).
Untersuchtwurden dazu die Adhasionsmolekiile VCAM-1, ICAM-1, E-Selektin, PECAM-
1 und JAM-A. Die HUVEC wurden fur diesen Versuch mit TNFa (20 ng/ml) alleine oder
in Kombination mit Apremilast (20 und 40 uM) fiir 24 Stunden behandelt. Anschliel}end
das Gesamtprotein geerntet und dieses im Westernblot aufgetragen.

Der erste Kontakt zwischen Leukozyten und Endothelzellen, nach entzindlicher
Aktivierung und Sekretion verschiedener Zytokine und Chemokine, erfolgt
bekannterweise Uber die Selektine. Dass E-Selektin bei dem Prozess des ,Rolling” eine
wichtige Rolle einnimmt (Dong etal. 1998; Eriksson etal. 2001a) und dass die E-Selektin
Expression unter TNFa-Stimulation in vitro bei HUVEC zunimmt, konnte bereits gezeigt
werden (Chang et al. 2014). Aus diesem Grund war es wichtig zu untersuchen, ob
Apremilast einen inhibierenden Einfluss auf die Expression von E-Selektin besitzt. Wir
konnten nachweisen, dass Apremilast in den Konzentrationen 20 yM und 40 uM die
TNFa-induzierte E-Selektin-Expressionsignifikant inhibiert (Abb. 3.9). Die Arbeitsgruppe
um Sanz und Kollegen zeigte 2007 mittels immunhistochemischer Methoden, dass in
postkapillaren Venen in Ratten, die LPS-induzierte E-Selektin-Expression durch den
PDE4i Roflumilast, gehemmt werden konnte. Auf der anderen Seite konnten sie dieses
Phanomen, dass Roflumilast alleine die TNFa-induzierte Oberflachenexpression von E-
Selektin  hemmt, in vitro mit HUVEC nicht nachweisen. Erst in der
Kombinationsbehandlung mit Motapizone (PDE-3-Inhibitor), konnte eine Reduktion der
Oberflachenexpression erreicht werden. Auch andere PDE4-Inhibitoren wie Rolipram
oder Cilomilast, konnten nur in Anwesenheit von Motapizone eine Reduktion induzieren
(Sanz et al. 2007). Ein ahnliches Bild zeigte sich bei der Arbeitsgruppe um Blease und
Kollegen. Sie stimulierten humane mikrosvaskuldre Zellen der Lunge (HLMVEC) mit
TNFa und verwendeten Rolipram als einen weiteren PDE4i. Rolipram alleine konnte die
TNFa-induzierte E-Selektin-Expression nicht inhibieren. Erst durch Zugabe des B2-
Sympathomimetikum Salbutamol, konnte die Expression signifikant inhibiert werden

(Blease et al. 1998). Unsere Ergebnisse zeigen somit als erstes, dass bereits eine
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Monobehandlung mit dem PDE4i Apremilast zu einer Reduktion der TNFa-induzierten
E-Selektin-Expression fuhrt. Ein mdglicher Erklarungsansatz mag in der moglichen
PDE4-unabhangigen Wirkungen von Apremilast liegen. Ahnliches konnte die
Arbeitsgruppe um Kataoka und Kollegen beobachten. Diese zeigten in vitro, dass in
humanen epidermalen Keratinozyten PDE4-und cAMP-unabhangige Effekte durch
Apremilast vermittelt werden. Unter Stimulation der oben genannten Zellen mit
Prostaglandin E2 und Behandlung mit den drei PDE4i Apremilast, Roflmilast und
Crisaborol kam es jeweils zu einem messbaren, ahnlichen cAMP-Anstieg in den Zellen.
Jedoch konnte nur unter Apremilast eine verminderte Aktivierung von ERK1/2
beobachtet werden, nicht jedoch unter Roflumilast oder Crisaborol. In peripheren
mononuklearen Blutzellen konnte dies nicht beobachtet werden, Apremilast sowie die
anderen PDE4i hatten keinen Effekt auf die Aktivierung von ERK1/2 (Kataoka et al.
2020). Diese Ergebnisse konnen also ein Hinweis auf einen mdglichen PDE4-

unabhangigen Effekt von Apremilast sein.

Nach dem sog. ,Rolling“ erfolgt die feste Adhasion der Leukozyten an die
Endothelzellen, welche auch als Zellarrest bezeichnet wird. Diese Funktion wird auf der
Endothelzellseite v.a. durch VCAM-1 und ICAM-1 vermittelt (Galkina und Ley 2007;
Cejkova et al. 2016; Mauersberger et al. 2021). Auch diese sind in atherosklerotischen
Lasionen hochreguliert (Davies etal. 1993) und werden bei oxLDL und TNF a-Stimulation
in vitro vermehrt exprimiert (Ou etal. 2009; Ende etal. 2014). Unsere Ergebnisse zeigen,
dass Apremilast (20 und 40 uM) die TNFa-induzierte VCAM-1 Expression signifikant
inhibieren konnte. Die ICAM-1-Expression wurde jedoch nichtdurch Apremilast inhibiert,
sondern, auch wenn nicht signifikant, tendenziell eher gesteigert (Abb. 3.9). Ahnliches
zeigten Wang und Kollegen. Sie untersuchten den Effekt von Apremilast auf die VCAM-
1- Expression in oxLDL-stimulierten Endothelzellen. Sie stellten ebenfalls fest, dass
Apremilast die VCAM-1 Expression signifikant inhibieren kann. Die Expression von E-
Selektin und ICAM-1 wurde jedoch nichtuntersucht, sodass darauf keine Rickschlisse
gezogen werden kdnnen (Wang et al. 2020). Weitere Untersuchungen gibt es nur zu
anderen PDE- bzw. PDE4i. Die Gruppe um Pober und Kollegen fuhrten Experimente mit
TNFa-stimulierten Endothelzellen alleine und in Kombination mit Forskolin, einem
Aktivator der Adenylatzyklase und/oder mitdem nichtselektiven PDEi IBMX durch. Beide
fuhrtenin den Zellen zu einem cAMP-Anstieg. Daraufhin untersuchten sie die Expression
von VCAM-1, ICAM-1 und E-Selektin. Die Expression von VCAM-1 und E-Selektin wurde
reduziert, interessanterweise nicht jedoch die von ICAM-1. Dieser Umstand konnte
jedoch nicht bis ins Detail geklart werden (Pober et al. 1993). Rahman und Kollegen
zeigten jedoch, dass die Thrombin-induzierte Expression von ICAM-1 durch einen
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cAMP-Anstieg, vermittelt durch Forskolin, inhibiert werden kann (Rahman et al. 2004).
In der Arbeit von Blease und Kollegen wurde neben der E-Selektin-Expression auch die
VCAM-1- und ICAM-1-Expression in TNFa-stimulierten humanen mikrovaskularen
Endothelzellen untersucht. Rolipram alleine konnte keinen der Adhasionsrezeptorenin
seiner Expression reduzieren. Nur in Kombination mit Salbutamol gelang es die von
VCAM-1 zu reduzieren, nicht jedoch von ICAM-1 (Blease et al. 1998). Trotz der Zugabe
von Salbutamol, deutet dieses Ergebnis darauf hin, dass eine Hemmung der ICAM-1-
Expression auf Endothelzellen durch PDE4-Inibitoren eher unwahrscheinlich ist. Dies
wird zusatzlich untermauert durch Morandini und Kollegen, welche TNFa-stimulierte
HUVEC mit Forskolin und Rolipram behandelten. Hier konnte sowohl die ICAM-1- als
auch VCAM-1-Expression nicht reduziert werden. Trotz der zuséatzlichen Erhéhung des
cAMP-Spiegels durch Forskolin fuhrte Rolipram nicht zur erhofften Runterregulierung
(Morandini et al. 1996). Es scheint, als besitze Apremilast, in Bezug auf entzindliche
aktivierte Endothelzellen und die VCAM-1-Expression, potentere Effekte, als
beispielsweise Rolipram. Diese und die in dieser Arbeit gezeigten Ergebnisse kdnnen
auf einen PDE4- beziehungsweise cAMP-unabhangigen Effekt hinweisen. Denn wie
Schaffer und Kollegen bereits zeigten, liegt die minimale wirksame Konzentration in
Bezug auf den cAMP-Anstieg fur Apremilast und Rolipram in einem ahnlichen Bereich,
1,4 uM und 5 yM. Die von Roflumilast allerdings deutlich niedriger bei 0,68 nM. Alle
Experimente wurdenin peripheren Blutmonozyten durchgefuhrt. Der Unterschiedkdnnte
durch verschiedene Ursachen erklart werden. Entweder liegt hier zum Beispiel ein
PDE4-unabhangiger Effekt vor oder eine unterschiedliche Affinitat zu den Isoformen der
PDE4. So zeigt sich fir Apremilast eine niedrigere minimale inhibitorische Konzentration
fur die Isoformen PDE4B und PDE4D (27 nM und 33 nM) im Vergleich zu Rolipram (130
und 240 nM). Rolipram hingegen zeigt fur die Isoform PDE4A eine minimale
inhibitorische Konzentration von 3 nM, wohingegen Apremilast bei 14 nM liegt.
Limitierend fur die Vergleichbarkeit der Ergebnisse kdnnten die unterschiedlichen
Zelllinien und experimentellen Bedingungen sein (Mackenzieund Houslay 2000; Schafer
et al. 2014). Einen Hinweis auf PDE4-unabhangige Effekte konnte bereits die Gruppe
um Kataoka und Kollegen zeigen. Sie zeigten, dass Apremilast im Vergleich zu
Roflumilast unabhangig vom cAMP-Anstieg die TNFa-Sekretion in PGE2-stimulierten
epidermalen Keratinozyten hemmen konnte. Als Ursache flhrten sie eine Inhibition des
ERK/MEK-Signalweges an, welcher unter Roflumilast nicht gehemmt wurde (Kataoka et
al. 2020).

Ubereinstimmend mit den Ergebnissen aus dieser Arbeit zeigten Wang und Kollegen
den inhibitorischen Effekt von Apremilast auf die VCAM-1- Expression in oxLDL-
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stimulierten Endothelzellen. Die Expression von E-Selektin und ICAM-1 wurde jedoch
nicht untersucht, sodass darauf keine Rickschllisse gezogen werden kénnen (Wang et
al. 2020). Interessanterweise beobachteten Schafer und Kollegen in vivo in
psoriatrischen Plaques, dass Apremilast zu einer Reduzierung der ICAM-1-Expression
auf Keratinozyten fuhrt (Schafer et al. 2010). Um abschlieRend herauszufinden ob
zellspezifische und/ oder stimulationsspezifische Effekte oder gar kombiniert mit einem
PDE4-unabhangigen Effekt vorliegen, missen weitere Untersuchungen angestrebt
werden. Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit erstmalig gezeigt werden, dass
Apremilast in TNFa-aktivierten Endothelzellen die Expression von VCAM-1 und E-
Selektin inhibiert.

In weiteren experimentellen Ansatzen untersuchten wir den Einfluss auf die Expression
von PECAM-1 und JAM-A. Mittels verschiedener in vitro Experimente konnte bereits
gezeigt werden, dass PECAM-1 und JAM-A eine wichtige Rolle bei der Adhasion der
Endothelzellen untereinander haben. Sie sind somit wichtige Bausteine bei der Bildung
der Endothelzellbarriere (Martin-Padura et al. 1998; Ozaki et al. 1999; Muller 2003).
Verschiedene Arbeitsgruppen konnten in vitro bereits feststellen, dass eine
antikdrpervermittelte Inhibition von entweder PECAM-1 (Muller 2003) oder JAM-A
(Martin-Paduraet al. 1998; Woodfinetal. 2007) zu einer Reduktion der Transmigration
von Leukozyten durch eine stimulierte Endothelzellschicht fuhrt. Dies weist darauf hin,
dass PECAM-1 und JAM-A entscheidend an der Transmigration beteiligt sind. Im
Unterschied zu den gelaufigeren Adhasionsrezeptoren konnte in der Literatur bei
PECAM-1 als auch bei JAM-A unter TNFa-Stimulus in vitro keine veranderte
Gesamtexpression festgestellt werden. Viel mehr zeigte sich unter TNFa-Stimulation,
teilweise auch nur in Kombination mit Interferon-y (Shaw et al. 2001), eine Umverteilung
der Adhasionsmolekule auf der Oberflache, vom apikalen Zellpol weg (Romer et al.
1995; Martin-Padura et al. 1998; Ozaki et al. 1999; Shaw et al. 2001). In unseren
Experimenten sollte Uberprift werden, ob Apremilast die Gesamtexpression von
PECAM-1und JAM-Averandert. Unter TNFa (20 ng/ml) konnte, in Ubereinstimmung mit
den Ergebnissen der anderen Arbeitsgruppen, keine Veranderung der
Gesamtexpression beobachtet werden (Abb. 3.9). Auch die Zugabe von Apremilast in
den Konzentrationen 20 und 40 uM zu TNFa fuhrte zu keiner weiteren Veranderungin
der Expression beider Rezeptoren. Diese Ergebnisse stehen in Einklang mit den bereits
veroffentlichten Ergebnissen anderer Gruppen. Um eine Aussage Uber die zellulare
Umverteilung von PECAM-1 und JAM-A treffen zu kénnen, missten weitere
Untersuchungen mittels konfokaler Lasermikroskopie durchgefiihrt werden.
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Adhasion von THP-1-Zellen and HUVEC

Nachdem wir zeigen konnten, dass Apremilast in aktivierten Endothelzellen sowohl die
Sekretion chemotaktischer Zytokine, wie MCP-1 und IP-10, als auch die Expression
endothelialer Adhasionsrezeptoren, wie VCAM-1 und E-Selektin, hemmt, wurde als

nachstes die funktionelle Relevanz dieser Beobachtungen Uberprift.

Die erste, direkte Interaktion der Leukozytentransmigration stellt das Rolling bzw. die
Adhasion der Leukozyten an die Endothelzellen dar. Die Experimente wurden unter
statischen Bedingungen und nicht unter Fluss durchgefuhrt, weshalb hier v.a. die
Adhasion der Monozyten und weniger der Prozess des Rollens untersucht wurde. Als
Monozyten verwendeten wir in den Versuchen THP-1-Zellen. In Kombination mit
HUVEC sind sie in der in vitro-Forschung ein gern genutztes Modell, um die Interaktion
von Monozyten und Endothelzellen, speziell der Adhasion und Transmigration zu
erforschen (Chai et al. 2008; Kim et al. 2010; Wang et al. 2016). In den Versuchen
wurden die HUVEC mit TNFa alleine oder in Kombination mit Apremilast (20 und 40 uM)
fur 24 Stunden behandelt. Die THP-1-Zellen wurden nicht behandelt. Wie in Abb. 3.19
zu sehen ist, fuhrt die Behandlung der HUVEC mit TNFa zu einem deutlichen Anstieg
der THP-1-Adhasion. In Kombination mit Apremilast in den Konzentrationen 20 und 40
MM konnte die Adhasion der THP-1-Zellen signifikant und konzentrationsabhangig
inhibiert werden. Die Arbeitsgruppe um Wang und Kollegen flhrte ein ahnliches
Experiment mit Apremilast durch. Es ist jedoch nicht ersichtlich, ob nur die
Endothelzellen oder auch die Monozyten (U937) mit oxLDL (100 pg/ml) und den
verschiedenen Konzentrationen Apremilast behandelt wurden. Nichtsdestotrotz konnten
auch sie beobachten, dass unter der Behandlung mit Apremilast (0,1 und 1 uM) weniger

Monozyten an die Endothelzellen adharierten (Wang et al. 2020).

Weder die Ergebnisse Wang und Kollegen, noch die hier erhobenen waren jedoch die
ersten, welche untersuchten wie PDE4i auf die Adhasion von Leukozyten an
Endothelzellen wirken. Ein Augenmerk bei der Einordnung der Ergebnisse der anderen
Gruppen, soll vor allem auf der Durchflihrung der Adhasionsversuche liegen, da sich
diese doch deutlich unterscheiden. Jones und Kollegen untersuchten gleich mehrere
PDE4i in ihrem Effekt auf die Adhasion von neutrophilen Granulozyten auf HUVEC. Sie
inkubierten neutrophile Granulozyten 30 min mit den PDE4i Rolipram, Roflumilast und
Cilomilast. Danach erfolgte eine Stimulation mit der Lésungsmittelkontrolle oder TNFa
far 30 min und danach nochmals fur 30 min mit Formyl-Methionyl-Leucyl-Phenylalanin
(fMLP). fMLP ist ein Chemoattraktant, speziell fur fur neutrophile Granulozyten. Der
Versuchsaufbau von Jones und Kollegen erklart sich dadurch, dass die hauptsachliche
Betrachtung auf der mdglichen Potenzierung des Effektes von fMLP durch TNF a lag.
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Allerdings ergaben sich dadurch keine zusatzlichen Effekte auf die Adhasion der
neutrophilen Granulozyten. Nach der Inkubation gaben sie eine definierte
Zellsuspension fr 30 min auf die unstimulierten Endothelzellen. Alle PDE4i waren in
unterschiedlichen Konzentrationen in der Lage, die Adhasion der neutrophilen
Granulozyten an die Endothelzellen signifikant zu inhibieren. In der Diskussion wird
postuliert, mit Verweis auf andere Verdffentlichungen, dass die kurzzeitige Stimulation
der HUVEC zu keinem signifikanten Anstieg der endothelialen Adhasionsmolekile fuhre
und der Effekt daher tatsachlich nur auf der Behandlung der neutrophilen Granulozyten
liegt. Ganz ausgeschlossen konnen die Effekte auf Endothelzellen dennoch nicht (Jones
et al. 2005). Die Arbeitsgruppe um Sanz und Kollegen untersuchte ebenfalls den Effekt
von PDE4i auf die Adhasion. Sie verwendeten Roflumilast, Roflumilast (N-Oxid), den
aktiven Metaboliten von Roflumilast, Rolipram und Cilomilast. Sie behandelten die
HUVEC mit TNFa (0,3 ng/ml) fur 3 h, entfermten das Behandlungsmedium und wuschen
die Zellen. Danach gaben sie die Granulozyten mit den Behandlungssubstanzen hinzu.
Alle PDE4i konnten die TNFa-induzierte Adhasion hemmen. Am effektivsten waren
dabei Roflumilast als auch Rolfumilast N-Oxid, gefolgt von Cilomilast und zuletzt
Rolipram (Sanz et al. 2007). Was in dem Versuchsaufbau von Sanz und Kollegen, wie
bei Wang und Kollegen nicht komplett ausgeschlossen werden kann, ist die Auswirkung
der PDE4i auf die Granulozyten. Sanz und Kollegen konnten jedoch auch schon in vivo
beobachten, dass die LPS-stimulierte Adhasion von Leukozyten in mesenterischen,
postkapillaren Venen durch Roflumilast konzentrationsabhangig inhibiert werden konnte
(Sanz et al. 2007). Auch die Arbeitsgruppe um Blease und Kollegen beschéaftigte sich
mit der Wirkung eines PDE4i Rolipram, auf die TNFa-induzierte Adhasion von
neutrophilen und eosinophilen Granulozyten auf humane mikrovaskulare
Lungenendothelzellen. Entweder wurde mit Rolipram alleine oder in Kombination mit
Salbutamol behandelt. Wie in unseren Versuchen mit Apremilast wurde TNFa
gleichzeitig mit den Behandlungssubstanzen hinzugegeben und vor der Hinzugabe der
Granulozyten entfernt. Sie konnten feststellen, dass Rolipram alleine oder in
Kombination mit Salbutamol, keinen Einfluss auf die Adhdrenz eosinophiler
Granulozyten besitzt. Jedoch konnte das Adhéarieren der neutrophilen Granulozyten
durch die Kombination aus Rolipram und Salbutamol, jedoch nicht Rolipram alleine,
verringert werden im Vergleich zu TNFa (Blease et al. 1998). Selbstkritisch muss
festgehalten werden, dass in vivo die Endothelzellen und die Leukozyten mit TNF a, aber
vor allem auch mit Apremilast in Kontakt treten, da dieses sich geldst in der Blutbahn
befindet. Eine Behandlung beider Zellarten ware daher wahrscheinlich naher an der
Realitat.
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In Einklang mit den Ergebnissen von Jones und Kollegen sowie Wang und Kollegen
kann aus unseren Daten geschlussfolgert werden, dass PDE4i, speziell Apremilast, die
Adhasion verschiedener Leukozyten, v.a. Monozyten, an einer Endothelzellschicht in
vitro hemmen. Unsere Ergebnisse zeigen zum ersten Mal, dass Apremilast Gber einen
endothelzellspezifischen Effekt die Adhasion von Monozyten hemmt.

Transmigration von THP-1-Zellen durch HUVEC

Nach der Adhasion von Leukozyten bzw. Monozyten an die Endothelien erfolgt die
Transmigration durch die Endothelzellschicht. Dieser Schritt fliihrt dann letztendlich dazu,
dass die Leukozyten bzw. Monozyten in die Intimagelangen, sich dort differenzieren und
in Schaumzellen umwandeln (Gimbrone und Garcia-Cardefia 2016; Libby et al. 2019).
In vitro kann man dies nachstellen, indem die Endothelzellen auf Zellkultureinsatzen mit
Poren ausgesat werden, die Leukozyten hinzugibt, und die Transmigration dieser misst.
Dieser Versuchsaufbau wurde in dieser Arbeit verwendet. Nach Behandlung der HUVEC
mit den verschiedenen Substanzen, wurde das Medium vollstandig abgesaugt, die
Zellen mit frischem Medium gewaschen, und die fluoreszenzmarkierten THP-1-Zellen
hinzugegeben. Auch hier ist es wichtig klarzustellen, dass der Einfluss von TNFa bzw.
in Kombination mit Apremilast auf die endothelzellabhangige Transmigration untersucht
wurde, und durch die Waschvorgange ein Mischeffekt ausgeschlossenwurde. In Abb.
3.20 ist zu sehen, dass die Behandlung mit TNFa zu einem signifikanten Anstieg der
Transmigration der THP-1-Zellen fuhrt. Apremilastin den Konzentrationen 20 und 40 yM
konnte die TNFa-induzierte Transmigration signifikant und konzentrationsabhangig
senken. Apremilast scheint somit nicht nur die TNFa-induzierte, endothelzellabhangige
Adhasion, sondern auch Transmigration von Monozyten an bzw. durch eine humane
Endothelzellschicht in vitro zu hemmen. Die Gruppe um Layseca-Espinosaund Kollegen
beobachtete ahnliches. Die HUVEC wurden auch hier in Einsatzen mit Poren ausgesét
und daraufhin far 3 Stunden mit TNFa stimuliert. Wahrend der Stimulation wurden
separat T-Lymphozyten fir 24 Stunden mit Rolipram behandelt und diese dann mit dem
Rolipram zusammen fir 16 Stunden auf die Endothelzellen gegeben. Rolipraminhibierte
die Migration der T-Lymphozyten durch die Endothelzellen signifikant. Wie bei Wang und
Kollegen im Adhasionsversuch, ist auch hier nicht klar zu erfassen, ob die Behandlung
der Endothelzellen oder der T-Lymphozyten zu diesem Ergebnis beitrugen (Layseca
Espinosa et al. 2003). Die Arbeitsgruppe um Sanz und Kollegen, welche in vitro nur die
Adhasion untersuchte, zeigte jedoch in vivo bei Ratten, dass Roflumilast die LPS-
induzierte Transmigration von Leukozyten in postkapillaren Venen hemmen konnte
(Sanz et al. 2007). Wang und Kollegen welche ebenfalls die Wirkung von Apremilast auf

das Adhasionsverhalten von Monozyten gegenuber aktivierten Endothel untersuchten,
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fuhrten keine Versuche zur Transmigration durch (Wang et al. 2020). Die von uns
erhobenen Daten sind somit das erste in der Literatur beschriebene Ergebnis, welches
zeigt, dass PDE4i, speziell Apremilast, die TNF a-induzierte, endothelzellabhangige

Transmigration von Monozyten hemmt.

46 MMP-9 Sekretion in Monozyten

Um einen Eindruck zu bekommen, ob Apremilast auch atheroprotektive Einflisse in
Monozyten vermittelt, wurde in zwei Experimenten die Wirkung auf TNFa-stimulierte
THP-1 Zellen untersucht. Schafer und Kollegen, untersuchten bereits, welche
proinflammatorischen und chemotaktischen Zytokine Apremilast in LPS-induzierten

mononuklearen Zellen des peripheren Blutes (PBMC) inhibiert (Schafer et al. 2014).
MMP-9 Sekretion von THP-1 Zellen

Zuerst untersuchten wir die Sekretion der MMP-9. In atherosklerotischen Mausmodellen
ist beschrieben, dass ein Knockout der MMP-9 zu geringeren atherosklerotischen
Lasionen fuhrt (Luttun et al. 2004). Des Weiteren kam man zu dem Schluss, dass die
MMP-9 chemotaktische Wirkungen auf die glatten Muskelzellen aus der Media ausubt,
damit diese in die Intima einwandern kénnen und in Folge zur Intimaverdickung
beitragen (Cho und Reidy 2002; Johnson und Galis 2004). Fur diesen Versuch wurden
die THP-1 Zellen analog wie die Endothelzellen mit der Lésungsmittelkontrolle, TNFa
(20 ng/ml) alleine oder in Kombination mit Apremilast (20 und 40 uM) fir 24 Stunden
behandelt. In Abb. 3.21 wird deutlich, dass Apremilast in den Konzentrationen 20 und 40
MM die TNFa-induzierte MMP-9 Sekretion signifikant hemmt. Jedoch konnte mit diesem
Versuch nicht gezeigt werden, ob die Aktivitat der MMP-9 auch inhibiert wurde, da ein
ELISA genutzt und keine Zymographie durchgefuhrt wurde. Mittels dieser Methode
kénnte die Aktivitat der sezernierten MMP-9 gemessen werden. Eine Aussage Uber die

Aktivitat ist deshalb hier nicht moglich.

Die Arbeitsgruppe um Sanchez und Kollegen untersuchten die Auswirkung des PDE4i
Rolipram, auf die MMP-9-Aktivitdt im Rahmen der Autoimmunenzephalitis. Sie
etablierten eine myelin-basic-protein-spezifische T-Zelllinie, welche sie zuvor aus
Lymphknoten von Ratten gewannen und stimulierten diese mit IL-2 (50 ng/ml) alleine
oder in Kombination mit Rolipram (50 und 100 pM) fir 48 Stunden. Die
Zellkulturiberstande trugensie einer Zymographie auf und beobachteten, dass Rolipram
die Aktivitat der MMP-9 reduzierte (Sanchez et al. 2005). Etwas ndher an dem hier
durchgefuhrten Versuchsaufbau war die Gruppe um Jones und Kollegen. Wie in Kap.4.5
beschrieben, untersuchtensie verschiedene PDE4-Inhibitorenauf ihre Wirkung in Bezug
auf TNFa- und fMLP-stimulierte neutrophile Granulozyten. Wie in den anderen
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Versuchen wurden die neutrophilen Granulozyten erst fir 30 min mit den PDE4-
Inhibitoren inkubiert, dann mit oder ohne TNFa (100 U/ml) far 30 min und dann mit fMLP
fur 30 min. Auch sie nutzten zur Auswertung die ELISA-Methode. Rolipram (0,001 uM —
1 M), Cilomilast (0,001 uM — 1uM) und Roflumilast (0,001 uM — 1uM) konnten die fMLP-
induzierte (mitoder ohne TNFa) MMP-9 Sekretion in den angegebenenKonzentrationen
signifikant hemmen (Jones et al. 2005). Ubereinstimmend mit Sanchez und Kollegen
sowie Jones und Kollegen zeigen unsere Daten, dass PDE4i in verschiedenen
stimulierten Leukozyten in vitro einen antisekretorischen Effekt auf die MMP-9
vermitteln. Weitere Experimente kdnnten zeigen, welche anderen proatherogenen

Zytokine von Leukozyten durch PDE4i gehemmt werden.

4.7 Effekt von Apremilast auf die IL-17A-induzierte Sekretion
profinflammatorischer Zytokine

AbschlieBen sollte die Arbeit mit einem geanderten Stimulus der endotheliaen
Aktivierung, IL-17A. Das Zytokin IL-17Aist an der Entstehung der Atherosklerose, jedoch
spezifischer an der Pathogenese der Psoriasis vulgaris beteiligt (Erbel et al. 2009; Usui
et al. 2012; Boehncke und Schoén 2015). Welche Effekte Apremilast bei IL-17A-
aktivierten Endothelzellen vermittelt, ist bisher kaum untersucht worden. In den
durchgefuhrten Untersuchungen, konnte durch IL-17A eine vermehrte Sekretion von IL-
6 und MCP-1 im Vergleich zur Losungsmittelkontrolle gemessen werden. Fur IL-8 zeigte
sich zwar eine messbare Sekretion unter der Lésungsmittelkontrolle, jedoch konnte
diese durch Zugabe von IL-17A nicht weiter gesteigert werden. Fir GM-CSF und IP-10
zeigte sich, wie in den Stimulationsversuchen mit TNFa, keine messbare Sekretion unter
der Losungsmittelkontrolle, jedoch auch kein messbarer Anstieg durch die Stimulation
mit IL-17A. Apremilast konnte bei den beiden durch IL-17A vermehrt sezernierten
Zytokinen (IL-6 und MCP-1) einen signifikant hemmenden Effekt ausltiben. loyda und
Kollegen sowie Wang und Kollegen zeigten eine vermehrte Sekretion von MCP-1 unter
IL-17A-Stimulation in mesenchymalen Zellen bzw. Chondrozyten (lyoda et al. 2010;
Wang et al. 2021). Bei den Untersuchungen mit Chondrozyten wurde als
Behandlungssubstanz Apremilast eingesetzt, hier konnte konzentrationsabhangig die
Sekretion von MCP-1 gehemmt werden (Wang et al. 2021). In den Untersuchungen mit
den mesenchymalen Zellen konnte gezeigt werden, dass durch spezifische Hemmung
von p38 diese Sekretion inhibiert werden konnte (lyoda et al. 2010). In den hier
durchgefihrten MAPK-Experimenten zeigte sich unter Apremilast eine Hemmung der
TNFa-induzierten p38-Aktivierung, ob dies unter IL-17A-Stimulation ebenso aussahe, ist
nicht untersucht worden. In Einklang mit den Ergebnissen von loyda und Kollegen
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konnte dies ein Hinweis darauf sein, dass Apremilast eventuell iber eine Hemmung der
p38-Aktivierung, die IL-17A-induzierte MCP-1-Sekretion in Endothelzellen hemmt.

Fur IL-6 wurde bereits gezeigt, dass es unter IL-17A-Stimulation zumindest in glatten
Muskelzellen der Atemwege zu einer vermehrten Sekretion kommt (Henness et al.
2004). Zu IL-6 konnten Schafer und Kollegen zeigen, dass Apremilast in den
Konzentrationen 1 und 10 uM in LPS-stimulierten PBMC zu einer vermehrten Sekretion
von IL-6 fiihrt (Schafer et al. 2010). Ahnliches beobachteten auch Tang und Kollegen,
welche in LPS-stimulierten murinen Makrophagen zeigten, dass unter der Aktivierung
des cAMP-Signalweges mittels des Adenylatzyklaseaktivators Forskolin die [|L-6-
Sekretion sogar gesteigert werden konnte (Tang et al. 1998). Schafer und Kollegen
diskutierten die cAMP-vermittelte Aktivierung des Transkriptionsfaktors CREB (cAMP
response element-binding protein), welcher zur Transkription von IL-6 und IL-10 fuhre
(Schafer et al. 2010). Als Erklarungsansatz fur die hier erhobenen Ergebnisse bestehen
unterschiedliche Moglichkeiten. Die hier erhobenen Ergebnisse sind die ersten zur IL-
17A-Stimulation plus der Behandlung mit Apremilast bzw. eines cAMP-Signalweg-
Aktivators in Bezug auf die IL-6-Sekretion, Endothelzellen wurden verwendet oder es
kann ein cAMP- bzw. PDE-unabhangiger Effekt vorliegen, der diesen Effekt Giber einen

ganz anderen Mechanismus vermittelt.

Ein kurzer Abschnitt Gber die nicht hochregulierte Sekretion von GM-CSF, IL-8 und IP-
10 unter Behandlung mit IL-17A. Honda und Kollegen konnten in Experimenten mit
HUVEC und Stimulation mit IL-17A fir GM-CSF unter der Lésungsmittelkontrolle eine
messbare Sekretion von ca. 4 pg/ml gemessen werden, was unter dem Grenzwert der
in dieser Arbeit genutzten ELISA-Kit's liegt. Unter Behandlung von IL-17A in der
Konzentration 5 ng/ml kam es zu keinem signifikanten Anstieg, erst unter der
Behandlung von 50 ng/ml (Honda et al. 2016). In Experimenten mit
Bronchialepithelzellen, welche mit IL-17A (10 ng/ml) und TNFa (10 ng/ml) stimuliert
wurden, kam es unter TNFa zu einem deutlichen, signifikanten Anstieg der IL-8-
Sekretion und unter IL-17A zu einem minimalen Anstieg, welcher jedoch nicht signifikant
war (Hondaetal. 2016). Gleiches zeigte auch Bosteen und Kollegen, welche in humanen
dermalen mikrovaskuldren Endothelzellen (HDMEC) durch IL-17A keine vermehrte
Sekretion von IL-8 im Vergleich zur Kontrolle induzieren konnten (Honda et al. 2016).
Fur IP-10 beobachteten sie wie wir keine Sekretion unter der Kontrolle und IL-17A (50
ng/ml), allerdings eine deutliche Sekretion unter Behandlung mit TNFa (10 ng/ml)
(Bosteen et al. 2014). Diese und unsere Daten lassen vermuten, dass IL-17A kein

potenter Induktor von IL-8, GM-CSF und IP-10 in humanen Endothelzellen ist.
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5 Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war es, den Effekt des in Deutschland zur Behandlung der Psoriasis
vulgaris zugelassenen PDE4-Inhibitors Apremilast auf TNF a- aktivierte Endothelzellen
in Hinblick auf proatherogene Faktoren und Mechanismen zu untersuchen. Die Psoriasis
vulgaris und die Atherosklerose kdénnen als Komorbiditaten auftreten, sich gegenseitig
bedingen und teilen dhnliche klinische Risikofaktoren. Unter der Therapie mit Apremilast
konnte in klinischen Studien bereits beobachtet werden, dass hier protektive Einflisse
auf Risikofaktoren, wie z.B. dem erhdhten BMI oder erhdhte Blutfettwerte (LDL,
Triglyceride) vermittelt werden. TNFa als Stimulus der endotheliden
Entzindungsreaktion in den durchgefuhrten Versuchen, kommt in beiden Erkrankungen
sowohl in der Initierung als Unterhaltung eine entscheidende Rolle zu. Unsere
Experimente zeigen deutlich, dass Apremilast die Sekretion verschiedener
proatherogener Zytokine wie GM-CSG, MCP-1 und IP-10 hemmt. Ahnliche Effekte
zeigte auch Roflumilast, ein weiterer PDE4i. Weiterhin konnte fur das Zytokin GM-CSF
auf sekretorischer als auch auf transkriptionaler Ebene ein konzentrations- und
zeitabhangiger Effekt von Apremilast gezeigt werden. Im nachsten Schritt wurde durch
Apremilast die entziindliche Hochregulierung der wichtigen Adhasionsrezeptoren
VCAM-1 und E-Selektin gehemmt werden. Auf Ebene der Signalwege flhrte eine
Behandlung mit Apremilast zur Reduktion der proinflammatorischen Aktivierung von p38
als auch JNK 1/2. Durch weitere Experimente konnten Hinweise fir die Beteiligung der
Hemmung von p38 und JNK 1/2 durch Apremilast auf die GM-CSF-Sekretion sowie
Hochregulierung von VCAM-1 gezeigt werden. Apremilast flhrte ebenfalls zu einer
Hemmung des Transkriptionsfaktors NF-kB. Die zeigte sich durch eine verminderte
Phosphorylierung, Translokation in den Zellkern als auch tatsachlichen Aktivierung.
Ganz entscheidend konnte Apremilast diese Ergebnisse auch auf funktioneller Ebene
zeigen, indem es die Adhasion als auch Transmigration einer Monozytenzelllinie durch
eine Endothelzellschichtinhibiert. Als Ausblick konnte Apremilast ebenfalls die Sekretion
verschiedener proentzindlicher Zytokine, wie IL-6 und MCP-1, in IL-17A-stimulierten
Endothelzellen, als auch die Sekretion der MMP-9 in einer Monozytenzelllinie hemmen.
Unsere Experimente zeigen eindrucksvoll, dass Apremilast in vitro initiale Schritte der
Pathogenese der Atherosklerose, einer relevanten Komorbiditat der Psoriasis vulgaris
hemmt. Apremilast zeigt somit sowohl klinisch als auch in vitro beeindruckende,
protektive Eigenschaften auf wichtige Faktoren der Atherosklerose, eine der haufigsten
Todesursachen in der westlichen Welt.
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6 Summary

The aim of this study was to investigate the effect of the PDE4 inhibitor apremilast, which
is approved in Germany for the treatment of psoriasis vulgaris, on TNF a-activated
endothelial cells with regard to proatherogenic factors and mechanisms. Psoriasis
vulgaris and atherosclerosis can occur as comorbidities, are mutually dependent and
share similar clinical risk factors. In clinical studies, treatment with apremilast has already
been shown to have a protective effectonrisk factors such as increased BMI or elevated
blood lipid levels (LDL, triglycerides). TNFa, which was used as the stimulus of the
endothelial inflammation in the experiments, plays a decisive role in both diseases, both
in the initiation and maintenance. Our experiments clearly show that apremilast inhibits
the secretion of various proatherogenic cytokines such as GM-CSG, MCP-1 and IP-10.
Roflumilast, another PDE4i, also showed similar effects. Furthermore, a concentration-
and time-dependent effect of apremilast was shown for the cytokine GM-CSF at both the
secretory and transcriptional levels. In the next step, the inflammatory upregulation of
the important adhesion receptors VCAM-1 and E-selectin was inhibited by apremilast. At
the pathway level, apremilast treatment led to a reduction in proinflammatory activation
of p38 and JNK 1/2. Further experiments provided evidence for the involvement of
apremilast inhibition of p38 and JNK 1/2 in GM-CSF secretion and upregulation of
VCAM-1. Apremilast also led to an inhibition of the transcription factor NF -kB, which was
shown by reduced phosphorylation, translocation into the cell nucleus as well as actual
activation. Crucially, apremilast was also able to demonstrate these results on a
functional level by inhibiting the adhesion as well as transmigration of a monocyte cell
line through an endothelial cell layer. Apremilast was also able to inhibit the secretion of
various pro-inflammatory cytokines, such as IL-6 and MCP-1, in IL-17A-stimulated
endothelial cells, as well as the secretion of MMP-9 in a monocyte cell line. Our
experiments show impressively that apremilast inhibits in vitro initial steps of the
pathogenesis of atherosclerosis, arelevant comorbidity of psoriasis vulgaris. Apremilast
thus shows impressive protective properties both clinically and in vitro on important

factors of atherosclerosis, one of the leading causes of death in the western world.
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7 Abkurzungsverzeichnis

ApoE dt. Apolipoprotein E
APS dt. Ammoniumperoxodisulfat
BCECF, AM engl. 2',7'-Bis-(2-Carboxyethyl)-5-(and-6)-
Carboxyfluorescein, Acetoxymethyl Ester
BMI engl. body mass index
BrdU dt. Bromdesoxyuridin
BSA dt. Bovines Serumalbumin
°C Grad Celsius
CD engl. cluster of differentiation
dt. Unterscheidungsgruppen
CREB engl. cAMP response element-binding protein
DMSO dt. Dimethylsulfoxid
DNA engl. deoxyribonucleic acid
dt. Desoxyribonukleinsaure
dNTP dt. Desoxyribonukleosid-Triphosphate
ECL engl. Enhanced chemiluminescence
EDTA dt. Ethylendiamintetraessigsaure
ERK 1/2 engl. extracellular signal-regulated kinase 1/2
ELISA engl. Enzyme-linked Immunosorbent Assay
EMSA engl. Electrophoretic Mobility Shift Assay
E-Selektin engl. endothelial selectin
FACS engl. Fluorescence-activated cell sorting
dt. Durchflusszytometrie
FKS dt. Fetales Kalberserum
For. engl. forward; dt. Vorwarts
g Normalfallbeschleunigung
GAPDH engl. Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase
dt. Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
GM-CSF engl. granulocyte-macrophage colony-stimulating factor
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HAEC
HDL

HEPES

HUVEC
HRP

ICAM-1

JNK 1/2

KHK
LDL

MAPK
MetS
MCP-1
M-CSF

mM
MMP-9

dt. Granulozyten-Makrophagen/Monozyten-Kolonie-
stimulierender Faktor

Humane aortale Endothelzellen

engl. High density lipoprotein

dt. Lipoprotein hoher Dichte

engl. 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid
dt. 4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsaure
Humane Umbilikalvenenendothelzellen

engl. horseradish peroxidase
dt. Meerettichperoxidase

engl. Intercellular Adhesion Molecule 1
dt. Interzellulares Zelladhasionsmolekul 1
dt. Immunglobulin

engl. nuclear factor of kappa light polypeptide gene

enhancer in B-cells inhibitor, alpha

dt. Interleukin

engl. Interferon gamma-induced protein 10
engl. Junctional adhesion molecule A

dt. Junktionales Zelladhasionsmolekul A
engl. c-Jun N-terminal kinase 1/2

dt. c-Jun-N-terminale Kinase 1/2

Koronare Herzkrankheit

engl. Low density liporprotein

dt. Lipoprotein niederer Dichte

engl. Mitogen-activated protein kinase

dt. Metabolisches Syndrom

engl. monocyte chemoattractant protein 1
engl. Macrophage colony-stimulating factor
dt. Makrophagen-Kolonie-stimulierender Faktor
Millimolar

engl. Matrix metalloproteinase-9

dt. Matrix-Metalloproteinase 9
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MP
mMRNA

NF-kB

NO
PECAM-1

PARP

PBS

PBMC

PDC
PDE
PDE4
PDEA4i
RT-PCR

PV
PVDF
Rev.
RNase
RNA

RPMI
SDS

TBS-T
TEMED

dt. Milchpulver
engl. messenger ribonucleic acid
dt. Boten-Ribonukleinsaure

engl. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of
activated B-cells

dt. Stickstoffmonoxid

engl. Platelet endothelial cell adhesion molecule 1

dt. Thrombozyten-Endothelzellen-Adhasionsmolekl 1
engl. Poly (ADP-ribose) polymerase 1

dt. Poly(ADP-Ribose)-Polymerase 1

engl. phosphate-buffered saline

dt. Phosphatgepufferte Salzlésung

engl. Peripheral Blood Mononuclear Cell

dt. mononukleare Zellen des peripheren Blutes
Plasmazytoide dendritische Zellen
Phosphodiesterase

Phosphodiesterase-4

Phosphodiesterase-4-Inhibitor

engl. reverse transcriptase polymerase chain reaction
dt. Reverse-Transkriptase Polymerase-Kettenreaktion
Psoriasis vulgaris

dt. Polyvinylidenfluorid

engl. reverse; dt. rickwarts

Ribonukleasen

engl. ribonucleic acid

dt. Ribonukleinsaure

engl. Roswell Park Memorial Institute (Medium)

engl. Sodium dodecyl sulfate

dt. Natriumdodecylsulfat
engl. Tris-buffered saline with tween20
engl. Tetramethylethylenediamine

dt. Tetramethylethylendiamin
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THP-1
TMB
TRIS

TNFa
VCAM-1

Tohoku Hospital Pediatrics-1 (Monozytenzelllinie)
dt. 3,3',5,5'-Tetramethylbenzidin

engl. tris(hydroxymethyl)aminomethane

dt. Tris(hydroxymethyl)aminomethan

dt. Tumornekrosefaktor-Alpha

engl. Vascular cell adhesion molecule 1

dt. Vaskulares Zelladhasionsmolekul 1
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8 Abbildungsverzeichnis
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Abb.
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Abb.
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1.1:

3.1:

3.2:

3.3:

3.4:

3.5:

3.6:

3.7:

3.8:

3.9:

3.10:

3.11:

3.12:

3.13:

3.14:

Initierung der Atherosklerose

Konzentrationsabhangiger Einfluss von Apremilast und Roflumilast auf
die Zytotoxizitat von HUVEC.

Konzentrationsabhangiger Einfluss von Apremilast und Roflumilast auf
die Proliferation von HUVEC.

Apremilast inhibiert die Sekretion verschiedener proinflammatorischer
Zytokine in TNFa-stimulierten HUVEC (Zytokin-Array).

Apremilast und Roflumilast inhibieren die Sekretion von GM-CSF, IP-10,
MCP-1 in TNFa-stimulierten HUVEC.

Apremilast und Roflumilast inhibieren konzentrationsabhangig die GM-
CSF-Sekretion in TNFa-stimulierten in HUVEC.

Apremilast inhibiert zeitabhangig die TNFa-induzierte GM-CSF-Sekretion
in HUVEC.

Apremilast inhibiert konzentrationsabhangig die TNFa-stimulierte GM-
CSF-Transkription in HUVEC.

Apremilast inhibiert zeitabhangig die TNFa-stimulierte GM-CSF-
Transkription in HUVEC.

Apremilast inhibiert die Expression von VCAM-1 und E-Selektin in TNFo-
aktivierten HUVEC.

Apremilast inhibiert die TNFa-induzierte Phosphorylierung der MAPK
JNK1/2 und p38 in HUVEC

Effekt von MAPK-Inhibitoren auf die TNFa-induzierte GM-CSF-Sekretion
in HUVEC.

Effekt von MAPK-Inhibitoren auf die TNFa-induzierte Expression

endothelialer Adhasionsrezeptoren in HUVEC.

Apremilast inhibiert langsam die TNFa-induzierte Phosphorylierung von
p65 in HUVEC.

Apremilast inhibiert die p65-Translokation in den Nukleus und stabilisiert
IkBa in TNFa-stimulierten HUVEC.
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Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

3.15:

3.16:

3.17:

3.18

3.19:

3.20:

3.21:

3.22:

Apremilast inhibiert die TNFa-induzierte p65-Translokation in den
Nukleus.

Apremilast hemmt konzentrationsabhangig die TNFa-stimulierte NF-kB-
Aktivierung in HUVEC.

Der NF-kB-Inhibitor Resveratrol hemmt die TNFa-induzierte GM-CSF
Sekretion in HUVEC.

Wirkung der Inhibition von p65 auf die TNFa-induzierte Expression
verschiedener Adhasionsrezeptoren in HUVEC.

Apremilast inhibiert die TNFa-induzierte Adhasion von THP-1-Zellen an
HUVEC.

Apremilast inhibiert die TNFa-induzierte Transmigration von THP-1-
Zellen durch HUVEC.

Apremilast inhibiert die TNFa-induzierte Sekretion von MMP-9 in THP-1-

Zellen

Apremilast inhibiert die IL-17A-induzierte Sekretion von 11-6 und MCP-1 in
HUVEC.
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9 Tabellenverzeichnis
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2.6:
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PCR-Kit*
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Ubersicht zum Effekt von MAPK-Inhibitoren auf die TNFa-induzierte
Expression endothelialer Adhasionsrezeptoren in HUVEC
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