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1 Einleitung

1. 1 Extrazellulare Vesikel

Bei extrazellularen Vesikeln (EV) handelt es sich um eine heterogene Gruppe Membran-
umgebener Kompartimente, die potentiell von allen Zellen abgegeben werden kénnen
(Buzas et al. 2014/ Thery et al. 2009). Zunachst wurde angenommen, dass diese Vesikel
die Funktion eines ,,Miillbeutels* einnehmen und der Beseitigung tberflissiger zellularer
Substanzen dienen (Johnstone et al. 1987). Heute riicken sie immer mehr in den Fokus
der interzellularen Kommunikation und kdnnen in drei Subgruppen unterteilt werden
(Lee et al. 2011/ Tual-Chalot et al. 2011):

e Mikrovesikel
e Apoptotische Korper

e Exosomen

1.1.1 Mikrovesikel

Mikrovesikel (MV) stellen mit einem Durchmesser von 100 bis 2000 nm eine Gruppe
von Vesikeln dar, die durch Abknospung der Plasmamembran entstehen (Wu et al. 2013).
Zur Bildung von MV gehdren eine Umverteilung der membranéren Phospholipide mit
Translokation des Phosphatidylserins (PS) auf die Aullenseite der Membran sowie die
Kontraktion von Aktin und Myosin (Akers et al. 2013). Details finden sich in Kapitel 1.2.

1.1.2 Apoptotische Korper

Mit einer GrélRe von bis zu 4000 nm z&hlen die apoptotischen Kérper zu den gréten EV
(Gyorgy et al. 2011). Sie entstehen im Rahmen des programmierten Zelltods durch den
Zerfall der Zelle. Dementsprechend konnen sie Zellorganellen, zytoplasmatische
Proteine, DNA und RNA enthalten (Elmore 2007). Dabei wird die Bildung der
apoptotischen Membranvesikel durch eine Rho-assoziierte Kinase (ROCK 1), die durch
Caspasen aktiviert wurde, eingeleitet (Coleman et al. 2001). Apoptotische Korper
exprimieren ebenfalls PS an der AuRenseite ihrer semi-permeablen Membran (Dignat-
George et al. 2011).



1.1.3 Exosomen

Exosomen sind 40 bis 100 nm groRRe EV, die im Gegensatz zu MV bereits innerhalb der
Zelle in multivesikularen Korpern als intraluminale Vesikel entstehen (Abels et al. 2016).
Diese bilden sich wiederrum durch ein ins Zellinnere gerichtetes Abschniiren der
endosomalen Membran. Entscheidend ist dabei der hohe Gehalt an Tetraspanin in der
Membran sowie das Zusammenspiel verschiedener endosomal sorting complexes
required for transport proteins (ESCRT-Proteine) (Pols et al. 2009/ Henne et al. 2011).
Zur Freisetzung der Exosomen kommt es durch Fusion der multivesikuldren Koérper mit
der Zellmembran (Exozytose). An diesem Prozess sind diverse rab-GTPasen sowie
soluble N-ethylmaleimide-sensitive-factor attachment receptor proteins (SNARE-
Proteine) beteiligt (Hsu et al. 2010/ Fader et al. 2009).

Abb. 1 gibt einen Uberblick tiber die unterschiedlichen Formen der EV.

Golgi Golgi

multivesikularer

Endosom Korper
Mikrovesikel apoptotische Korper Exosomen
100-2000 nm 1-4 um 40-100 nm

Abb. 1: Extrazellulare Vesikel: Mikrovesikel, apoptotische Korper, Exosomen. Modifiziert
nach Turturici et al. 2014. Die Genehmigung zur Nutzung der Abbildung wurde freundlicher-
weise von F. Geraci erteilt. Die schematische Darstellung zeigt die Bildung aller extrazellularen
Vesikel. Mikrovesikel entstehen durch die Ausstilpung der Zellmembran und eine aktive
Abknospung von der Zelle. Sie tragen auf ihrer Oberflache zellspezifische Proteine und
transportieren zytosolische Proteine und Ribonukleinsduren (Lo Cicero et al. 2015/ Yanez-Mo et
al. 2015). Apoptotische Koérper bilden sich im Rahmen des programmierten Zelltodes. Sie
enthalten neben zytoplasmatischen Proteinen, DNA und RNA auch Zellorganellen (Elmore
2007). Exosomen entstehen durch die Abschnirung intraluminaler Vesikel im frihen Endosom.
Aus dem Endosom werden so multivesikulére Korper, die durch Exozytose die beherbergten
Exosomen freigeben (Abels et al. 2016). Exosomen enthalten neben zytosolischen Proteinen auch
exosomale Proteine und miRNA.



1.1.4 Mdaglichkeiten der Unterscheidung extrazellularer Vesikel

1.1.4.1 Unterscheidung extrazellularer Vesikel mittels Durchflusszytometrie

In der Fluoreszenz-Durchflusszytometrie (FACS) lassen sich EV durch ihre GroRe, den
Gehalt an Phosphatidylserin auf der AuRenseite der Membran, die Anwesenheit von DNA
und von spezifischen Markerproteinen gut voneinander abgrenzen (Mause et al. 2010).
Fur den Nachweis und die Charakterisierung von MV werden verschiedene Methoden
angewandt. Hierzu gehoren neben der Durchflusszytometrie der ELISA (Enzyme-linked
Immunosorbent Assay), die funktionelle Koagulationsprobe (functional coagulation
die Konfokal-

Hochleistungsflissigkeits-chromatographie,  die

assay), die Elektronenmikroskopie, die Rasterkraftmikroskopie,

mikroskopie,  die Kapillar-
Elektrophorese sowie die Massenspektrometrie (McVey et al. 2012). Die am haufigsten
angewandte Methode Vesikel ist die
Durchflusszytometrie (Chung et al. 2007/ Jy et al 2004 und 2010/ Owens et al. 2011/ Shet

et al. 2008/ Simal et al. 2008). Tab. 1 fasst die Unterschiede zwischen Exosomen,

zur  Charakterisierung extrazellulérer

Mikrovesikeln und apoptotischen Kdrpern zusammen.

Exosomen Mikrovesikel Apoptotische
Korper
Grole 40-100 nm 100-2000 nm > 1000 nm
Zentrifugation 100.000 x g 10.000-20.000 x g | ca.2.000x g

Herkunft

multivesikulare
Korper der Zelle

Plasmamembran

Zellfragmente

CD63

oder andere
Antigene der
Mutterzelle

Freisetzungs- konstitutiv Zellaktivierung und | Apoptose
stimulus und/oder frihe Apoptose

Zellaktivierung
Annexin V keine stark stark
Bindungskapazitat
Markerprotein Tetraspan-Protein | Integrine, Selektine | Histone

Tab. 1: Unterscheidung extrazellularer Vesikel nach Mause et al. 2010 und Cvjetkovic et al.

2014




Einleitung

1.1.4.2 Unterscheidung extrazellularer Vesikel mittels Elektronenmikroskopie

Die Elektronenmikroskopie stellt eine der wichtigsten Methoden zum Nachweis und zur
Unterscheidung von EV dar. Neben der typischen Grof3e und Form der jeweiligen Vesikel
(siehe Tab. 1) kann auch die Struktur der EV beurteilt werden. So beinhalten apoptotische
Korper Zellorganellen, wéahrend MV und Exosomen keine Organellen in sich tragen. Des
Weiteren konnen mit Hilfe von Immungoldféarbungen typische Oberflachenmarker
nachgewiesen werden (Mause und Weber 2010). Dadurch gilt die Elektronenmikroskopie
als Gold-Standard des Nachweises von EV (van der Pol et al. 2014).

Abb. 2: Transmissionselektronenmikroskopie von EV. Das Bild wurde aus dem Artikel von
Osteikoetxea et al. 2015 entnommen und darf freundlicherweise mit der Genehmigung von ,, The
Royal Society of Chemistry* genutzt werden. Der Orginalartikel kann unter folgendem Link
gefunden werden: https://pubs.rsc.org/no/content/articlelanding/2015/0b/c50b01451d. Die EV
wurden aus dem Uberstand von Monozyten (THP-1) gewonnen. Dafiir wurden die Zellen fiir 24 h
in Serum-freien Medium kultiviert und anschlieBend wurde der zellfreie Uberstand bei
100.000 x g fir 60 min zentrifugiert. Die EV wurden mit Paraformaldehyd und Osmium-
Tetraoxid fixiert. Auf dem Bild sind alle EV repréasentiert. APO: apoptotische Korper, MV:
Mikrovesikel, EXO: Exosomen.


https://pubs.rsc.org/no/content/articlelanding/2015/ob/c5ob01451d

1.2 Mikrovesikel

1.2.1 Aufbau der Mikrovesikel

Entdeckt wurden MV 1967 von Peter Wolf. Er beschrieb sie als ,,Nebel um aktivierte
Thrombozyten“ und beobachtete eine prokoagulatorische Wirkung (Wolf 1967). MV
prasentieren auf ihrer Oberflache ein breites Spektrum an Rezeptoren (z.B.
Chemokinrezeptoren oder Glykoprotein IIb/Illa) und Adhé&sionsmolekilen (z.B.
Integrine) und beinhalten Zytokine, MRNA, mircoRNA und viele weitere Proteine, die
sich normalerweise im Zellinneren befinden (Camaioni et al. 2011/ Mack et al. 2000/
Salanova et al. 2007). Alle Bestandteile eines MV konnen nach Abknospung von der
Mutterzelle mit anderen Zellen des Korpers interagieren und so Informationen von einer
Zelle zur anderen weitergeben. Der Aufbau der MV ist abhdngig vom Stimulus und der
Mikroumgebung. Demnach ist es méglich, dass MV aus ein und derselben Zelle sich in

ihrer Zusammensetzung unterscheiden (Beyer et al. 2010).

Rezeptoren

Adhisions-
molekiile

Zytokine
RNAs

(

zytoplasmatische
Proteine

M

PS

Abb. 3: Aufbau eines MV. MV sind von einer Phospholipid-Doppelschicht umgeben und
enthalten eine Vielzahl zytosolischer Proteine, bioaktive Lipide und Ribonukleinsduren. In ihrer
Membran tragen sie zelltypspezifische Rezeptoren, Adh&sionsmolekdile, Transmem-branproteine
und viele andere Membranrezeptoren, die durch Fusion auf eine andere Zelle (ibertragen werden
kénnen. An ihrer Aullenseite présentieren MV Phophatidylserin (PS), was neben GrdRe und
Granularitét als Marker fir MV in der FACS-Analyse genutzt wird (Wu et al. 2013/ Garcia et al.
2005).



1.2.2 Entstehung von Mikrovesikeln

1.2.2.1 Der Stimulus

Obwohl MV sowohl im Plasma von Patienten als auch gesunder Personen zu finden sind,
unterscheiden sie sich in Konzentration und Zusammensetzung verschiedener Sub-
populationen bei Erkrankungen wie z.B. Atherosklerose, malignen Entartungen oder
Infektionen (Morel et al. 2011).

Die Entstehung von MV wird durch verschiedene Stimuli initiiert. Auf der einen Seite
kann sie im Rahmen einer Zellaktivierung als Reaktion auf proinflammatorische oder
proapoptotische Mediatoren sowie auf Scherstress oder Hypoxie getriggert werden
(Horstmann et al. 1999). Auf der anderen Seite werden MV auch ohne duf3ere Reize
wahrend der Zelldifferenzierung und -alterung sowie bei Apoptose frei. Unterschieden
werden physiologische (z.B. korperliche Arbeit), pathologische (z.B. Viren und
Bakterien) und experimentelle Stimuli (z.B. Phorbolester) (Maus et al. 2010).

1.2.2.2 Das Abschniiren

Der Mechanismus der Mikrovesikelknospung als Reaktion der Zelle auf &uliere Reize
unterliegt initial einer intrazelluldren Kalziumerhohung. Hierdurch werden die
Phospholipid-Translokasen ,,Floppase* und ,,Scramblase aktiviert und eine spezielle
Flippase - die Aminophospholipid-Translokase - inhibiert (Burnier et al. 2009/ Beyer et
al. 2010). Dadurch kommt es zur Reorganisierung der Phospholipid-Asymmetrie der
Membran, die mit einer Translokation des PS von innen nach auf3en einhergeht (Mause
et al. 2010/ Lhermusier et al. 2011). Das PS kann nun zur Identifizierung von MV mittels
Durchflusszytometrie genutzt werden, indem es fluoreszenz-markiertes Annexin V in
Kalzium-abhé&ngiger Weise bindet (Shet 2008).

Des Weiteren ist fur die Knospung der Vesikel das Trennen der Membranproteine vom
Zytoskelett essentiell. Diese Aufgabe ibernenmen die kalziumsensitiven proteolytischen
Enzyme Calpain und Gelsolin (Daleke et al. 2003/ Burnier et al. 2009/ Beyer et al 2010).
Es gibt Hinweise, dass Lipid-Rafts an der Trennung der MV von der Membran beteiligt
sind und daher MV h&ufig an Stellen mit Lipid-Rafts ausknospen (Davizon et al. 2010).



1.2.3 Transfer von Ribonukleinsduren

Neben Proteinen und bioaktiven Lipiden enthalten MV auch verschiedene Typen von
Ribonukleinsduren (RNA) (Skog et al. 2008/ Kyoung et al. 2017). Die genaue
Zusammensetzung des Vesikelinhalts ist dabei abhangig von der Zelle, dem Stimulus und
der Umgebung (Nolte-'t Hoen et al. 2012/ Kim et al. 2017). Die Umhillung des
Vesikelinhalts durch die Phopholipidmembran gewahrleistet einen Schutz vor Proteasen,
Nukleasen, Veranderungen des pH-Wertes und anderen duf3eren Einflissen (Mause et al.
2010).

Die in MV enthaltene RNA ist durch eine groRe Diversitdt gekennzeichnet, sodass
folgende RNA-Entitaten in extrazelluldren Vesikeln gefunden werden kdnnen:

e Messenger RNA (MRNA)

e microRNA (miRNA)

¢ ribosomale RNA (rRNA)

¢ lange nicht-kodierende RNA (IncRNA)

o zirkulare RNA (circRNA)

o kleine nukleoldre RNA (small nucleolar RNA = snoRNA)
o kleine nuklare RNA (small nuclear = snRNA)

e Transfer-RNA (tRNA)

MV spielen eine besondere Rolle im Rahmen der interzellularen Kommunikation, da sie
durch Molekdltransport interzelluldr Informationen transferieren, die den Phanotyp
anderer Zellen verandern (Ratajczak et al. 2016). So konnte beobachtet werden, dass von
verletztem Lungen-, Herz-, Leber- und Hirngewebe freigesetzte MV von
Knochenmarkszellen aufgenommen werden und dort zur Expression gewebespezifischer
MRNA fihren (Jang et al. 2004/ Renzulli et al. 2010). Ursdchlich fur diese
Verénderungen ist der Transfer von mRNA, miRNA und Transkriptionsfaktoren durch
MYV (Aliotta et al. 2010). Auch MV von Tumorzellen, wie z.B. Glioblastomen, enthalten
MRNA. So kann die von MV transferierte mRNA in Empféangerzellen translatiert werden

und damit die Veranderung des Phanotyps der Zielzelle induzieren (Skog et al. 2008).



Dieser Kommunikationsweg hat nicht nur positive Auswirkungen, er kann auch in
pathologische Prozesse involviert sein. Abb. 4 zeigt Beispiele fur die vielféltigen

Wirkungen von MV,

Immunantwort Pathogenitdt von Viren

Schnelle Rekrutierung Rezeptortransfer, Schutz

von Immunzellen

vor dem Immunsystem

Malignome
Wachstum, Invasion,

Stammzellplastizitit

Phanotypische

Verdnderungen Metastasierung

Neurodegeneration

Nervensystem

N Intrazerebrale Aushreitung
Erndhrung des Axons,

neurodegenerativer

Meuroprotektion
P Erkrankungen

Abb. 4: Beispiele fur die vielfaltigen Wirkungen von Mikrovesikeln durch RNA-Transfer.
Angelehnt an Lee et al. 2012. MV werden von nahezu jeder Zelle gebildet. Dabei kann die
Ubertragung genetischer Information Teil positiver (grine Pfeile) oder negativer (rote Pfeile)
Prozesse sein (Ratajczak et al. 2016/ Jang et al. 2004/ Renzulli et al. 2010/ Skog et al. 2008).

1.3 Entziindung

1.3.1 Definition

Eine Entziindung ist eine Reaktion des Korpers auf schadigende Reize. Dabei kann es
sich um Pathogene (Viren, Bakterien, Parasiten), chemische oder physikalische Noxen
sowie um einen nekrotischen Zelluntergang handeln. Durch die Aktivierung des
Immunsystems versucht der Korper den ausldsenden Reiz zu eliminieren und den
Heilungsprozess einzuleiten (Majno et al. 2004). Ein Wechselspiel von Zellen und
Entziindungsmediatoren flhrt zum Auftreten der flinf klassischen Zeichen einer
Entziindung: Wérme (Calor) und Ro6tung (Rubor) durch Vasodilatation, Schwellung
(Tumor) durch Erhéhung der GeféBpermeabilitdt, Schmerzen (Dolor) durch einen

erhohten  Gewebedruck  und  Sensibilisierung ~ von  Nozizeptoren  und



Funktionseinschrankungen (Functio laesa). Wechselwirkungen zwischen Leukozyten
und dem Gefalendothel sorgen im Rahmen einer Entzliindungsreaktion fir die
Auswanderung (Diapedese) von Immunzellen aus dem Gefal} in das Gewebe. Kann der
Korper eine lokale Entziindung nicht begrenzen, kommt es zur Aktivierung des gesamten
Immunsystems und damit zu einer systemischen Entzlindungsreaktion (Speckmann et al.
2008).

1.3.2 Hypoxie und Entziindung

Der Korper muss sich an hypoxische Bedingungen anpassen, um den Schaden durch den
Entzug des essentiellen Substrats Sauerstoff (O2) einzugrenzen. Hierbei sind die Hypoxie
und die Entzindung sowohl auf molekularer als auch auf zellularer Ebene ineinander
verflochtene Prozesse (Eltzschig et al. 2001).

Oz ist fur das Leben ein essentielles Molekiil. Entsteht ein Mangel an O, sprechen wir
von Hypoxie. In vivo entsteht sie dort, wo Verdnderungen der Perfusion zu einem
signifikanten Abfall des Sauerstoffpartialdrucks im Gewebe flihren. Funktionell gesehen
gibt es nur da einen Mangel, wo das O»-Angebot den Bedarf nicht mehr decken kann
(Nizet et al. 2009). In gesunden Geweben herrscht ein Sauerstoffpartialdruck von 20-70
mmHg (2,5-9 % O), wobei die Schwankungen durch die unterschiedlichen Abstande zur
nachsten Sauerstoffquelle - dem BlutgefaR - zu erkléren sind. In nekrotischem Gewebe
hingegen ist der Sauerstoffspiegel deutlich erniedrigt (< 2,5 %), sodass eine addquate
Antwort des Korpers auf die hypoxischen Konditionen fir den Erhalt der
Gewebshomdostase sowie das zellulare Uberleben notwendig ist (Bosco et al. 2011).
Bei der Hypoxie-induzierten Inflammation, wie sie z.B. bei der Hohenkrankheit auftritt,
kommt es aufgrund des Sauerstoffmangels zum erhohten Serumspiegel an den
proinflammatorischen Proteinen IL-6, IL-6-Rezeptor und C-reaktives Protein (Grocott et
al. 2009). AuBerdem konnen nach einer kurzen hypoxischen Phase eine Erhéhung der
vaskuléren Permeabilitdt sowie eine Akkumulation proinflammatorischer Zellen
beobachtet werden (Rosenberg et al. 2009/ Eckle et al. 2008).



Auf der anderen Seite kann auch eine entzindliche L&sion zur Gewebshypoxie fihren.
Dabei beeinflusst die Hypoxie aktiv die Umgebung des entziindlichen Gewebes, u.a.

durch die Aktivierung Hypoxie-regulierter Gene (Eltzschig et al. 2001).

1.3.3 Rolle der Mikrovesikel in der Entziindung

Patienten, die unter einer Entziindung leiden, weisen in fast allen Korperflssigkeiten
erhohte Konzentrationen verschiedener MV auf. Daraus lasst sich schlieRen, dass MV als
Biomarker fir eine Reihe von entziundlichen Krankheiten wie z.B. Atherosklerose,
Diabetes mellitus Typ 2, Lupus erythematodes, Morbus Crohn oder rheumatoider
Arthritis dienen kdnnen (Amabile et al. 2010/ Chironi et al. 2009/ Simak 2011/ Pirro et
al. 2008). Da MV Charakteristika der Mutterzelle auf ihrer Oberflache tragen, kdnnen sie
identifiziert werden und Hinweise auf v.a. kardiometabolische Erkrankungen geben
(Chen et al. 2018). Auch infektitse Erkrankungen, wie z.B. Malaria, kénnen von erhéhten
MV-Spiegeln begleitet sein (Owens et al. 2011/ Ghosh et al. 2008).

1.3.4 Rolle der extrazellularen RNA (eRNA) in der Entziindung

Bereits um die Jahrtausendwende konnte gezeigt werden, dass unter pathologischen
Bedingungen der eRNA-Gehalt im Blut erhoht ist und der eRNA-Nachweis im Blut u.a.
eine neue Mdoglichkeit der Tumordiagnose darstellt (Kopreski et al. 1999). Unsere
Arbeitsgruppe konnte beweisen, dass kdrpereigene eRNA, die im Rahmen einer Gewebe-
oder GefaRlasion freigesetzt wird, als entzlindlicher Mediator wirkt. Hierbei handelt es
sich um ribosomale RNA, die extrazellular andere Zellen des Immunsystems alarmiert.
Dabei fuhrt z.B. die Interaktion mit Monozyten/Makrophagen zur Freisetzung von TNFa
aus seiner membranverankerten VVorform (Fischer et al. 2013). Des Weiteren wirkt eERNA
prothrombotisch und erhoht die endotheliale GefaRpermeabilitat (Kannemeier et al. 2007/
Fischer et al. 2007 und 2014). Neben der direkten Gewebel&sion ist auch Hypoxie ein

potenter Stimulus zur Freisetzung der eRNA.
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Abb. 5: Einfluss extrazellularer RNA (eRNA) auf vaskuldare Homoostase und
kardiovaskuldare Pathologien. Modifiziert nach Zernecke und Preissner 2016. Die
Genehmigung zur Verwendung und Modifizierung der Abbildung wurde freundlicherweise von
K.T. Preissner erteilt. In Stresssituationen, wie z.B. Hypoxie, Verletzung oder Entziindung kommt
es zur Freisetzung von RNA. Wirkungen von eRNA: (1) Gefalipermeabilitatserhohung: eRNA
wirkt als Kofaktor/Korezeptor von VEGF und als Induktor der Vaskulo- und Angiogenese. (2)
Koagulation und Thrombusbildung. (3) Leukozytenrekrutierung: eRNA erhoht die Expression
bestimmter Adhasionsmolekiile. (4) M1-Polarisation von Makrophagen und erhghte Expression
von Zytokinen wie Tumornekrose Faktor o (TNF-a), Interleukin-6 (IL-6), Interleukin-12 (IL-12),
induzierbarer NO-Synthase (iNOS). eRNA sorgt (ber die Aktivierung des TNF-a
konvertierenden Enzyms (TACE) fir eine Freisetzung des aktiven TNF-a. (5) Im Rahmen des
Ischamie-Reperfusions-Schadens bewirkt eRNA einen vermehrten kardiomyozytéren Zelltod.

1.4 Die Mastzelle

1.4.1 Die Mastzelle als Bestandteil des angeborenen Immunsystems

Unser Korper ist taglich pathogenen Keimen und gewebeschadigenden Substanzen
ausgesetzt. Um sich zu wehren und zu regenerieren, verfugt der Mensch Gber multiple
Abwehrmechanismen, die in ein angeborenes und ein adaptives Immunsystem unterteilt
werden. Wahrend die unspezifische angeborene Immunantwort in der Keimbahn-DNA
verankert ist und kurzzeitig ablaufen kann, bedarf das adaptive Immunsystem eines Gen-
Rearrangements, um sich mit B- und T-Lymphozyten sowie Antikérpern spezifisch

gegen Antigene richten zu kdnnen (Janeway et al. 1998).
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Das angeborene Immunsystem besteht aus Iloslichen Faktoren wie z.B. dem
Komplementsystem, Zytokinen, Akute-Phase-Proteinen, Lysozymen sowie einer
zellularen Abwehrlinie, zu der Granulozyten, Makrophagen, dendritische Zellen,
Naturliche Killerzellen und Mastzellen gehéren (Janeway et al. 1998).

Die Immunantwort des adaptiven Systems entwickelt sich langsamer, ist daftr aber
gekennzeichnet durch Antigenspezifitdt und Gedéchtnisbildung. Zum adaptiven
Immunsystem gehdren Antikorper, B-Zellen sowie CD4" und CD8* T-Lymphozyten
(Dranoff 2004).

Mastzellen sind perivaskulare Zellen, die im Falle einer Pathogeninvasion oder bei
Gewebeschadigung als eine der ersten Alarm-Zellen des Immunsystems fungieren
(Cardamone et al. 2016). Mit ihrer Vielzahl an Oberflachenrezeptoren reagieren sie auf
pathogen-associated molecular patterns = PAMPs (z.B. LPS) und damage-associated
molecular patterns = DAMPs (z.B. Nukleinsauren) mit der Freisetzung immun-
modulierender und antibakterieller Proteine (Metcalfe et al. 1997). Mastzellen
sezernieren Cathelicidine sowie diverse Proteasen (z.B. Tryptase) und wirken somit
direkt antimikrobiell (Di Nardo et al. 2003/ Galli et al. 2015). Die von Mastzellen
freigesetzten Mediatoren Histamin, Prostaglandin und Bradykinin fihren zu einer
Vasodilatation mit Erhéhung der GefaBpermeabilitat und konsekutiver Odembildung.
Zudem wirken Chemokine und Leukotriene chemotaktisch auf Leukozyten und
stimulieren ihre Marginalisation sowie das Rollen der Leukozyten auf den Endothelzellen
und unterstiitzen damit ihre Extravasation (Metz und Maurer 2007). Des Weiteren
induzieren Mastzellmediatoren die Freisetzung lysosomaler Enzyme aus den nun
gewebesténdigen Leukozyten sowie die Bildung von Sauerstoffradikalen (St John und
Abraham 2013). Durch Expression co-stimulatorischer Oberflachenproteine (z.B.
CD40L oder CD86) wirken Mastzellen auch regulatorisch auf die Immunantwort von B-
und T-Zellen (Gri et al. 2012).

Die Funktion der Mastzelle im Immunsystem spielt jedoch nicht nur eine Rolle bei der
Immunabwehr. Unsere Arbeitsgruppe konnte in Zusammenarbeit mit Chilo et al. (2016)
zeigen, dass Mastzellen durch die Rekrutierung und Modulierung der Funktion von
Leukozyten maRgeblich an der Arteriogenese beteiligt sind. Durch ihre
immunmodulierende Funktion unterstitzen Mastzellen den Korper somit bei der

Ausbildung nattrlicher Bypésse.
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1.4.2 Charakteristika der Mastzelle

Mastzellen gehoren zur Gruppe der Leukozyten und teilen mit den basophilen
Granulozyten eine gemeinsame Vorlduferzelle. Ihre unreife Form zirkuliert im Blut und
differenziert sich nach der Migration ins vaskularisierte Gewebe mit Hilfe von
verschiedenen Zytokinen, wie z.B. dem Stammzellfaktor (SCF) zur adulten Mastzelle
(Urb et al. 2012).

Mastzellen unterscheiden sich von anderen ausgereiften Blutzellen durch die Expression
des SCF-Rezeptors, einer Rezeptor-Tyrosinkinase, die auch c-kit oder CD117 genannt
wird. Dieser Rezeptor wird physiologischerweise in hadmatopoetischen Stammzellen
exprimiert und ist nach der Zellausreifung nur noch auf Mastzellen zu finden (Escribano
et al. 1998). Mastzellen beinhalten zahlreiche zytoplasmatische Granula, die Proteasen,
lysosomale Enzyme und verschiedene Zytokine enthalten (Theoharides et al. 2017). Bei
den bekannten Botenstoffen handelt es sich u.a. um positiv geladene Amine, wie z.B.
Histamin und Serotonin sowie die Proteasen Tryptase, Chymase und Carboxypeptidase
(Pejler et al. 2007). Sie liegen gebunden an Glykosaminoglykane dicht gepackt in den
Granula vor. Neben den Granula—assoziierten Mediatoren, die praformiert gespeichert
sind, gibt es zum einen de-novo synthetisierte Lipidmediatoren (Prostaglandin D2 und
Leukotriene) sowie ebenfalls de-novo synthetisierte Zytokine wie Interleukin 1 und 6,
Tumornekrosefaktor o (TNFa) und Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)
(Prussin et al. 2003, Grutzkau et al. 1998, Galli 1993, Barrett 1992).

Im Rahmen einer Allergie erfolgt die Aktivierung der Mastzelle durch die Bindung eines
allergenspezifischen Immunglobulins E (IgE) an den membranstandigen IgE-Rezeptor
(Fce-Rezeptor). Weitere Rezeptoren, deren Aktivierung zur Degranulation der Mast-zelle
fihren, sind Toll-like-Rezeptoren (TLR), G-Protein-gekoppelte Rezeptoren und
Komplementrezeptoren. Die Aktivierung all dieser Rezeptoren verursacht einen Anstieg
der intrazelluldren Kalziumkonzentration und eine Aktivierung der Proteinkinase C
(PKC) (Gilfillan et al. 2006).

Obwohl Mastzellen v.a. wegen ihrer Rolle bei der allergischen Reaktion und ihrer
antiparasitaren Funktion bekannt sind (Galli et al. 2010), stellen sie mehr als nur eine
»Allergiezelle“ dar. Dies erklart, weshalb den Mastzellen bei bestimmten

Krankheitsbildern eine wichtige Rolle zugesprochen wird (Theoharides et al. 2012).
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Sie befinden sich h&ufig in der Haut, den Atemwegen und dem Gastrointestinaltrakt und
sind dort Teil der ersten Abwehrlinie gegen pathogene Keime. Abb. 6 gibt einen
Uberblick tiber Krankheiten, bei denen Mastzellen eine wichtige pathogenetische Rolle

spielen.

Asthma

Interstitielle
Zystitis

Atopische

bronchiale

MNieren-
Erkrankungen

Dermatitis

Abb. 6: Die Rolle der Mastzelle in entziindlichen Erkrankungen. Angelehnt an Theoharides
et al. 2012. Die Abbildung zeigt die Beteiligung der Mastzelle an diversen entziindlichen
Erkrankungen, wie z.B. Asthma bronchiale, chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen sowie
kardiovaskulare Erkrankungen (Theoharides und Cochrane 2004/ Wooley 2003/ Ozdamar 1996/
DeBruin 2015). KHK = koronare Herzkrankheit, MS = multiple Sklerose, CED = chronisch-
entzlindliche Darmerkrankung.

1.4.2.1 Das Sekretom der Mastzelle

Die Aktivierung der Mastzelle erfolgt tber verschiedene Stimuli. Dazu gehoren
Allergene (Quervernetzung von an FCeRI gebundenem IgE), Pathogene (Erkennung
durch Pattern Recognition Rezeptoren (PRRs)) und Bindung von Kalziumkanal-
Liganden (Rivera et al. 2008/ Vukman et al. 2017).

Fir die Freisetzung unterschiedlicher Botenstoffe bedient sich die Mastzelle
unterschiedlicher Mechanismen (= Sekretom der Mastzelle) (Vukman et al. 2017). Am
bekanntesten ist hierbei die Degranulation, bei der praformierte Molekdle wie Histamin,
Heparin und pB-Hexosaminidase freigesetzt werden (Hogan et al. 1997). Die Exozytose

der Granula bedarf einer Erhéhung des intrazellulédren Kalziumspiegels, der Aktivierung
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von Proteinkinase C (PKC), der Hydrolyse von Adenosintriphosphat und
Guanosintriphosphat sowie der Reorganisation des Zytoskeletts (Wernersson et al. 2014).
Alternativ zur Freisetzung aller Granula, kann die Mastzelle selektiv Granula freisetzen,
indem sich kleine Vesikel von grofieren Granulaformationen separieren. Dieser Vorgang
wird als ,, piecemeal degranulation” (PMD) - also eine stiickchenweise Degranulation -
bezeichnet (Dvorak et al. 1991). Des Weiteren sind Mastzellen in der Lage durch de novo
Synthese und Exozytose von Mediatoren direkt und spezifisch auf auflere Stimuli zu
reagieren (Wernersson et al. 2014). Ein weiterer Mechanismus der interzelluléren
Kommunikation besteht in der Granula-unabhdngigen Vesikelfreisetzung in Form von
Exosomen, Mikrovesikel und Apoptosekdrpern (Kowal et al. 2016).

1.4.2.2 RNA als Sekretionsmolekil der Mastzelle

Mithilfe von elektronenmikroskopischen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass in
humanen Mastzellen sowohl Granula als auch zytoplasmatische Organellen, wie z.B.
Adiposome (lipid bodies), mit Ribosomen und RNA raumlich assoziiert sind (Dvorak et
al. 2000 und 2003).
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Abb. 7: Freisetzung ribosomaler RNA aus stimulierten Mastzellen. Die Uberstiande aus
stimulierten Mastzellen wurden auf ihren eRNA-Gehalt Uberprift. Hierflir wurden humane
Mastzellen (HMC-1.2.) fur jeweils eine Stunde mit lonomycin (1,5 uM), den
Komplementfaktoren C3a (250 ng/ml) und C5a (100 ng/ml), Poly(l:C) (5 pg/ml) und LPS
(1 pg/ml) stimuliert. Danach wurden die Uberstinde bei 21.000 x g zentrifugiert und der RNA-
Gehalt der MV dem RNA-Gehalt des MV-freien Uberstandes gegentiiber gestellt. Es zeigt sich,
dass der grofite Anteil der eRNA MV-assoziiert ist. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte +
Standardabweichung, n > 3 (nach Elsemiiller, Tomalla et al., 2019).
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Zu den potenten Induktoren der Mastzelldegranulation gehoren u.a. Hypoxie, lonomycin
und die Komplementfaktoren C3a und C5a. Unsere Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass
diese Stimulantien, neben der Degranulation der Mastzelle, auch die Freisetzung von
eRNA induzieren. Abb. 7 zeigt, dass die freigesetzte RNA vor allem MV-assoziiert ist
(Elsemuller, Tomalla et al. 2019). Diese Beobachtung war der Ausgangspunkt fiir die
vorliegende Arbeit.
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1.5 Ziele dieser Doktorarbeit

Hypoxie, lonomycin und die Komplementfaktoren C3a und C5a sind potente Induktoren
der Mastzell-Degranulation. Diese Stimulantien induzieren neben der Freisetzung von
Inhaltsstoffen der Granula auch die Freisetzung von eRNA. Um die Assoziation zwischen
MV und eRNA genauer zu erforschen, stellten sich folgende zentrale Fragen fiir diese
Arbeit:

1. Welche Stimulantien induzieren die MV-Bildung?
a. Hypoxie?
b. Bekannte Induktoren der Degranulation?
2. Wie hangen Degranulation und MV-Bildung zusammen?
a. Sind Stimuli der Mastzell-Degranulation auch Induktoren der MV-
Bildung?
b. Ist die MV-Bildung - wie auch die Mastzelldegranulation - Kalzium-
abhangig?
c. Konnen Degranulations-Hemmer auch die MV-Bildung inhibieren?
3. eRNA und RNA-assoziierte Proteine in MV
a. IsteRNA den MV aullen angelagert oder ist sie intravesikuldr zu finden?
b. Konnen neben RNA auch RNA-assoziierte Proteine wie das ribosomale
Protein L11, RNasen oder RNase-Inhibitoren gefunden werden?
4. Gibt es eine Methode, mit der die MV-assoziierte eRNA degradiert wird, ohne die
Integritét der Vesikel zu zerstoren?

Fur die Versuche wurde die humane Mastzelllinie HMC-1.2. in der Zellkultur verwendet.
Zur Charakterisierung der Mastzellen und der aus ihrem Uberstand gewonnen MV
wurden vorrangig die  Durchflusszytometrie und die Elektronen- sowie
Immunfluoreszenz-Mikroskopie verwendet. Mittels Western Blot Analysen gelang der
Nachweis einer RNase und eines RNase-Inhibitors in der Zelle, den MV und im

Uberstand stimulierter Mastzellen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Reagenzien

10x Roti®-Block

Roth, Karlsruhe (Deutschland)

Aceton > 99,7%

Roth, Karlsruhe (Deutschland)

Agarose NEEO Ultra-Qualitét,
Roti®garose fiir die DNA/RNA-

Elektrophorese

Roth, Karlsruhe (Deutschland)

Ammoniumpersulfat (APS)

Roth, Karlsruhe (Deutschland)

Bromphenolblau

Roth, Karlsruhe (Deutschland)

Bovines Albumin (BSA)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen (Deutschland)

acetyliertes BSA (10%)

Aurion, Wageningen (Niederlande)

di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat

Roth, Karlsruhe (Deutschland)

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA),
> 99%

Roth, Karlsruhe (Deutschland)

Essigsdure 100%

Roth, Karlsruhe (Deutschland)

Ethanol > 99,5% Roth, Karlsruhe (Deutschland)
Glycerin Roth, Karlsruhe (Deutschland)
Kaliumchlorid Roth, Karlsruhe (Deutschland)

Kaliumhydrogenphosphat

Roth, Karlsruhe (Deutschland)

Lipopolysaccharid (LPS)

Sigma Aldrich, Taufkirchen (Deutschland)

Methanol

Roth, Karlsruhe (Deutschland)

Milchpulver

Sigma Aldrich, Taufkirchen (Deutschland)

MPC Protein-Fallungsreagenz

Epicentre, Madison, Wisconsin (USA)

Natriumchlorid

Roth, Karlsruhe (Deutschland)

Paraformaldehyd

Roth, Karlsruhe (Deutschland)

Penicillin/Streptomycin (P/S)

Thermo Fisher Scientific (Gibco),
Waltham, Massachusetts (USA)

Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen (Deutschland)

Proteinase K

PEQLAB, Erlangen (Deutschland)
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RiboLock RNase-Inhibitor (40U/ul,
2500UV)

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts (USA)

RNA Lysepuffer T (aus peqGOLD RNA
Kit)

PEQLAB, Erlangen (Deutschland)

RNase A (10mg/ml)

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts (USA)

Salzsdure 1N, 2N

Roth, Karlsruhe (Deutschland)

Schwefelsdure > 95%

Sigma-Aldrich, Taufkirchen (Deutschland)

Natriumlaurylsulfat (SDS) ultra pure

Roth, Karlsruhe (Deutschland)

Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen (Deutschland)

Gewebe- und Zelllyseldsung

Epicentre Madison, Wisconsin (USA)

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
(TRIS)

Roth, Karlsruhe (Deutschland)

Triton X-100

Sigma-Aldrich, Taufkirchen (Deutschland)

-Mercaptoethanol

Sigma Aldrich, Taufkirchen (Deutschland)

4-Nitrophenyl-N-acetyl-R-D-
glucosaminid (pNAG)

Roth, Karlsruhe (Deutschland)

Compound 48/80

Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg
(Deutschland)

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Merck, Darmstadt (Deutschland)

Glycin

Roth, Karlsruhe (Deutschland)

lonomycin,

Calbiochem, Darmstadt (Deutschland)

Annexin V Binding Buffer

BD Pharmingen, Franklin Lakes, New
Jersey (USA)

Hoechst 33342 10 mg/ml

Thermo Fisher Scientific (Invitrogen),
Carlsbad, Kalifornien (USA)

ProLong Gold antifade reagent

Life Technologies, Carlsbad, Kalifornien
(USA)
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2.1.2 Verbrauchsmaterial

6-Well-Zellkulturplatte

Greiner Bio-One, Kremsmiunster,
(Osterreich)

BBL GasPak Dry Anaerobic Indicator
Strips

BD Pharmingen, Franklin Lakes, New
Jersey (USA)

10 ml Luer Solo Spritze

Braun, Melsungen (Deutschland)

Kaniile 0,9 x 70 mm

Terumo, Leuven (Belgien)

Trypan Blue Dye 0,4%

Bio-Rad, Hercules, Kalifornien (USA)

Counting Slides, Dual Chamber for Cell

Counter

Bio-Rad,Hercules, Kalifornien (USA)

Zellkulturplatte 100 x 20 mm

Greiner Bio-One, Kremsminster
(Osterreich)

Zellschaber 16 cm

Sarstedt, Newton North Carolina (USA)

Chamber Slides (8-Well, Permanox-
Slide)

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts (USA)

Deckglaser

Roth, Karlsruhe (Deutschland)

High Capacity cDNA
Reverse Transcription Kits
for 200 and 1000 Reactions

Applied Biosystems, Foster City,
Kalifornien (USA)

96-Well Platten

Greiner Bio-One, Kremsmdinster
(Osterreich)

GoTag® G2 Green Master Mix

Promega, Madison, Wisconsin (USA)

Steriles Wasser

Braun, Melsungen, Deutschland

Pipettenspitzen,
1000 pl

200 pl

10 pl

Greiner Bio-One, Kremsmuinster,
(Osterreich)
Gilson, Middleton, Wisconsin (USA)

Biozym, Hessisch Oldendorf (Deutschland)

Combitips, Combitips Eppendorf
advanced
10 ml,5ml, 2,5ml, 1 ml, 0,5 ml
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Reaktionsgefale, Cellstar Polypropylene
Tubes
15 ml, 50 ml

Greiner Bio-One, Kremsmdinster
(Osterreich)

Sterile Pipette mit Spitze
5 ml, 10 ml, 25 ml, 50 mi

Greiner Bio-One, Kremsmdunster
(Osterreich)

Laborfilm, Parafilm

Roth, Karlsruhe (Deutschland)

MaxiSorp 96-Well-Platten

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts (USA)

Kodak BioMax MR Film

Kodak Rochester, New York (USA)

Deckglaser, 100 Stiick, 24x60 mm

Roth, Karlsruhe (Deutschland)

Zellsieb, 100 pm

Sigma Aldrich, Taufkirchen (Deutschland)

Sterilfilter 0,22 um

2.1.3 Gerdte

Merck Millipore, Burlington, Massachusetts
(USA)

NanoDrop UV-Vis-Spektralphotometer
2000

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts (USA)

Thermocycler T3000 Biometra, Gottingen (Deutschland)
Gel Imager Intas, Gottingen (Deutschland)
Mikrowelle Clatronic, Kempen (Deutschland)

Elektrophoresekammer

PEQLAB, Erlangen (Deutschland)

Zentrifugen
Heraeus Fresco 21 Centrifuge
Heraeus Fresco 17 Centrifuge

Heraeus Labofuge 400R Functionline

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts (USA)

Zellzéhler, TC 10 Automated Cell Counter

Bio-Rad, Hercules, Kalifornien (USA)

Vortexer, Charley 2

Sld-Laborbedarf, Gautingen (Deutschland)

Mikrozentrifuge, MiniStar silverline

VWR, Radnor, Pennsylvania (USA)

Pipetten, Pipetman Classic
P2, P10, P20, P100, P200, P1000

Gilson, Middleton, Wisconsin (USA)
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Wasseraufbereitungssystem, Milli-Q

Merck Millipore, Burlington, Massachusetts
(USA)

Flockeneisbereiter AF 200 Scotsman, Venon Hills, lllinois (USA)

ELISA Plate Reader, EL-808 Ultra BioTek Instruments, Winooski, Vermont

microplate reader (USA)

Gefrierschrank -80°C Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts (USA)

Heizblock, TS1 Thermo Shaker

Biometra, Jena (Deutschland)

Elektrische Pipette

Eppendorf, Hamburg (Deutschland)

COz-Inkubator

Sanyo, Osaka, Japan

Biologische Sicherheitswerkbanke, SAFE
2020

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts (USA)

Qubit 2.0. Fluorometer

Thermo Fisher Scientific (Life
Technologies), Carlsbad, Kalifornien
(USA)

Durchflusszytometer, BD FACSCanto™

BD Pharmingen, Franklin Lakes, New
Jersey (USA)

Ultramikrotom, Reichert Ultracut E

Reichert, heute Leica Microsystems,
Wetzlar (Deutschland)

Transmissionselektronenmikroskop EM
902

Zeiss, Oberkochen (Deutschland)

Slow-Scan 2K CCD Kamera

Trondle TRS, Moorenweis (Deutschland)

Ultraschallgeréat, Sonifier Modell 250

Branson Ultrasonics, St. Louis, Missouri
(USA)
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2.1.4 Kits

Molecular Probes Qubit RNA HS Assay Kit Thermo Fisher Scientific (Life
Technologies), Carlsbad,
Kalifornien (USA)

ECL Prime Western Blotting Detection Reagent | GE Healthcare, Chicago, Illinois

Kit (USA)

PE Annexin V Apoptosis Detection Kit with 7- | BioLegend, San Diego,
AAD Kalifornien (USA)
LR-White embedding Kit Sigma Aldrich, Taufkirchen

(Deutschland)

2.2 Methoden

2.2.1 Zellkulturtechnische Methoden

2.2.1.1 Zelllinien
2.2.1.1.1 Humane Mastzell-Linie 1.2.

Diese humane Mastzelllinie stammt von einem an Mastozytose erkrankten Patienten und
wurde fiir unsere Versuche freundlicherweise von Joseph H. Butterfield (Mayo Clinic &
Mayo Foundation, Rochester USA) zur Verfuigung gestellt (Butterfield et al, 1988). Die
Zellen werden haufig zur Untersuchung von Mastzellen verwendet, da viele
Schlisselfunktionen und Hauptcharakteristika der humanen Mastzelle enthalten sind. So
bilden HMC-1 weiterhin Mastzell-typische Mediatoren wie Histamin, Tryptase oder
Heparin und exprimieren &hnliche Oberflachen-Antigene wie humane Mastzellen
(Nilsson et al. 1994).

Zwei Mutationen in der Rezeptortyrosinkinase KIT sorgen bei der HMC-1-Zelllinie fur
eine kontinuierliche Phosphorylierung und damit fiir eine Aktivierung des Rezeptors.
Rezeptortyrosinkinasen spielen eine wichtige Rolle bei der Proliferation und dem
Uberleben der Mastzellen. Die aktivierende Mutation sorgt nun fir eine

Wachstumsfaktor-unabhéngige Proliferation (Sundstrom et al. 2003).
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Die Kultivierung der HMC-1 erfolgte in Iscove's Modified Dulbecco’s Medium (IMDM)
unter Zusatz von 10% fetalem Kalberserum (FCS), 1% Penicillin/Streptomycin (P/S) und
0,01% Thioglycerol bei einer Zelldichte von 1 - 2 Millionen Zellen/ml bei 37° C, 5% CO-
und 95% Luftfeuchtigkeit.

Kulturmedium

Iscove's Modified Dulbecco’s Medium | Thermo Fisher Scientific (Gibco),
(IMDM) Waltham, Massachusetts (USA)

10% Fetales Kalberserum (FCS) Fetal Bovine Serum HyClone, Thermo
Fisher Scientific (Gibco),

Waltham, Massachusetts (USA)

1% Penicillin-Streptomycin (P/S) Thermo Fisher Scientific (Gibco),
Waltham, Massachusetts (USA)
0,01% Thioglycerol (1,2 mM) BioReagent Sigma, Munchen

(Deutschland)

Je nach Wachstumsgeschwindigkeit wurden die Zellen zwei- bis dreimal pro Woche
gesplittet, indem sie fir 5 Minuten bei 200 x g zentrifugiert und in 37° C warmem
Zellkulturmedium aufgenommen wurden. Die Kultivierung der HMC-1 erfolgte in
Kulturflaschen (75 cm?) bei 37° C, 5% CO2 und 95% relativer Luftfeuchtigkeit. Nach
3 Tagen wurden die Zellen im Verhéltnis 1:10 passagiert.

2.2.1.1.2 THP-1

Diese humane Monozytenzelllinie wurde aus einem Patienten mit akuter
Monozytenleukdmie isoliert (Auwerx 1991). Die Zellen wurden bei 37° C, 5% CO> und
95% relativer Luftfeuchtigkeit in 75cm2 groBen Kulturflaschen kultiviert.
Das Passagieren der Zellen erfolgte nach spatestens drei Tagen im Verhaltnis 1:3, indem
die Zellsuspension bei 200 x g fiir 5 Minuten zentrifugiert und die Zellen in frischem

Medium aufgenommen wurden.
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Kulturmedium RPMI- Vollmedium

Roswell Park Memorial Institute Thermo Fisher Scientific (Gibco),
Medium 1640 + Phenolrot (RPMI) Waltham, Massachusetts (USA)
10% FCS Thermo Fisher Scientific (Gibco),
Waltham, Massachusetts (USA)
1% L-Glutamin Thermo Fisher Scientific (Gibco),
Waltham, Massachusetts (USA)
1% P/S Thermo Fisher Scientific (Gibco),
Waltham, Massachusetts (USA)

Zur Differenzierung der Monozyten zu Makrophagen wurde nach einem
Zentrifugationsschritt (200 x g, 5 min, Raumtemperatur) das entstandene Pellet aus THP-
1-Zellen in frischem RPMI-Vollmedium aufgenommen und auf eine Zelldichte von 1 x
10° Zellen/ml Medium verdiinnt. Als nichstes wurde Phorbol-12-Myristat-13-Acetat
(PMA) hinzugegeben, sodass es in einer Endkonzentration von 5 ng/ml Medium vorlag.
PMA sorgte innerhalb von 48 Stunden fir eine Differenzierung der Monozyten zu
Makrophagen (Chanput et al, 2014). Jeweils 2 ml der Zellsuspension wurden in jedes
Well einer 6-Well-Platte gegeben und bei 37°C, 5% CO2 und 95 % relativer
Luftfeuchtigkeit inkubiert.

2.2.1.2 Einfrieren der Zellen (Kryokonservierung)

Zelllinien konnen durch die Lagerung in flussigem Stickstoff langfristig aufbewahrt
werden. Da es sich dabei jedoch fur die Zellen um einen strapaziésen Vorgang handelt,
ist es wichtig, zum Medium einen Kalteschutz, z.B. Dimethylsulfoxid (DMSO),
hinzuzugeben. DMSO sowie zusétzliches Serum verhindern die schédliche
Kristallbildung im Rahmen der Kryokonservierung. Es wurden zwei Lésungen, die durch

einen 0,22 pm Spritzenvorsatzfilter steril filtriert wurden, zum Einfrieren hergestellt:

Losung A: Kulturmedium mit 20% DMSO, Lésung B: Kulturmedium mit 40% FCS
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500 ul von Losung A wurden in sterile Kryordhrchen uberfuhrt und auf Eis gekunhit.
Danach wurde die einzufrierende Zellsuspension bei 200 x g fur 5 min zentrifugiert und
das erhaltene Zellpellet in 1 ml kalter Losung B resuspendiert. Dann wurden 500 pl der
Zellsuspension in die vorbereiteten Kryorohrchen pipettiert, sodass die Zellsuspension
eine Endkonzentration von 10% DMSO und 20% FCS aufwies. Um ein schonendes
Einfrieren zu gewéhrleisten, wurden die Kryoréhrchen fur mindestens 2 h in einen mit
Isopropanol gefillten Gefrierbehélter bei -80° C gelagert. Anschlielend erfolgte zur

dauerhaften Lagerung die Uberfiihrung der Zellen in einen Fliissigstickstofftank.

2.2.1.3 Auftauen der Zellen

Um eingefrorene Zellen wieder in Kultur zu nehmen, wurde das entsprechende
Kryorohrchen aus dem Flissigstickstofftank entnommen und unter standigem Schdtteln
im Wasserbad bei 37° C aufgetaut. Danach sollte die aufgetaute Zellsuspension schnell
in 10 ml Kulturmedium Gberfiihrt werden, um die toxischen Wirkungen des DMSO zu
minimieren. Nach einer Zentrifugation (200 x g, 5 min) erfolgte die Aufnahme in 10 ml
frischem Kulturmedium sowie die Uberfiihrung in eine Kulturflasche (25 cm?). Die
Zellen inkubierten im Brutschrank bei 37° C, 5% CO, und 95% Luftfeuchtigkeit und
wurden taglich auf Wachstum und Zellviabilitat Gberprift. Sobald eine Zelldichte von 1-

2 Mio/ml erreicht wurde, konnten die Zellen wie beschrieben kultiviert werden.

2.2.1.4 Bestimmung der Zellzahl

Um die Zellzahl und die Vitalitdt der Zellen auf eine schnelle Art und Weise zu
bestimmen, wurden die Zellen trypanisiert. Hierbei wurde ein blauer Farbstoff (Trypan
Blue Dye 0,4%) im Verhéltnis 1:1 zur Zellsuspension gegeben. Die Substanz wird von
lebenden Zellen nicht aufgenommen, wahrend abgestorbene Zellen den Farbstoff
aufgrund der geschadigten Zellmembran aufnehmen. Der automatische Zellzdhler TC10
der Firma BioRad ermittelt innerhalb von 30 s sowohl die Gesamtzellzahl als auch den
Lebendzellanteil. Hierbei wird wie bei einem herkbmmlichen Hamozytometer
vorgegangen. Unter Berlcksichtigung der Verdunnung des Farbstoffes mit der
Zellsuspension, wird die Zellzahl pro Milliliter in einem Z&hlquadrat einer Z&hlkammer
bestimmt. Dies erfolgte anhand folgender Formel:
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Anzahl der Quadrate
> Zellzahl aller Quadrate

Mittelwert der Zellzahl pro Quadrat =

Die Zellkonzentration wurde vom Gerat in Zellzahl pro Milliliter angegeben.
Die Gesamtzellzahl konnte daraufhin wie folgt berechnet werden:
Gesamtzellzahl = Zellzahl pro Milliliter x Volumen der Zellsuspension

Das Ausmal der Zellschadigung konnte durch die Zahlung der trypanisierten Zellen vor
und nach der Stimulation mit Hilfe des automatischen Zellzahlers untersttzt werden. So

konnte nach jeder Stimulation die Toxizitat des Stimulus ermittelt werden.

2.2.1.5 Apoptosetest

Mit Hilfe des PE Annexin V Apoptosis Detection Kits von BioLegend kdnnen die initialen
Prozesse einer Apoptose der Zellen festgehalten werden. Hierbei wird die Translokation
des PS von der Innenseite der Plasmamembran nach auf3en detektiert. 10.000 Zellen pro
Well wurden in einer 96-Well Platte bei 37° C, 5% CO2, 95% Luftfeuchtigkeit inkubiert.
Nach einer Stunde wurden die jeweiligen Stimuli (siehe 2.2.2) hinzugeflgt, dabei betrug
das Endvolumen aus Zellsuspension und Stimulus 100 ul/Well. Als nachstes wurden 10
ul Apopxin™ Green zu 1 ml Probenpuffer gegeben und gut gemischt. 100 ul dieser
Losung wurden nun zu jeder Probe pipettiert. Nach einer einstiindigen Inkubation im
Dunkeln erfolgte die Zentrifugation der Platte bei 200 x g fur zwei Minuten.

Bindet das in der Losung enthaltene Apopxin™ an PS, kann die dabei emittierte
Fluoreszenz im Fluorometer gemessen werden. Der Fluoreszenzfarbstoff hat ein

Absorptionsmaximum von 490 nm und ein Emissionsmaximum von 525 nm.
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2.2.2 Isolierung von Mikrovesikeln

Fur die Stimulation zur Generierung von MV wurden Mastzellen in indikatorfreiem
RPMI-Medium aufgenommen und es folgte eine Verdiinnung der Zellen auf eine Dichte
von 4 x 108 Zellen/ml. Jeweils 4 ml der verdiinnten Zellsuspension wurden in 100 mm x
20 mm grofRe Petrischalen gegeben. Nach einer einstiindigen Ruhephase der Zellen
erfolgte ihre Stimulation. Sollte eine Inhibition der MV-Bildung erreicht werden, fand
vor der Stimulation eine einstiindige Inkubation der Mastzellen mit einer inhibitorischen

Substanz statt.
Stimulation:

e 05,1, 2,3, 8, 24 Stunden Hypoxie (2 % O, 5 % CO3, 37° C)
e lonomycin (1,5 uM, 1 h)
e Aktivierte Komplementfaktoren C3a und C5a
(C3a =250 pg/ml, C5a = 100 pg/ml, jeweils 1 h)
e Polyinosinic:Polycytidylic Saure Poly IC (5 pg/ml, 1 h)
e Lipopolysaccharid (1 pg/ml, 1 h)

Inhibition:

e 1,2-bis(o-aminophenoxy)ethan-N,N,N‘,N*-tetraacidische Sdure = BAPTA
(20 uM, 1 h)

e Wortmanin (10 uM, 1 h)

e Cromolyn (10 pg/ml, 1 h)

Danach wurden die Zellsuspensionen zentrifugiert (2 x 10 min, 300 x g) und der zellfreie
Uberstand, in dem sich u.a. die MV befanden, vorsichtig in ein frisches ReaktionsgefaR
tiberfithrt. Der Uberstand wurde bei 21.000 x g und Raumtemperatur fir 40 min in
Eppendorf-ReaktionsgefaRen zentrifugiert. Bei diesem Vorgang entstand ein Pellet, das
hauptsachlich MV enthielt. Wahrend der Uberstand verworfen wurde, wurden die MV-
Pellets mit Phosphat-gepufferter Kochsalzlosung (PBS, s.S. 32) gewaschen und
anschliefend erneut zentrifugiert (21.000x g, 40 min, Raumtemperatur). Die
entstandenen Pellets wurden nun entweder in PBS resuspendiert oder in einfach-

konzentriertem Annexin V bindenden Puffer geldst.
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2.2.3 FACS-Analyse zur Quantifizierung und Charakterisierung isolierter MV

Die FACS-Analyse (fluorescence-activated cell sorting) ist eine spezielle Form der
Durchflusszytometrie, bei der Fluoreszenz-markierte Zellen oder Partikel analysiert
werden. Hierbei dient die Analyse der Bestimmung der Reinheit und der Menge der

isolierten MV.
2.2.3.1 Farbungen

Die Suspension aus MV und Annexin V bindendem Puffer wurde kurz vor der Messung
mit Annexin V und 7-Aminoactinomycin D (7-AAD) versetzt. Nach einer
Inkubationszeit von 15 min wurden zusatzlich AccuCount Fluorescent Particles
hinzugegeben. Diese dienen bei der Messung als Referenzpartikel. Da ihre Konzentration

bekannt ist, lasst sich mit ihrer Hilfe die Anzahl der MV in der Suspension berechnen.

PE Annexin V 7AAD Spherotech AccuCount
Viability Staining Solution | Fluorescent Particles,
7,3 um
Konzentration: 40 ng/mi Konzentration: 500 ng/ml | ca. 1 Mio Partikel/ml

Mit dem Fluoreszenzfarbstoff Phycoerythrin (PE) gekoppeltes Annexin V bindet an PS,
welches MV an ihrer AulRenseite tragen und ermdglicht so ihre Erkennung durch das
Gerat. 7-AAD ist ein fluoreszierender DNA-Interkalator und erlaubt die Detektion der

spaten Apoptose.
2.2.3.2 Messung

Bei der Messung werden die Partikel/Zellen durch eine Kapillare gesaugt und gelangen
einzeln in die Durchflusszelle. Dort werden sie durch Laserstrahlen unterschiedlicher
Richtung und Wellenldnge bestrahlt und die von den Partikeln ausgehenden Lichtsignale
von Detektoren erfasst. Dabei handelt es sich sowohl um Fluoreszenz- als auch um
Streulichtsignale. Somit kénnen bestimmte Eigenschaften, wie z.B. das VVorhandensein
von PS auf der AuRenseite, sowie Grofle und Granularitat der Vesikel simultan erfasst
werden. Die Lichtstreuung wird in Vorwarts- (FSC = Forward Scatter) und

Seitwaértsstreulicht (SSC = Sideward Scatter) unterteilt. Das Vorwaértsstreulicht ist im
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flachen Winkel (0°-10°) gebeugtes Licht und ist abhangig von der VesikelgroRe, wahrend
das Seitwaértsstreulicht, das im rechten Winkel abgelenktem Licht entspricht, ein Ma
fur die Granularitat und Struktur der Vesikel ist.

Gleichzeitig kann die Messung der Fluoreszenz erfolgen. Das Fluoreszenzlicht entsteht
durch Zellbestandteile selbst oder durch mit einem Fluoreszenzfarbstoff konjugierte
Antikorper. Die Fluoreszenzfarbstoffe besitzen unterschiedliche Absorptions- und
Emissionsspektren, sodass in einer Messung mehrere Signale zeitlich parallel registriert
werden koénnen. Durch Setzen von Grenzen wird der Anteil der Annexin V positiven und

7-AAD-negativen Vesikel gegentiber den anderen Signalen dargestellt.
2.2.3.3 Auswertung

Die so erfassten Streu- und Emissionsspektren werden in elektrische Signale konvertiert
und in Form von Histogrammen gespeichert. Die Auswertung der digitalisierten Daten
erfolgt mit der Diva Software.

2.2.4 RNA-Quantifizierung mittels Fluorometer

Die RNA-Quantifizierung mit Hilfe des Photometers bietet sich vor allem fir geringe
RNA-Mengen an. Hierfur wurde das Master Pure RNA Purification Kit der Firma
Epicentre verwendet. Jeweils 100 ul der Probe wurden als Triplikate in Eppendorf-
Reaktionsgefale gegeben. Als nachstes wurden zu jeder Probe 400 pl einer Zelllyse-
Losung sowie 1 pl Proteinase K geben. Dieser Schritt dient der Lyse der noch in der Probe
vorhanden Zellen und dem enzymatischen Abbau der Proteine wie z.B. RNasen. Danach
wurden die ReaktionsgeféalRe in einem Heizblock (65° C, 500 rpm, 15 min) inkubiert und
anschlieBend fiir 10 min auf Eis gestellt. Die darauf folgende Zugabe von 250 pl MPC-
Proteinfallungslosung erméglichte nach  griindlichem  Vortexen und einem
Zentrifugationsschritt (10.000 x g, 4° C, 10 min) die Entfernung der Proteine aus dem
Uberstand. Danach konnten 600 pl Isopropanol zur Probe pipettiert werden. Nachdem
die Proben 30- bis 40-mal invertiert wurden, erfolgte eine erneute Zentrifugation
(10.000 x g, 4° C, 10 min). Wahrend das Isopropanol vorsichtig weggeschttet wurde,
verblieb im Reaktionsgefal ein Pellet, in dem sich die zu quantifizierende RNA befand.

Es schlossen sich zwei Waschschritte mit 500 pl Ethanol an. Nach der vorsichtigen
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Entfernung des Ethanols musste das Pellet, bevor es in 30 pl destillierten RNase-freien
Wasser aufgenommen wurde, trocknen. VVor der Messung mittels Fluorometer standen
die Proben 20 min auf Eis.

Fur die photometrische Messung der RNA wurde nach dem Qubit® RNA HS Assay Kit
der Firma Thermo Fisher Scientific vorgegangen. Hierfur wurden die Proben in speziell
fur die Messung vorgesehene GefélRe tberfuhrt. AuRerdem wurden zwei weitere Gefalie
fir die RNA-freie Negativ- und die RNA-enthaltende Postivkontrolle (je 10 pl), die der
Kalibrierung des Qubit® Fluorometers dienen, benétigt. Als néchstes wurde das Qubit®
RNA HS Reagenz 1:200 in Qubit® RNA HS Puffer gelost. Das Reagenz fluoresziert erst
nach Bindung an RNA und ist damit sensitiver als die Messung mittels UV-
Spektralphotometer. Daher war es auch nicht notwendig, die in der Probe enthaltene DNA
vor der Messung zu degradieren. Nach einer zweimin(tigen Inkubationszeit konnte die

Fluoreszenz der Probe gemessen werden.

Formel zur Berechnung der RNA-Konzentration:

Messwert [ng] x Verdinnungsfaktor

RNA-Konzentration [ng/ml] = )
Eingesetztes Volumen [ml]

2.2.5 Immunfluoreszenzfarbung

Ziel der Immunfluoreszenzfarbungen ist die Lokalisation eines Proteins innerhalb einer
Zelle bzw. eines Gewebes. Zur Farbung der Mastzellen wurde sowohl die Methode der
direkten als auch indirekten Immunfluoreszenz angewandt.

Wahrend bei der direkten Methode bereits der Erstantikbrper an einen
Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt ist, dienen bei der indirekten Methode Fluoreszenz-
markierte Zweitantikorper der Markierung eines an ein spezifisches Antigen gebundenen
ErstantikOrpers. Des Weiteren wurde die Vybrant Cell-Labeling Lésung CM-Dil, die
durch eine sehr starke lipophile Eigenschaft Phopholipid-Doppelschichten durch

Einlagerung sichtbar machen kann, verwendet.
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2.2.5.1 Farbung von Mastzellen
2.2.5.1.1 Direkte und indirekte Immunfluoreszenz

Nachdem die Mastzellen mit PBS gewaschen wurden, erfolgte eine Verdiunnung der
Zellen mit indikatorfreiem RPMI-Medium auf 2 x 10° Zellen/ml. Nach einer einstiindigen
Ruhephase wurden jeweils 40 pl der Zellsuspension in die Kammern eines 8-Well
Chamber Slides gegeben. Dann wurden jeweils 100 pl einer 4%igen Paraformaldehyd
(PFA)-L6sung auf die Zellen getropfelt und 10 min inkubiert. Es folgte ein Waschschritt
mit PBS, an den sich eine Permeabilisierung der nun fixierten Zellen mit je 100 ul einer
0,1 %igen Triton-LAsung anschloss. Nachdem die Kammern erneut mit PBS gewaschen
wurden, erfolgte der einstiindige Blockierungsvorgang mit 200 ul einer 3%igen Lésung
aus bovinem Serumalbumin (BSA), um unspezifische Bindungsstellen zu sattigen. An
einen weiteren Waschschritt schloss sich die Inkubation mit dem ersten spezifisch gegen
ein Antigen gerichteten Antikorper. Dieser wurde zuvor in 1%iger BSA-LGsung
verdunnt. Nach ca. einer Stunde wurden die Kammern griindlich mit PBS gewaschen.
AnschlieBend erfolgte die 60-mindtige Inkubation mit dem spezifisch gegen den
Priméarantikorper gerichteten Zweitantikorper. Hierbei haben Alexa-488 Farbstoffe ein
Absorptionsmaximum von 495 nm und ein Emissionsmaximum von 519 nm (grun).
Alexa-568 weist ein Absorptionsmaximum von 578 nm und ein Emissionsmaximum von
603 nm (rot). Als Kontrolle dienten unspezifische Immunglobuline G (IgG), die aus der
gleichen Spezies isoliert wurden wie der Primar-Antikorper, um unspezifische

Wechselwirkungen zu detektieren.

4%ige Paraformaldehyd-L&sung 10 x PBS (Phosphat-gepufferte
pH=174 Kochsalzlésung), pH= 7,4
40g Paraformaldehyd 137 mM NaCl
1000ml PBS 2,7 mM KCI
8,2 mM di-Natriumhydrogenphosphat —
Dihydrat

1,8 mM Kaliumdihydrogenphosphat
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Eine direkte Farbung der Membran der Mastzelle erfolgte mit der Vybrant® CM-Dil Cell-

Labeling (CM-Dil) Ldsung von Thermo Fisher Scientific. Der lipophile Farbstoff CM-

Dil lagert sich in Membranen ein und macht sie so sichtbar. 2 ul des Farbstoffs werden

zu einem ml Zellsuspension (10° Zellen/ml) gegeben und fiir 10 min bei 37° C inkubiert.

Es schlie3en sich drei Waschvorgédnge mit PBS an, um den Uberfllssigen Farbstoff zu

entfernen.

Indirekte Immunfluoreszenz

Erstantikorper Verdlnnung | Zweitantikorper Verdlinnung
rRNA 2 ug/mi Alexa Fluor 568 Esel- | 10 pg/ml
(Y10b) Anti-Maus-1gG
Novus Biologicals (H+L)
NB100-662 Life Technologies
Lot C-2 REF A21202

LOT 1423052
Ribosomales Protein L11 2 pg/ml Alexa Fluor 488 Esel- | 10 pug/ml
(N-17) Anti-Ziege-1gG (H+L)
Santa Cruz Life Technologies
SC-25931, Lot #B0614 REF A11055
Goat polyclonal 19G LOT 1369678
Histamin 1:100 Alexa Fluor 488 Esel- | 10 pg/ml
Novusbio Lot 024M4857V Anti-Kaninchen-1gG
Hasenantikorper (H+L)

Life Technologies

REF A21206

LOT 913921
Maus 1gG 2 ug/mi Alexa Fluor 568 Esel- | 10 pug/ml
Sigma Anti-Maus-1gG
15381-1MG (H+L)

Life Technologies

REF A21202

LOT 1423052
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Ziege-lgG 2 ug/ml Alexa Fluor 488 Esel- | 10 pg/ml
Sigma Anti-Ziege IgG (H+L)
15256 Life Technologies

REF A11055

LOT 1369678
Kaninchen 1gG 2 ug/ml Alexa Fluor 488 Esel- | 10 pg/ml
Sigma Anti-Kaninche-I1gG
15006 (H+L)

Life Technologies

REF A21206

LOT 913921

Direkte Immunfluoreszenz

Antikorper Verdunnung

Vybrant® CM-Dil 2 pl/ml Zellsuspension mit 1 x 10° Zellen
Cell-Labeling Solution (enthalt 2 nM CM-Dil)

Invitrogen

Das Einbetten der Proben erfolgte im Eindickmedium Vectashield + DAPI (4',6-
Diamidin-2-Phenylindol), es wurde ein Deckglas aufgelegt und die R&nder mit Nagellack
versiegelt. Das Eindickmedium verhinderte das vorzeitige Ausbleichen der
Fluoreszenzfarbstoffe und ermdglichte die langfristige Lagerung bei 4° C. DAPI dient
der Darstellung der DNA und damit des Zellkerns. Nach Bindung fluoresziert es blau mit

einem Absorptionsmaximum von 358 nm und einem Emmisionsmaximum von 461 nm.

2.2.5.1.2 Fluoreszenzmikroskopische Bildgebung

Die gefarbten Zellen bzw. MV wurden mit dem Leica DMR Fluoreszenzmikroskop
betrachtet und mit der Metamorph Imaging Software (Version 7.0) analysiert. Um die

Fluoreszenzsignale der verschiedenen Farbungen miteinander vergleichen zu kdnnen,
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wurden die gleichen Belichtungszeiten sowie Kontrast- und Helligkeitseinstellungen

verwendet und die Bilder mit GroRenmarkern versehen.

2.2.5.2 Farbung von Mikrovesikeln mit anschlieRender Stimulation

Zunéchst erfolgte die Inkubation der MV mit dem Farbstoff CM-Dil Vybrant® von
Thermo Fisher Scientific (10 min, 37°C). Es schlossen sich drei Waschvorgénge mit PBS
an, um die Uberflissige Menge an Farbstoff zu entfernen. Die gefarbten MV konnten
danach zur Stimulation von Zellen genutzt werden. Nachdem die Zellen stimuliert
wurden, wurden sie dreimal mit PBS gewaschen um die gefarbten MV zu entfernen, die
nicht mit den stimulierten Zellen interagierten. In der Immunfluoreszenzmikroskopie

erschienen MV und die Abbauprodukte ihrer Membran rot.

2.2.6 Elektronenmikroskopie

2.2.6.1 Einbettung der Proben

Die Zellen bzw. MV wurden nach Zentrifugation (200 x g bzw. 21.000 x g) in 4 % PFA
aufgenommen. Um Schnitte der Proben erstellen zu kdnnen, mussten diese eingebettet
werden. Dafiir wurden die Zellen bzw. MV in Phosphatpuffer gewaschen und
anschlieBend in einer Alkoholreihe (30 %, 50 %, 70 %, 90 %, 96 %, jeweils 30 min)
dehydriert. Danach wurde das Pellet fir eine Stunde in einer 1:2 Mischung aus 96 %
Ethanol und LR-White inkubiert. Bei LR-White handelt es sich um ein hydrophiles
Acrylharz niedriger Viskositdt. Dann wurde die Mischung fur zweimal 60 min durch
reines LR-White ersetzt. Eine weitere Inkubation mit LR-White erfolgte Gber Nacht. Am
nachsten Morgen wurden drei weitere Wechsel des LR-Whites durchgefiihrt, wobei die
Losung beim letzten VVorgang bis zum Rand des 500 ul-Eppendorf-Reaktionsgefalies
gefillt wurde. Die Hartung des Harzes wurde durch eine Polymerisierung des Harzes
erreicht und erfolgte mit UV-Licht (Wellenldange 365 nm, 2 x 8 W Lampen, 15cm
Abstand zur Probe) bei 10° C fiir 4 Stunden. Der n&chste Schritt bestand in der
Anfertigung ultradiinner Schnitte (70-80 nm) mit dem Ultramikrotom (Reichert Ultracut
E). Die Schnitte wurden auf ein Nickelnetz (200 Mesh, Plano GmbH) gelegt und konnten

anschliefend immunhistochemisch gefarbt werden.

35



2.2.6.2 Immunhistochemische Farbung

Alle Untersuchungen mittels Elektronenmikroskopie erfolgten in der Zusammenarbeit
mit Ulrich Gértner im Anatomischen Institut der Justus-Liebig-Universitat Giel3en.

Fur immunhistochemische Farbung der Mastzellen und ihrer MV wurden die
verwendeten Antikdrper in 0,1 % acetyliertem BSA in TBS (Inkubationspuffer) verdunnt.
Zuné&chst wurden die sich auf Nickelnetz befindenden Proben fur zweimal drei Minuten
auf einen Tropfen aus Inkubationspuffer gelegt, um angefeuchtet zu werden. Danach
erfolgte die 40-min(tige Inkubation mit dem Erstantikérper (rRNA-AK: 10 pg/ml). Es
folgten vier Waschschritte mit Inkubationspuffer flr je 5 min. Zwischen jedem Schritt

wurde die restliche dem Netz aufliegende Losung mit einem Filterpapier aufgesogen.

Nickelnetz mit

Ultradiinnschnitt der

Zellen/MV
Ldsungstropfen

Abb. 8: Immunhistochemische Farbung fur die Elektronenmikroskopie. Die Schnittflache
des eingebetteten Materials liegt den Lésungen an, ohne dass das ganze Nickelnetz untertaucht.
Nach definierten Inkubationszeiten wird das Netz mit einer Pinzette vom Tropfen abgehoben und
die Ubriggebliebene Lésung vorsichtig mittels Filterpapier entfernt.

Als néchstes wurden die Netze fir 40 min auf die Tropfen mit dem Zweitantikdrper
platziert (6 nm Gold-AK: 1:75). Es schlossen sich vier Waschschritte a 5 min in
Inkubationspuffer und zwei Waschungen in Tris-gepufferter Kochsalzlésung (TBS, s.S.
40) an. Das Netz wurde getrocknet und konnte dann mit dem Transmissions-
elektronenmikroskop untersucht werden. Die digitalen Bilder wurden mit einer Slow-

Scan 2K CCD Kamera aufgenommen.
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Erstantikorper Verdinnung Zweitantikorper Verdunnung
rRNA Antikdrper (Y10b) | 10 mg/ml Ziege-Anti-Maus- 1:75
Novus Biologicals 1gG, 6 nm Gold
NB100-662 Aurion
Lot C-2 Lot: 806.022
Histamin pAb 1:100 Ziege-Anti- 1:75
Lot 024M4857V Kaninchen-IgG,
Novushio 6 nm Gold
Aurion
Lot: 806.011

2.2.6.3 GrolRenbestimmung der Mikrovesikel

Mit Hilfe des ImageSP-Programms der Firma Unitary Enterpise "SYSPROG"
(Weilrussland, Minsk) wurde der Durchmesser durch Ausmessen einzelner Vesikel
bestimmt. Dieses Programm ermdglichte die Bestimmung der Durchmesser ausgewahlter
MV.

2.2.7 Proteinnachweis mittels SDS-Gelelektrophorese und Western Blot

Bei einem Western Blot werden die zuvor in einem Polyacrylamidgel elektrophoretisch
getrennten Proteine auf eine Nitrozellulosemembran ubertragen. Das gesuchte Protein

kann dann mit Hilfe von spezifischen Antikorpern visualisiert werden.
2.2.7.1 Kolorimetrische Proteinbestimmung

Das Pierce BCA Protein Assay Kit von Thermo Scientific dient dem kolorimetrischen
Nachweis und der Quantifizierung der gesamten Proteinmenge einer Probe. Durch die
Chelatbildung aus zwei Molekiilen biochoninischer Séure (BCA) und einem Cu'*-lon
entsteht ein lila wasserldsliches Reaktionsprodukt, das ein Absorptionsmaximum bei
einer Wellenldnge von 562 nm aufweist (entspricht der Biuret-Reaktion). Die
Proteinkonzentrationen der zu untersuchenden Proben wurden immer im Vergleich zu

Standardproteinproben (BSA) bestimmt und dargestellt.
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Es wurden 5 ul der jeweiligen Probe als Doppelbestimmung in die Wells einer 96-Well-
Platte pipettiert. Hierzu wurden 100 pl des Reagenz aus dem Kit hinzugefiigt. Die
Absorption konnte photometrisch detektiert werden und ist nahezu linear zur steigenden
Proteinkonzentration. Anhand der aus der BSA-Standardgeraden (Eichkurve: 0, 125, 250,
500, 750, 1.000, 1.500, 2.000 pg/ml) abgeleiteten Geradengleichung wird der
Proteingehalt der Proben berechnet.

2.2.7.2 Probenverarbeitung

Zur Gewinnung der Proteinprobe wurden sowohl MV als auch Zellen in
Radioimmunoprazipitation (RIPA)-Lysepuffer aufgenommen. Dem RIPA-Lysepuffer
wurde zusatzlich Natriumvanadat (1 mM) und Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF,
0,5 mM) zugefuhrt. Das Natriumvanadat hemmte dabei die Protein-Tyrosin-
Phosphatasen. Die Lyse der Zellen wurde zusétzlich durch eine Ultraschallbestrahlung
(Branson Sonifier 250, Microtip, 15% Output, dreimal 3 s) unterstutzt.

RIPA-Puffer (Radioimmunoprazipitation) 5x SDS Probenpuffer, pH = 6,8
Tris/HCI (pH 7,4) 50 mM 7,56 g TRIS
NaCl 150 mM 50 ml B- Mercaptoethanol
EDTA 1mM 100 ml Glycerin
Triton-X-100 1% 20 g SDS
Natriumdesoxycholat 1% 0,02 g Bromphenolblau
SDS (10%) 0,1%
Protease-Inhibitor 1 Tablette pro
10 ml Puffer

Definierte Mengen Protein jeder Probe wurden vor dem Auftragen auf das Gel mit 5x
SDS Probenpuffer versetzt und 10 min lang bei 95° C erwarmt. Dabei reduzierte das im
Probenpuffer enthaltene [-Mercaptoethanol die Disulfidbricken des Proteins und es
resultierte der Verlust der Tertidr- bzw. Quartarstruktur der Proteine. Es folgte eine
Anlagerung des negativ-geladenen Detergens Natriumdodecylsulfat (SDS) an

hydrophobe Bereiche der Proteine.
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Die nun gleichmél3ig negativ geladenen Proteine wanderten im elektrischen Feld gemaR
ihres relativen Molekulargewichts im Gel von Kathode zu Anode.

2.2.7.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-Page)

Je hoher der Anteil an Polyacrylamid, desto kleiner sind die Poren im Gel und desto
besser lassen sich kleine Proteine detektieren. Da es sich bei allen untersuchten Proteinen
um Kleine Proteine handelte, wurde ein 15% SDS-Polyacrylamidgel zur Trennung des

Proteingemisches hergestellt.

15 % Trenngel 5% Sammelgel
Trenn- bzw. 2,5ml 2,5ml
Sammelgelpuffer
Acrylamid (30 %) 5ml 1,65 ml
Wasser 2,4 ml 5,7 ml
Ammoniumpersulfat 100 ul 100 ul
TEMED 10 ul 10 ul
Endvolumen 10 ml 10 ml

Trenngelpuffer, pH = 6,8
1,5 M TRIS
0,4% SDS

Sammelgelpuffer, pH = 8,8
1,5 M TRIS
0,4% SDS

SDS-Laufpuffer
25 mM TRIS
250 mM Glycin
0,1% SDS
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Das Trenngel wurde zwischen zwei Glasplatten gegossen. Es wurde mit Isopropanol
uberschichtet, welches nach Aushérten des Trenngels abgegossen wird. Danach wurde
das Sammelgel, das der Blindelung der Proteinproben dient, auf das Trenngel gegossen.
Ein Profilformer im Sammelgel sorgte fur die Entstehung von Taschen, in die spater die
Proteinproben pipettiert wurden. Nach dem Ausharten des Gels wurde der Profilformer
entfernt und das Gel in Laufpuffer gegeben. AnschlieBend wurden die Proben sowie ein
Molekulargewichtsmarker aufgetragen. Bei der Gelelektrophorese wurde eine konstante

Stromstarke von 25 mA angelegt.

2.2.7.4 Western Blot

Durch das Anlegen einer konstanten elektrischen Spannung von 100 V senkrecht zur
Laufrichtung konnten die im Gel getrennten Proteine auf eine Nitrozellulosemembran

ubertragen werden. Gel und Transfermembran befanden sich dabei im Transferpuffer.

Transferpuffer
0,02 M TRIS
0,15 M Glycin
20% Methanol

TBS (Tris-gepufferte Kochsalzldsung), pH 7,4

Tris 25 mM

NaCl 150 mM

KCI 3mM

fur TBS-T 0,1% Tween-20

Danach wurde die Membran eine Stunde lang in Roti-Block®, einem
Blockierungsreagenz auf Polymerbasis, geblockt. Hierdurch werden unspezifische
Bindungsstellen geséttigt. Nun kann die Inkubation der Membran mit dem Erstantikdrper
erfolgen (Uber Nacht, 4° C).
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Erstantikorper Verdinnung Zweitantikorper Verdunnung
RNase Inhibitor, RNH1 | 400 ng/ml HRP-gekoppelter 200 ng/ml
(C-14) in 1% BSA in polyklonaler in 5%

Santa Cruz TBS-T Kaninchen-Anti- Milchpulver in
sc-49697 Ziege-Antikorper TBS-T

Lot# G2809 Dako

Goat polyclonal 19gG REF P0449

200 pg/ml LOT #20011796

Angiogenin, ANG | (M- | 400 ng/ml HRP-gekoppelter 200 ng/ml

20) in 1% BSA in polyklonaler in 5%

Santa Cruz TBS-T Kaninchen-Anti- Milchpulver in
sc-1408 Ziege-Antikorper TBS-T

Lot # J1810 Dako

Goat polyclonal 19G REF P0449

200 pg/ml LOT #20011796

Nach viermaligem Waschen mit TBS-T erfolgte eine 60-mindtige Inkubation mit einem
mit Meerrettichperoxidase (horseradish peroxidase, HRP) gekoppelten Sekundar-
Antikorper. Dieser soll den ersten Antikorper binden, um ihn in nachfolgenden Schritten
sichtbar zu machen. Dafir wurde der Antikdrper im Verhéltnis 1:3.000-5.000 in 5%
Milchpulverlésung verdinnt. An eine Inkubationszeit von einer Stunde schlossen sich

erneut sechs Waschvorgange je 5 min mit TBS-T an.

2.2.7.5 Immunologischer Proteinnachweis

Zur Detektion des zweiten Antikérpers wurde das Amersham ECL Prime Western
Blotting Detection Reagent von GE Healthcare nach Herstelleranweisung benutzt. Durch
die Chemolumineszenz des Reagenzes kann ein Rontgenfilm fur eine bestimmte Zeit
belichtet und danach ein Bild, auf dem sich die gesuchte Proteinbande befindet,

entwickelt werden. Das in der Losung enthaltene Luminol wurde von der an den
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Sekundar-Antikorper  gekoppelten  HRP  oxidiert und gab  dabei ein
Chemolumineszenzsignal in Hohe des gesuchten Proteins ab. Dieses Signal wurde mit
Rontgenfilmen detektiert, wobei die Entwicklung der Rontgenfilme in einem

Entwicklerbad mit anschlieBender Fixierung erfolgte.

2.2.8 Stimulation von THP-1 mit Mikrovesikeln

Nach der Differenzierung der THP-1-Monozyten zu Makrophagen wurde der Uberstand
abgesaugt und die nun adharenten Zellen mit PBS gewaschen. Das Medium wurde durch
1 ml indikatorfreies RPMI-Medium ausgetauscht und nach zwei Stunden Ruhezeit mit
der Stimulation begonnen. Hierbei wurden CM-Dil-gefarbte MV (15-20 MV: 1
Makrophagen) in das sich bereits auf den Zellen befindende Medium pipettiert. Es folgte
eine Inkubation bei 37° C, 5% CO> und 95%iger Luftfeuchtigkeit. Nach einer definierten
Zeit (2, 8, 24 Stunden) wurde der Uberstand entnommen und die Zellen dreimal mit PBS
gewaschen. Dann wurden die Makrophagen mit 4% PFA fixiert, gefarbt und unter dem

Fluoreszenzmikroskop betrachtet.

2.2.9 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe der Software Microsoft Excel 2013 und
SPSS Statistics 22. Bei normalverteilten paarigen Stichproben wurde die statistische
Signifikanz mittels Einstichproben-t-Test gepruft. Fir nicht paarige Proben wurde die
Signifikanz mit einfaktorieller Varianzanalyse (Analysis of variance, ANOVA) und
anschlieBendem Bonferoni-Test berechnet. Fir nicht normalverteilte Daten wurde bei
paarigen Stichproben der Man-Whitney-U-Test verwendet. Das Signifikanzniveau wurde

auf p < 0,05 festgelegt.
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3 Ergebnisse

3.1 Isolierung, Nachweis und Quantifizierung von Mikrovesikeln aus den
Uberstanden stimulierter Mastzellen

3.1.1 Schema der Isolierung von Mikrovesikeln mittels Zentrifugation

Zentrifugation

Zentrifugation 2 x bei 21.000 x g

2 x bei 300 x g
Stimulus Uberstand 2
Uberstand 1 FACS.
Mastzellen Mikrovesikel Mikroskopie,
Western Blot
Zellen

Abb. 9: Schematische Darstellung der Isolierung von MV. Nachdem die Mastzellen einem
Stimulus ausgesetzt wurden, erfolgte eine zweifache Zentrifugation der Mastzell-Suspension bei
300 x g. In Uberstand 1 befanden sich danach MV und Exosomen. Uberstand 1 wurde zweimal
bei 21.000 x g zentrifugiert, um MV zu isolieren. Im Anschluss wurde die Qualitit und Quantitat
der Isolierung mittels verschiedener Methoden (FACS, Licht- und Elektronenmikroskopie, West
Blot Analyse) bestimmt.

3.1.2 Durchflusszytometrie

Die Analyse des nach der Zentrifugation von Uberstinden stimulierter Mastzellen
gewonnenen Vesikel-Pellets mittels FACS ermdglichte eine Aussage uber die Anzahl der
darin enthaltenen MV sowie die Reinheit der Probe. Abb. 10 zeigt eine reprasentative
Auswertung einer solchen Messung.

Wahrend die Abszisse (FSC-A) in Graph Nr. 1 die GroRe der gemessenen Teilchen als
Dot-Plot wiedergab, diente die Ordinate (SSC-A) der Darstellung der Granularitat der
Vesikel. Somit konnten z.B. grof3e, optisch dichte Teilchen im Graphen rechts oben
wiedergefunden werden. P1 stellte den Bereich dar, in dem sich MV aufgrund ihrer
morphologischen Charakteristik befanden. All diesen Kriterien entsprechende Partikel
wurden durch rote Punkte dargestellt, die anderen detektierten Vesikel wurden durch
schwarze Punkte reprasentiert. In Feld P2 wurden die Referenzpartikel gezeigt.
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Terminiert wurden die Messungen immer dann, wenn 200 dieser Partikel detektiert
wurden.

Graph Nr. 2 gab Auskunft tber spezifische Eigenschaften der in Feld P1 detektierten
Partikel. Die Abszisse (Annexin PE-A) lieferte hierbei Informationen Uber
Fluoreszenzsignale des an Annexin V gekoppelten Phycoerythrin (PE), wahrend die
Ordinate (7AAD-PerCP-A) die Signale von an 7AAD-gebundenem Peridinin-
Chlorophyll-Protein  (PerCP) skalierte. Durch Setzen von Grenzen entstanden
unterschiedlich groBe Quadranten, in denen die Anzahl der Partikel mit der jeweiligen
Eigenschaft dargestellt wurde.

Die Tabelle (Abb. 11) gibt alle Daten in Zahlen wieder. Mit diesen Informationen konnte

die Anzahl der MV in einem Mikroliter mithilfe folgender Formel berechnet werden:

Anzahl der _
Referenzpartikel in 10pl P1 (Annexin+/7AAD-) )
X - X Verdinnungsfaktor (110/90)
Testvolumen P2 (Referenzpartikel)
1 Specimen 001-probe 3 : 2 Specimen_001-probe 3
.' . E ? d
0564080 P9%! beides pos - Spaeta
e ;
Il\fc
<L Q"
o o
o Qe
§ =
P
MQ

= T lllllﬂ] TT1
10° Tin 10° “gpd 10° Tin
FSC-A ' Annexin PE-A

Abb. 10: Graphische Darstellung der Analyse einer MV-Probe mittels FACS: Beispiel der
Rohdaten der FACSDiva Software Version 6.1.
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Tuhe: probe 3

Population #Events %Parent %Total
.ﬁll Events 59,792 JERE 1000
. P1 57,650 96.4 96.4
- [K nekrose-7aad pos 14 0.0 0.0

[ beides pos - Spaetapoptos: 615 1.1 1.0
X beides neq 8,100 141 135
annexin pos 7aad neq 43,921 84.9 81.8

200 0.3 0.3

Abb. 11: Tabellarische Darstellung der Analyse einer MV-Probe mittels FACS: Die rot-
umrandete Zeile der Tabelle gibt die MV-Fraktion wieder. MV sind Annexin-positiv und 7-AAD-
negativ. In diesem Beispiel sind 84,9% aller sich in P1 (siehe Abb. 10) befindenden Vesikel
Annexin V positiv.

3.1.2.1 Anteil der Annexin-positiven und 7ADD-negativen Vesikel nach Isolierung

Um die Reinheit der MV-Isolierung zu prifen, wurden die einzelnen Fraktionen anteilig
an der Gesamtmenge bestimmt. Den mit Abstand grofiten Anteil stellten MV (nur
Annexin-poitive (A+) Vesikel) dar. Annexin V bindet an PS, das sich an der Aul3enseite
von MV befindet. Bei 7AAD-positiven (7TAAD+) Vesikeln, die DNA enthielten und nicht
A+ waren, handelte es sich um Vesikel der spaten Phase der Apoptose. Vesikel, die
sowohl A+- als auch 7AAD+-positiv sind, entsprechen apoptotischen Korpern, denn
diese prasentieren PS auf ihrer Oberflache und enthalten fragmentierte DNA. Die letzte
Gruppe reprasentierten die A-/7TAAD- Vesikel.

A+/TAAD+
4,38% + 1,06%
A+/7TAAD- — A-[TAAD+
82,37% + 2,67% 0,11% = 0,13%
N A-/TAAD-

13,14% + 2,51%

Abb. 12: Anteil der Annexin positiven und 7AAD negativen Vesikeln nach Isolierung. Das
Kreisdiagramm zeigt die Verteilung der unterschiedlichen Vesikel nach der Isolierung: A+ =
Annexin positiv, A- = Annexin negativ, 7AAD+ = 7-Aminoactinomycin D positiv, 7AAD = 7-
Aminoactinomycin D negativ. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte + Standardabweichung,
n=15.
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3.1.2.2 Nachweis eines Mastzell-spezifischen Oberflachenmarkers auf Mastzellen und
ihren Mikrovesikeln

MV tragen auf ihrer Oberflache Mutterzellen-spezifische Proteine. Bei Mastzellen
handelt es sich bei diesem Marker um c-Kit (CD117). Daher wurde zunéchst tberprift,

ob die verwendete humane Mastzelllinie (HMC-1.2.) diesen Oberflachenmarker

exprimiert.
FACSDiva Version 6.1.3
hMP-h Mastzellen CD117 hMP-h Mastzellen CD117 hMP-h Mastzellen CD117
<5 1  7a0D /
o 24 .
8] E :
T ] fir; T
o, .
o=
(]
T
P\_ —]
||||I'I1] ||||I1TI] ||||I'ITI]_|' ﬁ e a . <
T R a0 o't g D10 0° 10
FSC-A Annexin PE-A ' CD117 FITC-A
MMP-h Mastzellen COT17 Tube: h Mastzellen CD117
T Population #Events %Parent %Total
B~ Events 20,000 #1000
< ~ [l alle 13,968 £9.8 B985
Q [l annexin+ 11,489 823 574
Dot deaks -~ co117+ 11,473 8998 574
T [l 740D 1 0.0 0.0
1 = 1 0.0 0.0
T [ heads 0 0.0 0.0

FSC-A

Abb. 13: Nachweis von CD117 auf HMC-1.2. mittels FACS-Analyse. Es zeigt sich, dass die
humane Mastzelllinie HMC-1.2. den spezifischen Marker CD117 an ihrer Oberfl&che exprimiert.

Nachdem mittels Durchflusszytometrie CD117 nachgewiesen werden konnte, sollte
anschlieBend ermittelt werden, ob die von HMC-1.2. abstammenden MV ebenfalls
c-KIT positiv waren. Die Ergebnisse zeigen, dass viele der Annexin V-positiven Vesikel
auch CD117-positiv waren (Abb. 14). Der Anteil der CD117-positiven Vesikel war
unabhdangig vom Stimulus. So betrug der Anteil 67,83 % + 1,13 % nach 3 h Hypoxie (2 %
O2,n=3) und 67,2 % + 0,96 % nach Stimulation mit lonomycin (1,5 uM, n = 3).
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MY-c-Kit _ My-c-kit MY-c-Kit
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7ADD
D117+
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M a0t 0o 0 10 T
FSC-A 658 pnnexin PE-A 7 conrFmeA
V-4t Tube: c-kit
beads Population #Events %Parent %Total
o] B 4 Events 70,000 #1000
o ] [ EE 12,792 640 640
Q] B annexin+ 9,520 752 481
I Wcoi7+ 5,478 67.3 324
i -l 7ADD B 0.0 0.0
. ~HPr1 77 0.4 0.4
. [ beads 75 7.4 0.4
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10 10
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Abb. 14: Nachweis von CD117 auf MV aus stimulierten Mastzellen. Die untersuchten Vesikel
waren zu 74,23% + 0,69% (3 h Hypoxie, n = 3) bzw. 73,8% £ 0,98% (1,5 uM Ionomycin) 7ADD-
negativ und Annexin positiv. Bei diesen gemessenen Vesikeln handelte es sich um MV. Diese
trugen zu 67,83% % 1,13% (3 h Hypoxie, n = 3) bzw. 67,2 % * 0,96% (1,5 uM Ionomycin, n=3)
den Mastzellmarker CD117 an ihrer AuBenseite.

3.1.3 Elektronenmikroskopie

Um die Charakterisierung der MV mittels Durchflusszytometer und den damit
einhergehenden Nachweis der erfolgreichen Isolierung zu unterstiitzen, wurden
elektronenmikroskopische Bilder angefertigt. Zundchst wurden hierbei Bilder der
humanen Mastzellen (HMC-1.2.) aufgenommen (Abb. 15). Es zeigte sich die typische
Morphologie der Mastzelle mit Granula und Plasmamembranfortsatzen. Anschlief3end
wurden Schnitte der aus dem Uberstand stimulierter Mastzellen isolierten MV
angefertigt. Unter dem Elektronenmikroskop konnte anhand der typischen Morphologie
zwischen MV und anderen Vesikeln unterschieden werden. Die isolierten MV waren
rundlich und ihre Grofe rangierte zwischen 100 und 1000 nm (Abb. 16 a+ b).
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Ergebnisse

Abb. 15 : Bild einer HMC-1.2. mit Mastzell-typischer Morphologie mittels EM. Das
Bild zeigt eine 7.000-fache VergrolRerung einer elektronenmikroskopischen Aufnahme von
ungefarbten HMC-1.2.-Zellen. Es stellt die typische Morphologie einer Mastzelle mit Granula

Abb. 16 a + b: Nachweis der MV im EM. Bild 16 a zeigt einen Ausschnitt aus einem isolierten
MV-Pellet. Die 4.400-fach vergroRerte elektronen-mikroskopische Aufnahme ist eine ungeférbte
Kontrolle der MV. Abb. 16 b ist eine VergroRerung des grinumrandeten Bereichs aus Abb. 16 a.
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3.1.3.1 Grolkenbestimmung der Mikrovesikel

Zur Bestimmung der durchschnittlichen GroRe der MV wurde der Durchmesser von
insgesamt 692 MV aus vier unterschiedlichen Praparationen in elektronen-
mikroskopischen Bildern ermittelt. Die Messungen ergeben eine mittlere GroRe von
492 nm.
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Abb. 17: Durchschnittliche Grolie eines MV aus humanen Mastzellen (HMC-1.2.): Zur
Darstellung der GroRenverteilung von MV wurde die Einteilung in 100 nm grofRe Gruppen
gewahlt. Es zeigte sich eine anndhernd glockenférmige GroflRenverteilung der MV, wobei der
Mittelwert bei 491,87 nm + 151,94 nm lag. n = 692.

B: Mittels eines Box-Plots kann der Median von 484 nm dargestellt werden. Der Anfang und das
Ende der Box stehen fir die 25. und 75. Perzentile. Dementsprechend befinden sich 50 % aller
gemessenen Werte zwischen 380 nm und 592,5 nm. Des Weiteren kann der Minimalwert von
138 nm und der maximale Durchmesser von 980 nm abgelesen werden. n = 692.
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3.2 Stimuli der Mikrovesikelbildung
3.2.1 Zytotoxizitat der Stimuli

Um zu Gberprifen, ob die verwendeten Stimuli zytotoxisch waren bzw. zur Induktion der
Apoptose in Mastzellen fiihrten, wurden zum einen Zellzdhlungen und zum anderen ein
Apoptosetest durchgefiihrt. Es zeigte sich, dass nach 8- und 24-stiindiger Hypoxie eine
Abnahme der Zellzahl sowie eine Zunahme der Apoptose zu verzeichnen war. Alle

anderen verwendeten Substanzen wirkten nicht zytotoxisch.

Stimulanz Lebendzellzahl Apoptose
( % der Kontrolle + o) (prozentualer Anstieg im
Vergleich zur Kontrolle + )

3 h Hypoxie 99,2+3.3 2,0 £0,6
8 h Hypoxie 85,7+£22 82+12
24 h Hypoxie 73,623 15,7+138
lonomycin (1,5 uM) 949+17 3,0 £0,2
C3a (250 ng/ml) 95,8+ 2,7 1,3 £0,4
C5a (100 ng/ml) 96,9+ 3,0 16 £0,7
Poly IC (5 pg/ml) 971+11 1,5 +0,9
LPS (1 pg/ml) 93,6 +0,4 1,4 £0,5
Cromolyn (10 pg/ml) 98,26 + 0,60 13+£1,0
Wortmanin (10 uM) 92,64 +1,11 0,8+0,2
BAPTA (20 pM) 94,96 + 0,41 0,7+0,2

Tab. 2: Anteil der Lebendzellzahl und Apoptoserate nach Hypoxie. Zur Bestimmung der
Zytotoxizitat wurden die Lebendzellzahl sowie die Rate der Apoptose nach Stimulation und unter
Kontrollbedingungen verglichen. Dabei wurden die Mastzellen fur 3, 8 und 24 h entweder
hypoxischen (2,0% O,) oder normoxischen Bedingungen ausgesetzt. Alternativ wurde die
einstiindige Stimulation mittels Erhdhung der Calciumkonzentration durch lonomycin (1,5 uM),
Aktivierung des Komplementsystems durch C3a (250 ng/ml) und C5a (100 ng/ml), des Agonisten
des TLR 4 durch LPS (1 pg/ml) und des Agonisten des TLR 3 durch Poly IC (5 pg/ml)
durchgefuhrt. Des Weiteren erfolgte eine einstindige Inkubation mit Cromolyn (10 pg/ml), das
als Mastzellstabilisator fungiert, Wortmannin (10 uM), einem Phosphatidylinositol 3 Kinase-
Hemmer und dem Calciumchelator BAPTA (10 mM). Dargestellt ist der prozentuale Anteil der
Lebendzellen unter Stimulation von der Anzahl der Lebendzellen unter Kontrollbedingung +
Standardabweichung (o) bzw. der prozentuale Anstieg der Apoptoserate im Vergleich zur
Kontrolle, n = 3.
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3.2.2 Hypoxie

3.2.2.1 Zeitabhangigkeit der Mikrovesikel-Bildung unter Hypoxie

Hypoxie ist ein potenter Stimulus der Degranulation von Mastzellen. Um zu tberpriifen,
ob Hypoxie auch zur vermehrten Bildung von MV fihrt, wurde die Anzahl der MV nach
unterschiedlich andauernder Hypoxie auf die zeitgleich durchgefuihrte normoxische
Kontrolle normiert. Es zeigt sich eine zeitabhéngige Zunahme der Mikrovesikelbildung

unter hypoxischen Bedingungen (2% Oy).

30000 7y = _42 602x2 + 1815,6x + 5175,7
2 = 0,0374

25000
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Anzahl der MV/pul

Abb. 18: Zeitabhangigkeit der MV-Bildung unter Hypoxie. Der Graph zeigt die Anzahl unter
Hypoxie (2% O) gebildeter MV im zeitlichen Verlauf. Dabei wurde die Anzahl der MV nach
0,5, 1, 2, 3, 8 und 24 h Hypoxie mittels FACS-Messungen ermittelt. Es zeigte sich ein
Zusammenhang (r? = 0,9374) zwischen Anzahl der MV und Dauer der Hypoxie.

3.2.2.2 Vergleich zwischen 3 und 24 Stunden Hypoxie

Obwohl die Ergebnisse aus 3.2.2.1 zeigten, dass die meisten MV nach 24-stiindiger
Hypoxie entstanden, wurde fur weiterfuhrende Versuche unter Hypoxie eine Dauer von
3 h gewdhlt. Bereits nach 8 Stunden Hypoxie war eine Abnahme der Lebenszellzahl und
eine Induktion der Apoptose zu verzeichnen. Nach 3 h Hypoxie zeigte sich ein relativer
Anstieg der MV-Anzahl um Faktor 2,6 im Vergleich zur normoxischen Kontrolle. Ein
weiterer Grund sich gegen Versuche mit MV aus dem Uberstand der Mastzellen nach 24-
stindiger Hypoxie zu entscheiden, war die Reinheit der MV-Isolierung. Wahrend der
Anteil der MV (A+/ 7TAAD-) an allen Vesikeln nach 3 h Hypoxie bei ca. 83 % lag, sank
der Anteil nach 24 h Hypoxie auf ca. 71%.
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Abb. 19: Relativer Anteil der MV unter Hypoxie im Vergleich zur Kontrolle. A: Relativer
Anteil der MV nach 3 h Hypoxie im Vergleich zur normoxischen Kontrolle. Nach 3-stiindiger
Inkubation in der Hypoxiekammer (2 % O, 5 % CO,, 37 °C, 100 % Luftfeuchtigkeit) zeigte sich
ein relativer Anstieg der MV-Anzahl um den Faktor 2,6 im Vergleich zur normoxischen
Kontrolle. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte + Standardabweichung. * = signifikant
gegen Kontrolle *P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001; n= 3.

B: Anteil der MV-Fraktion an der Gesamtzahl der isolierten Vesikeln nach 3 h und 24 h
Hypoxie. Nach der Stimulation (3 h bzw. 24 h, 2 % O3, 5 % CO, 37 °C, 100 % Luftfeuchtigkeit)
wurden aus dem Uberstand MV isoliert. Das in Annexin-bindendem Puffer (ABB)
aufgenommene MV-Pellet wurde anschliefend im Durchflusszytometer analysiert. Dabei konnte
neben GrolRe und Granularitdt mithilfe von fluoreszierenden Antikdrpern auch der Anteil
Annexin-positiver und zugleich 7AAD-negativer Vesikel (= MV) bestimmt werden. Dabei zeigte
sich ein Anteil der MV unter allen isolierten Vesikeln von 82,5 % + 0,7 % nach 3-stiindiger
Stimulation und ein Anteil von 71,4 % + 0,9 % nach 24 h Hypoxie. Die angegebenen Werte sind
Mittelwerte + Standardabweichung. * = signifikant gegen Kontrolle. *P < 0,05; **P < 0,01; ***P
<0,001;n=3.

3.2.2.3 Kalziumabhangigkeit der Mikrovesikel-Freisetzung unter Hypoxie

Da Ca?* sowohl bei der Degranulation als auch bei der Abknospen der MV von der
Membran eine wichtige Rolle spielt, sollte Uberpriift werden, ob der Mechanismus der
erhdhten MV-Freisetzung unter Hypoxie ebenfalls von Ca?* abhéngt. Dafiir wurden die
Mastzellen eine Stunde vor Hypoxie-Stimulation mit dem Ca?*-Chelator BAPTA
inkubiert. Es zeigte sich, dass freies extrazelluldres Ca?* fiir die gesteigerte MV-
Freisetzung unter hypoxischen Bedingungen eine essentielle Rolle spielt, da sie mit
BAPTA auf ein Finftel des Ausgangswertes unter Hypoxie reduziert werden konnte.
Auch die basale MV-Freisetzung unter normoxischen Bedingungen war Ca®* -abhangig.
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Abb. 20: Ca**-Abhangigkeit der MV-Freisetzung unter Hypoxie. Der Graph zeigt die relative
Anzahl der MV nach dreistiindiger Normoxie, 3 h Hypoxie (2% O3), Hypoxie + BAPTA (20 uM),
und Normoxie + BAPTA im Vergleich zur Normoxie. Die angegeben Werte sind Mittelwerte +
Standardabweichung. *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001. * Signifikant gegen Normoxie;
# Signifikant gegen Hypoxie; n=3.

3.2.3 Induktoren der Degranulation

Neben der Hypoxie gibt es zahlreiche weitere potente Stimulatoren der Mastzell-
Degranulation, die auch die MV-Bildung stimulieren. Hierfir wurden Mastzellen einer
einstiindigen Inkubation mit lonomycin, den aktivierten Komplementfaktoren C3a und
C5a, Poly I:C oder LPS ausgesetzt. Abb. 21 zeigt, dass auch hier - bis auf die Stimulation
mit LPS - im Vergleich zur Kontrolle signifikant steigende MV-Anzahlen nachgewiesen

werden konnten.

3.2.3.1 Hemmung der Mikrovesikel-Bildung durch Degranulationshemmer

Cromolyn, Wortmannin und BAPTA werden hé&ufig zur Inhibition der Mastzell-
Degranulation eingesetzt. Daher war es wichtig zu tberprifen, ob sie auch die MV-
Bildung hemmen. Abb. 22 zeigt, dass es sich bei allen drei Substanzen um potente
Hemmer der MV-Bildung handelt.
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Abb. 21: Anzahl der MV nach Stimulation mit Induktoren der Degranulation. Die
Abbildung zeigt die relative Anzahl der MV nach einstiindiger Stimulation mit dem Kalzium-
lonophor lonomycin (1,5 uM), den Komplementfaktoren C3a (250 ng/ml) und C5a (100 ng/ml),
dem Toll-like-Rezeptor (TLR) 3 Agonist Poly I:C (5 ug/ml) und dem TLR4-Agonisten LPS
(1 ug/ml). Die Ergebnisse zeigen, dass besonders lonomycin einen potenten und verlasslichen
Stimulus der MV-Bildung darstellte. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte + Standard-
abweichung. * = signifikant gegen Kontrolle *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001; n=3.
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Abb. 22: Hemmung der MV-Bildung durch Degranulationshemmer. Die Abblidung zeigt die
relative Anzahl der MV nach einstindiger Inkubation mit Cromolyn (10 pg/ml), Wortmanin
(10 uM) bzw. BAPTA (20 uM) gefolgt von einer einstindigen Stimulation mit 1,5 pM
lonomycin. Es zeigte sich, dass Cromolyn und Wortmanin nicht nur die durch Stimulation
gebildete MV-Anzahl sank, sondern auch die Basis-MV-Bildung gedrosselt wurde. Die
angegeben Werte sind Mittelwerte + Standardabweichung. *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001,
*Signifikant gegen Kontrolle; # Signifikant gegen lonomycin.
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3.2.4 Bestimmung der Mikrovesikel-Fraktion ohne Zentrifugation

Um zu tberprifen, ob ein Stimulus die MV-Bildung fordert, wurden aus dem Uberstand
stimulierter Zellen mit Hilfe von mehreren Zentrifugationsschritten MV isoliert.
AnschlieRend erfolgten eine Kontrolle der Reinheit und eine Messung der Anzahl der
MV mit dem Durchflusszytometer. Mdchte man mit den isolierten MV weiterarbeiten,
sind diese Schritte unerlasslich. Mdchte man allerdings lediglich eine Substanz auf ihre
Fahigkeit zur Stimulation der MV-Bildung untersuchen, stellte sich die Frage, ob auf die
zeitaufwendigen Schritte der Zentrifugation verzichtet werden kann. Es zeigte sich, dass
auch ohne Zentrifugation ein Anstieg der MV-Bildung im Vergleich zur Kontrolle zu
erkennen ist. Mochte man diverse Stimuli auf ihre Fahigkeit zur Stimulation der MV-
Bildung ,,screenen®, geniigt es, den relativen Anteil der MV in der jeweiligen Rohfraktion

Zu bestimmen.
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Abb. 23: Bestimmung der MV-Fraktion mittel FACS ohne Zentrifugationsschritt. Die
Abbildung zeigt die relative Anzahl der MV (A+/7AAD-) im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle
einmal ohne (Rohfraktion = RF) und einmal mit Zentrifugation = Z (2%, 40 min, 21.000 x g). Die
Mastzellen wurden zuvor entweder mit lonomycin (1,5uM, 1h, 37°C, 5% CO,, 100%
Luftfeuchtigkeit) oder durch Hypoxie (2% O, 3 h, 37° C, 5% CO,, 100% Luftfeuchtigkeit) zur
MV-Bildung angeregt. Es zeigt sich, dass auch ohne Zentrifugation ein deutlicher Anstieg der
MV-Bildung zu verzeichnen ist. Im Vergleich zur zentrifugierten Probe, kann jedoch
insbesondere bei der Stimulation mit lonomycin ein Unterschied in der absoluten Anzahl der MV
verzeichnet werden. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte + Standardabweichung. n = 3.
*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001; *Signifikant gegen jeweilige Kontrolle.
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3.3 Charakterisierung der Mikrovesikel

Um die biologische Aktivitdt von Hypoxie-induzierten MV aus Mastzellen zu
untersuchen, mussen ihre Zusammensetzung und ihr Inhalt teilweise bekannt sein. VVon
besonderem Interesse sind hierbei die Mikrovesikel-assoziierten Ribonukleinsauren und

Proteine.

3.3.1 Mikrovesikel-assoziierte Ribonukleinsauren

An der Mikrovesikel-assoziierten RNA bestand zweierlei Interesse. Einerseits konnte sie
in Form von eRNA als proinflammatorischer Mediator wirken, andererseits durch

Aufnahme der in MV enthaltenden RNA das Transkriptom der Rezeptorzelle verandern.
3.3.1.1 RNA-Quantifizierung der Mikrovesikel-assoziierten rRNA

Um zu Uberprifen, ob der RNA-Gehalt in der MV-Suspension von der Anzahl der MV
abhéngt, wurde die RNA-Menge gegen die MV-Zahl aufgetragen. Dabei wurden MV aus
unterschiedlichen Stimulationen verwendet. Es ergibt sich eine positive lineare
Korrelation der beiden Faktoren (Abb. 24).
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Abb. 24: Zusammenhang zwischen MV-Anzahl und eRNA-Gehalt. Der Graph zeigt die
Korrelation zwischen der eRNA-Menge in ng/ml und der Anzahl der MV. Ein
Korrelationskoeffizient von 0,9044 spricht fur einen starken Zusammenhang zwischen der
Anzahl der MV und dem Gesamt-RNA-Gehalt.
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3.3.1.2. Lokalisation der Mikrovesikel-assoziierten RNA
3.3.1.2.1 Immunfluoreszenzfarbungen der ribosomalen RNA

Die bisherigen Ergebnis konnten zeigen, dass das nach der Zentrifugation des
Uberstandes von stimulierten Mastzellen entstandene Pellet viel RNA enthalt. Ob sich
die RNA innerhalb der Vesikel oder membranassoziiert aulRerhalb der Vesikel befindet,
blieb jedoch offen. Zur Untersuchung dieser Fragestellung, wurden zundachst

Immunfluoreszenzfarbungen der ribosomalen RNA in Mastzellen angefertigt. Abb. 25 b-

d zeigen hierbei die punktférmige Anordnung des Antikorpers gegen ribosomale RNA.

Abb. 25 a-d: Verteilungsmuster der rRNA in HMC-1.2-Zellen. Die Bilder stellen immun-
histochemische Féarbungen der humanen Mastzelle und ihrer MV mit einem spezifischen
Antikdrper gegen ribosomale RNA. Bild 25 a zeigt die Kernfarbung der Mastzelle mit DAPI
(blau); b die rRNA-Farbung (rot), wobei besonders im vergroRerten Ausschnitt (Bild d) die
punktférmige Anordnung der Antikorper zu erkennen ist. Bild 25 c ist das Overlay der Bilder a
und b.

57



Des Weiteren konnte bisher noch nicht die Qualitat der RNA bestimmt werden. Sollte es
sich vornehmlich um ribosomale RNA handeln, bestiinde die Moglichkeit, dass es sich
bei der gemessen RNA ebenfalls um isolierte Ribosomen/Polysomen handelt. Um diesen
Fragen nachzugehen, wurden der Antikorper gegen ribosomale RNA sowie ein
Fluoreszenz-markierter Sekund&rantikorper verwendet und die Vesikel unter dem
Mikroskop betrachtet.

Dadurch konnte tberprift werden, ob MV ribosomale RNA enthalten. Hiernach konnte
jedoch noch nicht bestimmt werden, ob es sich um rRNA enthaltende MV oder freie
Ribosomen handelt. Um dies zu erforschen, wurden neben weiteren fluoreszenz- auch

elektronenmikroskopische Bilder angefertigt.

1gG-Kontrolle

Abb. 26: rRNA ist MV-assoziiert. Die Bilder zeigen immunhistohemische Farbung der MV aus
Hypoxie-stimulierten Mastzellen mit einem spezifischen Antikdrper gegen ribosomale RNA. Das
Bild zeigt in 63-facher VergroRerung des gefarbten Pellets aus dem Uberstand Hypoxie-
stimulierter Mastzellen. Dabei lasst sich die Anwesenheit von rRNA nachweisen. Weill umrandet
ist die Aufnahme der Kontrollfarbung. Es zeigt sich, dass der Sekundarantikérper keine
unspezifischen Bedingungen eingeht.
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3.3.1.2.2 Immunfluoreszenzfarbungen der ribosomalen RNA und des ribosomalen
Proteins L11

Zusammen mit ribosomalen Proteinen bildet die rRNA den Ort der Proteinbiosynthese:
Ribosomen. Daher wurde als nachstes - neben der Farbung der rRNA - auch das
ribosomale Protein L11 immunhistochemisch gefarbt. Hierbei deutet eine Uberlagerung
der Fluoreszenzsignale (gelb) auf eine radumliche Nahe der rRNA und des Proteins L11
hin. Zunédchst wurden dieselben Antikdrper zur Farbung von Mastzellen verwendet
(Abb. 27 a). Danach wurden MV aus dem Uberstand Hypoxie-stimulierter HMC-1.2. auf
dieselbe Art und Weise angeférbt wie zuvor die Mastzellen (Abb. 27 b-e). Es zeigte sich,
dass auch MV das ribosomale Protein L11 enthalten.

Abb. 27 a-e: MV-assoziierte rRNA und zytoplasmatische rRNA sind mit dem ribosomalen
Protein L11 co-lokalisiert. Die Bilder zeigen immunhistochemische Farbungen der Mastzelle
und ihrer MV mit Antikorpern gegen rRNA und L11. Die Bilder wurden mit dem konfokalen
Mikroskop aufgenommen. Bild a zeigt ein Uberlagerungsbild der Farbung der rRNA (rot), des
ribosomalen Proteins L11 (griin) und des Kerns (blau) der Mastzelle. Wéhrend Bild b die Farbung
der rRNA isolierter MV darstellt, zeigt Bild ¢ die Farbung des ribosomalen Proteins L11 und d
eine Uberlagerung der beiden Bilder b und c. Bild e stellt einen vergroRerten Vesikel aus Bild d
dar.
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Ergebnisse

3.3.1.2.3 Elektronenmikroskopische Aufnahme der ribosomalen RNA

Aufgrund der erfolgten Versuche konnte angenommen werden, dass die isolierten

Vesikel rRNA enthalten. Ob sich die RNA innerhalb der Vesikel oder membranassoziiert

aullerhalb der Vesikel befindet, blieb jedoch offen. Um dieser Frage nachzugehen,

wurden der Antikdrper gegen ribosomale RNA sowie ein an Gold-gekoppelter

Sekundarantikorper verwendet und anschlielend die Mastzellen (Abb. 28) und die

Vesikel (Abb. 29) unter dem Raster-Elektronenmikroskop. Da sich rRNA nicht nur im

Zytoplasma sondern auch im Nukleolus befand, galt es auch diesen anzufarben. Es zeigte

sich, dass neben der Farbung von Ribosomen auch der Nukleolus gefarbt werden konnte.

Granulum

Abb. 28 a-c : Verteilung der rRNA in
HMC-1.2. Das elektronenmikroskopische Bild
28 a zeigt eine 12.000-fache Vergrolierung
einer Mastzelle (HMC-1.2.)) und b einen
vergroRerten Ausschnitt dieser Zelle, in dem zu
sehen ist, dass sich AK im Nukleolus und im
Zytoplasma befinden, wahrend im Kern keine
rRNA nachzuweisen ist. Im Rahmen dieser
Arbeit wurde auch Uberpruft, ob sich rRNA
auch in den Granula der Mastzellen befindet.
Bild ¢ zeigt, dass die rRNA sich nur im
Zytoplasma zwischen den Granula, nicht aber
in den Granla selbst befindet (Elsemiller,
Tomalla et al. 2019). Die Pfeile weisen
exemplarisch auf den mit Gold gekoppelten
Sekundérantikorper zur rRNA-Erkennung.
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Ergebnisse

Die EM-Bilder von MV (Abb. 29 a-c) lieferten den Hinweis, dass sich MV-assoziierte
rRNA intravesikuldr befindet. Neben MV konnten gelegentlich auch Exosomen gefunden
werden (Abb. 29 c-d). Hier konnte membranassoziierte rRNA (Abb. 29 d) detektiert
werden. Es bleibt offen, ob es sich um Exosomen-assozierte rRNA oder Vesikel-

unabhéngige freie Ribosomen/Polysomen handelt.

Abb. 29 a-d: Nachweis von rRNA innerhalb von MV mittels EM. Die Bilder sind
elektronenmikroskopische Aufnahmen der rRNA-Farbung von MV aus Hypoxie-stimulierten
Mastzellen. Bild a zeigt MV, die im Inneren rRNA enthalten. Die Pfeile markieren dabei
beispielhaft den an den rRNA-AK gebundenen mit Gold gekoppelten Sekundéarantikérper. Bild b
reprasentiert die 1gG-Kontrolle und bestétigt, dass der Sekundérantikorper keine unspezifische
Bindung eingeht. Bild ¢ zeigt einen Ausschnitt, in dem neben MV auch Exosomen (*) zu sehen
sind. Auf Bild d sind Exosomen vergrofert dargestellt. Hierbei ist zu sehen, dass sich rRNA in
der Nahe von Exosomen befindet.
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3.3.2 Mikrovesikel-assoziiertes Histamin in Mastzellen und ihren MV

Histamin ist als Mediator der Mastzellen praformiert in ihren Granula zu finden. Es sollte
untersucht werden, ob MV aus Hypoxie-stimulierten Mastzellen auch Histamin enthalten.
Zundchst wurde der Histamin-AK zur immunhistochemischen Farbung ganzer
Mastzellen verwendet (30 a + b). Als néchstes wurden MV aus Hypoxie-stimulierten
Mastzellen gefarbt (30 c+d). Hierbei zeigte sich, dass manche MV Histamin enthielten,
wahrend andere Vesikel sich Histamin-leer prasentierten.

Histamin

+

Histamin +

l ; : . 1gG-

Kontroll

e ; 250 nm (.250 nm

Abb. 30 a-d: Nachweis von Histamin in HMC-1.2. und ihren MV mittels Fluoreszenz-
Mikroskopie und EM. Bilder a +b wurden mit dem Fluoreszenzmikroskop aufgenommen.
Wéhrend Bild a eine 40-fache VergroRerung der Mastzellen zeigt, stellt Bild b einen vergroRerten
Ausschnitt aus a dar. Die MV (c+d) wurden aus dem Uberstand Hypoxie-stimulierter Mastzellen
gewonnen. Bild ¢ zeigt MV, die Histamin enthalten (Gold-markierter AK durch Pfeile markiert).
Hierbei ist zu erwahnen, dass nur ca. jeder vierte Vesikel Histamin enthalt. Bild d zeigt die 1gG-
Kontrolle. Es haben keine Gold-AK gebunden. Demnach kommt es bei der Farbung der MV mit
dem verwendeten Antikorper nicht zur unspezifischen Bindung der Immunglobuline.
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3.4 Hydrolyse der intravesikularen rRNA ohne Lyse der Mikrovesikel

3.4.1 Verénderung der Mikrovesikel-Anzahl durch Proteinase, DNase, RNase, Triton

Zur Bestatigung der durch die elektronenmikroskopischen Bilder gewonnen
Erkenntnisse, dass sich die rRNA intravesikular befindet, wurde ein weiterer Versuch
angeschlossen. Inkubierte man Mikrovesikel mit RNase, dirfte die von einer
Doppellipidschicht umhillte RNA nicht enzymatische abgebaut werden. Erst durch
Zugabe von Triton X-100, einem nichtionischen Tensid, kdnnte die RNase ins Innere des
MYV eindringen und RNA abbauen. Es stellte sich jedoch zun&chst die Frage, ob Enzyme
wie RNase, DNase und Proteinase K sowie auch Triton X-100 MV lysieren. Um dies zu
uberprifen, wurden MV mit den entsprechenden Substanzen eine Stunde lang bei 37° C
inkubiert. Danach wurde eine quantitative FACS-Analyse durchgefiihrt. Es zeigte sich,
dass weder die verwendeten Enzyme noch die Inkubation der MV mit 0,01% Triton zur
signifikanten Reduktion der MV-Anzahl fihrte.
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Abb. 31: Veranderung der MV-Anzahl durch diverse Substanzen. Der Graph zeigt die
Anzahl der MV nach einstiindiger Inkubation mit Proteinase K (4 ug/ml), DNase (1 pg/ml),
RNase (1 pg/ml), 0,01 % Triton X-100 und 0,01 % Triton X-100 + RNase (1 pug/ml). Es zeigt
sich kein signifikanter Unterschied der MV-Anzahl. Die angegeben Werte sind Mittelwerte +
Standardabweichung. *Signifikant gegen Kontrolle. *P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001; n = 3.
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3.4.2 Veranderung der RNA-Menge durch Proteinase, DNase, RNase und Triton

Nachdem gezeigt werden konnte, dass sich die MV-Anzahl durch Zugabe von Proteinase,
DNase, RNase und 0,01% Triton nicht verandert, wurde eine RNA-Quantifizierung
durchgefuhrt. Hierbei zeigten sich signifikante Unterschiede zwischen den Proben.
Lediglich die Kombination aus 0,01% Triton X-100 und RNase konnte die MV-

assoziierte RNA quantitativ vermindern.
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Abb. 32: Quantifizierung der eRNA nach Zugabe diverser Substanzen. Die Abbildung zeigt
die Menge MV-assoziierter RNA in ng/pl nach einstiindiger Inkubation mit 0,01 % Triton X-100,
0,01 % Triton X-100 + RNase, RNase, DNase und Proteinase K. Es zeigt sich ein signifikanter
Unterschied der RNA-Konzentration nach Inkubation mit Triton X-100 und RNase im Vergleich
zur Kontrolle. Die angegeben Werte sind Mittelwerte + Standartabweichung. *Signifikant gegen
Kontrolle. *P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001; n = 3.

3.4.3 Elektronenmikroskopische Kontrolle der Hydrolyse der eRNA durch Triton und

RNase

Die Ergebnisse aus 3.4.1 und 3.4.2 gaben einen starken Hinweis darauf, dass sich MV-
assoziierte RNA hauptséchlich intravesikilar befand und nur durch RNase degradiert
werden konnte, wenn Triton X-100 als Detergens den Weg ins Innere der MV ermdglicht.
Dies konnte elektronenmikroskopisch bestatigt werden. Wurden die MV lediglich mit
0,01% Triton oder RNase inkubiert, konnte weiterhin rRNA nachgewiesen werden. Erst

die Inkubation mit Triton und RNase flhrte zur Hydrolyse der rRNA.
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Ergebnisse

001%
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Abb. 33 a-e Nachweis des erfolgreichen enzymatischen Abbaus der MV-assoziierten eRNA
mittels RNase und Triton. Die EM-Bilder zeigen die MV nach Stimulation mit Triton X-100,
RNase, Triton X-100 + RNase. Alle Schnitte wurden mit einem rRNA-AK und anschlieBen mit
einem Gold-markierten Zweitantikorper (die schwarzen Pfeile zeigen beispielhaft auf ein 6 nm
Goldpartikel) inkubiert. Bilder a-c zeigen eine deutliche Goldanh&ufung. Wurden die MV jedoch
vor der Farbung mit RNase + Triton X-100 (Bild d) vorbehandelt, lieR sich kaum noch RNA
nachweisen. Bild e zeigt die IgG-Kontrolle.
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3.5 Analyse Mikrovesikel-assoziierter Proteine

3.5.1 Proteinnachweis rRNA-assoziierter Proteine mittels Western Blot

Da gezeigt werden konnte, dass sich innerhalb der membranumgrenzten Vesikel rRNA
befand, bestand die Mdglichkeit, dass sich auch RNasen und RNase-Inhibitoren in den
Mikrovesikeln befinden. Zum einen wurde die RNase 5 (auch Angiogenin genannt), zum
anderen der RNase-Inhibitor (RI) untersucht. Daflir wurden Western Blots mit
Angiogenin und RI aus Zelllysaten, MV und MV-freien Uberstanden nach 3h Normoxie
und 3h Hypoxie durchgefihrt und miteinander verglichen. Um sicherzustellen, dass die

gleichen Proteinmengen aufgetragen wurden, wurde eine Coomassie-Brilliant-Blau-

Farbung der Membran angefertigt.
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Abb. 34: Nachweis eines erhéhten Angiogeningehalts in MV aus Hypoxie-stimulierten
Mastzellen mittels Western Blot Analyse. Die Abbildung zeigt einen représentativen Western
Blot der Zelllysate, des MV-freien Uberstands und MV von HMC-1.2. fiir den RNase Inhibitor
und Angiogenin nach 3 h Normoxie im Vergleich zur Hypoxie. Es wurden Gberall 15 pg Protein
aufgetragen. Des Weiteren ist die Farbung des Blots mit Coomassie-Brilliant-Blau zu sehen. Der
blaue Saure-Farbstoff dient der quantitativen unspezifischen Darstellung von Proteinen. Da alle
Banden des Blots gleichmafRig blau gefarbt sind, kann davon ausgegangen werden, dass (berall
die gleiche Proteinmenge aufgetragen wurde.
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In den Zelllysaten zeigte sich sowohl beim RI als auch bei Angiogenin keine Veranderung
der relativen Proteinmenge nach 3h Hypoxie im Vergleich zur normoxen Kontrolle (Abb.
35 a+b). In den MV lieRen sich jedoch signifikante Unterschiede zwischen Hypoxie und
Normoxie nachweisen. So ist der relative Angiogeningehalt fast doppelt so hoch wie in
der normoxischen Kontrolle. Auch in MV wurde die Menge an RI nicht beeinflusst. In
den Uberstanden zeigte sich ein ahnliches Bild wie bei den MV. Der Gehalt an RI blieb
unbeeinflusst, wahrend ein - wenn auch nicht signifikanter- Anstieg Angiogenins zu

verzeichnen ist.
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Abb. 35 a+b: Western Blot-Analyse: Erhdhter relativer Angiogeningehalt in MV aus
Mastzellen nach Hypoxie-Stimulation. Abb. 35 a zeigt den relativen Proteingehalt in % aus
Zelllysaten, zell- und MV-freien Uberstand und MV der HMC-1.2.-Zellen nach 3 h Hypoxie
verglichen mit der normoxischen Kontrolle fur den RNase-Inhibitor. Es lasst sich kein
signifikanter Unterschied nachweisen. Abb. 35 b zeigt den relativen Proteingehalt in % fir
Angiogenin. MV = Mikrovesikel, US = Uberstand. Die Daten sind Mittelwerte =+
Standardabweichung. *P < 0,05; n= 3.
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3.6 Stimulation von Makrophagen mit gefarbten Mikrovesikeln

3.6.1 Farbung der Mastzellen und der Mikrovesikel mit CM-Dil

Um die Interaktion zwischen MV und anderen Zellen zu untersuchen sollten MV mit
Fluorochromen gefarbt werden. Hierfur wurde ein Farbstoff (CM-Dil) gewahlt, der sich
in Doppellipidschichten einlagert und somit Membranen markiert. Zunéchst sollte die
Qualitat des Farbstoffes CM-Dil tberprift werden, indem die Membran von Mastzellen
gefarbt wurde (Abb. 36 a). Es zeigte sich eine Einlagerung des Farbstoffs in alle
Doppellipidschichten der Zelle. Im n&chsten Schritt wurden isolierte MV mit CM-Dil

gefarbt. Da MV Membran-umgrenzt sind, konnte die Methode der Membranfarbung von

Zellen auf die Farbung von MV (Ubertragen werden (Abb. 37).

Abb. 36 a-c: Kern- und Membranfarbung der HMC-1.2.-Zellen mit CM-Dil. Bild a zeigt
eine Farbung der Membran der Mastzellen mit dem Farbstoff CM-Dil (rot), Bildb die
Kernfarbung der HMC-1.2. mit DAPI (blau) und Bild ¢ das Overlay der beiden Bilder. Der weil3e
Pfeil weist auf die doppelschichtige Lipidmembran des Zellkerns, die durch eine Anreicherung
des Farbstoffs sichtbar wird. Die Bilder zeigen, dass sich CM-Dil in Phospholipidmembranen
einlagert.

Abb. 37 a+b: Farbung der Membran von MV mit CM-Dil. Die Bilder zeigen die erfolgreiche
Farbung der MV aus Hypoxie-stimulierten HMC-1.2.-Zellen mit dem lipophilen Farbstoff CM-
Dil. Wahrend Bild a eine Aufnahme mit dem konfokalen Mikroskop (63-fache Vergrofierung)
ist, zeigt Bild b einen vergroBRerten Ausschnitt dieser Aufhahme.
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3.6.2 Wechselwirkung zwischen Mikrovesikeln und Makrophagen

Zunéachst sollte die Interaktion zwischen MV und Makrophagen untersucht werden.
Hierfur wurden Makrophagen 2, 8 und 24 h mit CM-Dil-gefarbten MV inkubiert. Es zeigt
sich, dass die MV von den Makrophagen aufgenommen werden (Abb. 38). Bereits nach
zwei Stunden ist unter dem Fluoreszenzmikroskop eine deutlich Aufnahme zu erkennen,
die auch nach 8 oder 24 Stunden kaum gesteigert wurde. Wird die zweistindige
Inkubation der Makrophagen mit MV auf Eis durchgefiihrt, wurden keine MV

aufgenommen. Dies spricht fur eine aktive Aufnahme der MV durch Makrophagen.

A B C D
Durchlicht

E F G H
... 2 h auf Eis I

Abb. 38: Immunhistochemische Farbung: Aufnahme gefarbter MV aus Hypoxie-
stimulierten Mastzellen durch Makrophagen. MV wurden aus dem Uberstand Hypoxie-
stimulierter Mastzellen gewonnen, mit CM-Dil (rot) gefarbt und anschlieend zu ausgereiften
Makrophagen gegeben. Nach einer definierten Zeit wurde der Uberstand entnommen, die Zellen
mit PBS gewaschen und mit 4%iger PFA-L6sung fixiert. Der Kern der Makrophagen wurde
mittels DAPI-Farbung (blau) sichtbar gemacht. Bilder A-D zeigen die Aufnahme der MV nach 2
Stunden. Bild D ist eine Aufnahme der Makrophagen im Durchlicht. Die griine Umrandung
markiert die Zellmembran. Bilder E-H zeigen die Aufnahmen der MV im zeitlichen Verlauf nach
2 h, 8 hund 24 h sowie die Aufnahme auf Eis. Bereits nach 2 h ist die MV-Aufnahme deutlich zu
sehen, wahrend auf Eis keine Aufnahme stattfand.
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4 Diskussion

4.1 Stimulierte Mastzellen setzen Mikrovesikel frei

Die Untersuchungen im Rahmen dieser Dissertation konzentrierten sich auf grof3ere
Vesikel (MV) und konnten zeigen, dass insbesondere Hypoxie, lonomycin und die
Komplementfaktoren C3a und C5a die Bildung von MV durch Mastzellen anregen. Als
besonders potente Stimuli erwiesen sich hierbei Hypoxie und lonomycin, die eine relative
Erhéhung der MV-Anzahl um den Faktor 2,5-3 im Vergleich zur Kontrolle herbeifiihren.
Die bisherige Forschung fokussierte sich nur auf die Untersuchung von Exosomen aus
Mastzellen (Sokos et al. 2001/ Ekstrom et al. 2012/ Lotvall et al. 2007).

Bei den verwendeten Stimuli dieser Arbeit handelt es sich um bekannte Agonisten der
Degranulation der Mastzelle (Dawn et al. 2003/ Puri et al. 2003/ Nilsson et al. 1996).
Daraus lasst sich schliefen, dass die Degranulation und die MV-Bildung parallel
ablaufende Prozesse sind. Damit stellt die Bildung von MV eine weitere interzellulare
Kommunikationsmdglichkeit der Mastzelle dar. Wéhrend Molekdle, die durch Degranu-
lation abgegeben werden, frei vorliegen und eine kurze Halbwertszeit aufweisen, kdnnen
Botenstoffe, die in MV verpackt und vor Proteasen und Nukleasen geschiitzt sind, Uber
verschiedene Wege andere Zellen erreichen (Lawerence et al. 1990/ Mause et al. 2010).
Anders als bei loslichen Agonisten, wie z.B. Histamin, die ihre Wirkung Uber
extrazellulare membranstdndige Rezeptoren entfalten, gibt es fir MV mehrere
Maoglichkeiten der interzelluldaren Interaktion. Zum einen kdnnen MV endozytiert
werden, sodass der komplette Vesikelinhalt in die Zielzelle Gbertragen wird (Faille et al.
2011), zum anderen konnen sie mit der Membran der Zielzelle fusionieren und die
Plasmamembran erganzen (Mause et al. 2010). Einen weiteren Kommunikations-
mechanismus stellt das outside-in-signaling dar, bei dem an die MV-Membran
gebundene Liganden an Rezeptoren der Zielzelle binden (MacKenzie et al. 2001).
Weiterhin besteht die Maoglichkeit, dass MV nach einer gewissen Zeit ihre
Membranintegritét verlieren und ihr Inhalt zu einem spéteren Zeitpunkt an einem von der
Mutterzelle weiter entfernten Ort frei wird und ebenfalls eine Interaktion mit

membranstandigen Rezeptoren von Zielzellen eingeht.
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4.2 Kalzium-Abhéangigkeit der Mikrovesikel-Bildung

4.2.1 Mikrovesikel-Bildung und Mastzell-Degranulation als Kalzium-abhangige

Prozesse

Ein Versuch dieser Arbeit konnte zeigen, dass das Kalziumionophor lonomycin auch in
humanen Mastzellen durch den Influx extrazelluldren Kalziums in die Zelle die MV-
Bildung initiieren kann. Es konnte auBerdem gezeigt werden, dass auch typische
Degranulationshemmer die MV-Bildung inhibieren. Wortmannin greift als PI3K/AKT-
Inhibitor und BAPTA als Ca?*-Chelator in den Ca?*"Haushalt der Zelle ein. Cromolyn ist
als Membranstabilisator bekannt (Abliz et al. 2015/ Bernstein 1985). Damit geben diese
Ergebnisse einen weiteren Hinweis auf die mechanistischen Uberschneidungen der
Degranulation und der MV-Abschnirung. Somit stellen die Degranulation als auch die
MV-Bildung Kalzium-abhéngige Prozesse dar.

Der Anstieg der intrazelluldren Kalziumkonzentration ist fiir die Degranulation der
Mastzelle essentiell. Dabei sind sowohl das endoplasmatische Retikulum als auch
extrazelluldres Kalzium als Quelle notwendig (Beaven et al. 1984/ Hong-Tao et al. 2010).
Die Signaltransduktion startet mit der Aktivierung der Phospholipase C, was zur
enzymatischen Bildung von Inositol-1,4,5-trisphosphat und letztendlich zur Freisetzung
von Ca?" aus intrazellularen Speichern filhrt. Die erhohte Kalziumkonzentration sorgt
nicht nur fur die Freisetzung der Granula mithilfe des soluble N-ethylmaleimide-sensitive
factor-attachment Proteins und Rezeptors (SNAP und SNARE), sondern fuhrt durch die
Aktivierung der Floppase und der Scramblase bei gleichzeitiger Inhibition der Flippase
auch zur Phospholipid-Asymmetrie der Zellmembran. Dies bewirkt eine Externalisierung
von negativ geladenem Phosphatidylserin und stimuliert die Bildung von MV (Beyer et
al. 2010).

4.2.2. Hypoxie als potenter Stimulus der MV-Bildung

Die Ergebnisse, die in Kapitel Nr. 3.2.2. dargestellt sind, beweisen, dass auch die MV-
Bildung durch Hypoxie getriggert wird. Es stellt sich die Frage, warum gerade Hypoxie
einen fir diesen Vorgang potenten Stimulus darstellt. Dass Hypoxie die Degranulation
der Mastzelle initiiert, ist schon langer bekannt (Dawn et al. 2003).
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Der Pathomechanismus des intrazellularen Ca?*-Anstiegs in Mastzellen konnte dem in
ischdmischen Herzmuskelzellen &hneln. Hier bedingt der Sauerstoffmangel eine
verminderte Aktivitat der Atmungskette und damit einen ATP-Mangel. Die Zelle reagiert
darauf mit anaerober Glykolyse und es entsteht Laktat. Die anfallenden Protonen werden
durch den Na*-H*-Austauscher (NHX) eliminiert. Zusétzlich schleust die Na*-K®-
ATPase aufgrund des Energiemangels Na* nicht mehr ad&quat aus der Zelle. Diese beiden
Mechanismen  fllhren zu einem intrazellularen Na*-Anstieg und einer

Membrandepolarisation (Hausenloy und Yellon 2013).
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Abb. 39: Mdglicher Mechanismus der MV-Bildung unter Hypoxie. Die Hypothese ist
angelehnt an den Anstieg des intrazellularen Ca?* unter Ischamie. Die Initiierung der MV-Bildung
konnte durch eine positive Feedbackschleife zu einem weiteren Ca?*-Anstieg filhren. Dabei spielt
MV-assoziierte eRNA eine Rolle. Diese kénnte durch Aktivierung von TACE zur Bildung von
TNF-a flhren, was tUber mehrere Schritte zur Aktivierung des Polyaminstoffwechsels und zum
weiteren Anstieg des intrazellularen Ca?* fiihrt.

Die Depolarisation aktiviert spannungsabhéngige Ca?*-Kanale und es kommt zum Ca?*-

Influx (Mozaffari et al. 2013). AuBerdem fiihrt eine hohe intrazellulare Na'-

Konzentration zur Umkehr des Na*-Ca?*-Austauschers (NCX), sodass Na* aus- und Ca?*

einstromt (Khandoudi et al. 1990). Der Anstieg des intrazellularen Ca?* kann nun zur
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Degranulation und MV-Bildung fiihren. Dabei wird MV-assoziierte eRNA frei und kann
uber Stimulation des Polyaminstoffwechsels im Rahmen eines positiven Feedbacks die
intrazellulare Ca?*-Konzentration weiter ansteigen lassen (Cabrera-Fuentes et al. 2014/
Schliter et al. 2015). Diese konnte erneut die MV-Abschnirung férdern. Abb. 39 gibt
einen Uberblick tiber einen hypothetischen Mechanismus.

Ob dieser Mechanismus zutrifft und auf Mastzellen und die MV-Bildung tbertragbar ist,
musste in weiterfuhrenden Experimenten untersucht werden. Zunachst sollte mittels
Polymerase-Kettenreaktion und Western Blot die Expression der verschiedenen
Transporter und der am Mechanismus beteiligten Proteine analysiert werden. Auch eine
immunhistochemische Farbung dieser Molekule kdnnte einen Hinweis auf die Verteilung
dieser Enzyme und Transporter in Mastzellen geben. Danach sollten die einzelnen
Transporter und Enzyme selektiv gehemmt werden und die jeweilige Auswirkung auf die

MV-Bildung untersucht werden.

4.3 Mikrovesikel-assoziierte eRNA

4.3.1 Mikrovesikel-assoziierte eRNA ist intravesikulare ribosomale RNA

Diese Arbeit konzentriert sich auf ribosomale RNA in MV als eRNA stimulierter
Mastzellen. Ein Ziel dieser Dissertation bestand in der Analyse dieser MV-eRNA. So
konnte gezeigt werden, dass eine positive Korrelation zwischen der Anzahl von MV und
der freigesetzten Menge an eRNA bestand. Demnach bewirkten jene Stimuli, die generell
die Bildung von MV fordern, eine besonders hohe eRNA-Freisetzung. Bei den hier
getesteten Stimuli waren Hypoxie und lonomycin am wirksamsten.

Die meisten Forschungsergebnisse zur Untersuchung von Nukleinsauren in EV aus
Mastzellen fokussierten sich auf mRNA und miRNA. Sie sind u.a. beteiligt am
Reifungsprozess dendritischer Zellen und an der Aktivierung von B- und T-Lymphozyten
(Vukman et al. 2017/ Benito-Martin et al. 2015/ Sokos et al. 2001/ Ekstrom et al. 2012).
Eine Kapillar-Elektrophorese und eine Untersuchung von eRNA-assoziierten Proteinen
mittels Proteomanalyse konnten zeigen, dass es sich bei eRNA um ribosomale RNA
handelt und dass MV ribosomale Proteine, u.a. L11, enthalten (Elsemuller und Tomalla
et al. 2019). Eine Bestatigung dieser Ergebnisse lie} sich durch Immunfluoreszenz-
Féarbungen der MV mit spezifischen Antikorpern gegen rRNA und L11 erreichen. Es
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zeigte sich eine Co-Lokalisation beider Antikorper. Offen blieb jedoch weiterhin, ob die
eRNA den MV aullen angelagert ist oder sich intravesikular befindet. Um dieser Frage
nachzugehen, wurden elektronenmikroskopische Untersuchungen immunhistochemisch
gefarbter MV durchgefiihrt. Dabei konnte gezeigt werden, dass sich MV-eRNA innerhalb
der Vesikel befindet. Dies l&sst sich mit der Tatsache, dass es sich bei MV um
Membranabschnirungen mit Zytoplasmaeinschliissen handelt, vereinen (Mause et al.
2010). Dieses Ergebnis macht folgende Interaktionen von MV-eRNA mit anderen Zellen

maoglich:
/ﬂ\/\ eRNA eRNA eRNA
¢RNA
eRNA
eRNA
1 2 3

MV mit eRNA Zielzelle I Rezeptor

Abb. 40: Interaktion zwischen MV-eRNA aus stimulierten Mastzellen und anderen Zellen.
1. Endozytose: Ganze MV werden von Zellen aufgenommen (Faille et al. 2011). MV-eRNA
befindet sich nun intrazellulér. Dies konnte die Kapazitét der Translation in dieser Zelle steigern.
MYV konnen auch Messenger-RNA (MRNA) enthalten (McVey et al. 2011). Mithilfe von rRNA
kénnte in MV enthaltene mMRNA in Proteine translatiert und in andere Zellen (ibertragen werden.
Damit konnten MV Veranderungen des Proteoms herbeifiihren. 2. Fusion: Die Membran der MV
fusioniert mit der Plasmamembran einer Zelle. Der Inhalt der MV wird in die neue Zelle
abgegeben (Mause et al. 2010). 3. Lyse: MV kdénnen ihre Membranstabilitat verlieren und ihr
Inhalt wiirde frei. eRNA kann nun Uber extrazellulare Rezeptoren, wie z.B. TACE, wirken
(Cabrera-Fuentes et al. 2014).

Obwohl die angewandte Methode der MV-Isolation eine Trennung von Exosomen
herbeiftihren soll, besteht die Mdglichkeit, dass auch Verbande aus Exosomen isoliert
werden. Bei einigen elektronenmikroskopischen Untersuchungen ist es gelungen,

Exosomen darzustellen. Exosomen sind bekannt daftir, dass sie nicht-kodierende RNA,
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v.a. mIRNA, enthalten (Guduric-Fuchs et al. 2012). In den elektronenmikroskopischen
Bildern dieser Arbeit sind Exosomen zu sehen, die an ihre AuBenseite rRNA tragen.
Hierbei kdnnte es sich sogar um Polyribosomen handeln. Exosomen-assoziierte eRNA ist
- anders als MV-eRNA- nicht von einer Membran umgeben und kdnnte daher andere
andere Eigenschaften haben. Unverpackte Exosomen-assoziierte eRNA bzw. freie
Ribosomen konnte ber extrazellulare Rezeptoren, z.B. TACE, wirken (Cabrera-Fuentes
et al. 2014).

4.3.2 Enzymatischer Abbau von MV-assoziierter eRNA ohne Integritatsverlust der

Mikrovesikel

Um die Wirkung von MV-assoziierter eRNA bestimmen zu kdnnen, galt es, die in MV
enthaltene eRNA degradieren zu kénnen, ohne die Integritat der Vesikel zu zerstoren, die
zur Auflésung der Membran und zur Freisetzung des Vesikelinhalts fuhren wirde. Mit
einer Lyse der Vesikel-Membran ginge die urspriingliche Funktion verloren. Die
selektive Wirkung von MV-eRNA Il&sst sich nur dann nachweisen, wenn die
Grundstruktur der MV nach der Behandlung weiterhin bestehen bleibt. Mithilfe von
0,01% Triton-X-100 und RNase A konnte dieses Ziel erreicht werden.

Triton-X-100 ist ein bekanntes nicht-ionisches Tensid, das der Extraktion von Membran-
proteinen und der Permeabilisierung von Membranen, z.B. fiir Transfektionen, dient
(Gennuso et al. 2004/ Rajagopal et al. 2002/ Hipfner et al. 1994). Dass zu hohe
Konzentrationen (> 0,025% Triton-X-100) zur Lyse der Vesikel fiihren wiirden, zeigte
auch die Arbeitsgruppe um Osteikoetxea (Osteikoetxea et al. 2015). Daher musste eine
Triton-Konzentration gefunden werden, bei der RNase ins Innere der MV eindringen
kann, ohne eine Lyse der Vesikel herbeizufiihren. Im Rahmen dieser Vesuche konnte
gezeigt werden, dass die Inkubation der Vesikel mit 0,01% Triton-X-100 die Anzahl der
MV nicht verdndert, die simultane Inkubation mit RNase A aber zu einer signifikanten
Senkung des eRNA-Gehalts fiihrt.

Da RNase die MVV-Membran nach Behandlung mit 0,01% Triton-X-100 passieren kann,
muissen auch andere Molekile bis mindestens 13,7 kDA (entspricht der GroRe von
RNase A) ins Innere der MV gelangen kénnen (Produktinformation RNase A, Thermo
Scientific). Damit kdnnte sich diese Methode auf andere Untersuchungen des Inhalts von
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MV Ubertragen lassen. Es konnten z.B. spezifische Inhibitoren verschiedener Proteine zu
MYV gegeben und damit die biologische Aktivitdt von MV genauer untersucht werden.

Sollte dieser Versuchsaufbau auf MV anderer Zellen Ubertragen werden, sollte beachtet
werden, dass kleinere Proteine MV nach der Behandlung mit Triton-X-100 verlassen
konnten. Mochte man jedoch nur den Einfluss der MV-assoziierten rRNA untersuchen,
sollten nach Behandlung der MV mit Triton-X-100 zundchst elektronenmikroskopische
Untersuchungen auf den intravesikularen Verbleib kleiner Proteine unternommen
werden. Sollten neben der rRNA auch andere Proteine die MV verlassen, konnte die

Wirkung der MV-eRNA nicht isoliert untersucht werden.

4.4 Erhohte Expression von Angiogenin in Mikrovesikeln unter Hypoxie

Untersuchungen tber MV-assoziierte eRNA schliefen die Analyse von RNasen und
RNase-Inhibitor ein. Hierbei wurde Angiogenin - auch RNase 5 genannt - untersucht.
Dabei handelt es sich um ein Protein, das in Mastzellen praformiert vorliegt (Kulka et al.
2009). Neben seiner namensgebenden angiogenen Wirkungen, wird Angiogenin durch
Verénderung der rRNA-Transkription auch eine Rolle bei der Pathogenese der
chronischen Herzinsuffizienz, Proliferation von Tumorzellen und Asthma bronchiale
zugesprochen (Tsuji et al. 2005/ Patel et al. 2008/ Simcock et al. 2008/ Hoshino et al.
2001). Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass Angiogenin sich auch in den MV
stimulierter Mastzellen befindet. Unter Hypoxie l&sst sich mehr Angiogenin in MV
nachweisen.

Dass unter hypoxischen Bedingungen mehr Angiogenin in MV zu finden ist, liegt
vermutlich zum einen an der gesteigerten Expression von Angiogenin unter Hypoxie und
zum anderen an der Bindung des Angiogenins an Aktin (Campo et al. 2005/ Hu et al.
1993). Dass MV Aktin enthalten und Aktin in einer héheren Dichte in Plasmamembran-
Né&he vorliegt, erklart wieso unter Hypoxie mehr Angiogenin in MV zu finden ist
(Muralidharan-Chari et al. 2010/ Clark et al. 2013). Die Arbeitsgruppe um Chen hat
ahnliche Versuche mit MV aus Hypoxie-stimulierten mesenchymalen Stammzellen
durchgefuhrt. Auch hier zeigen die Ergebnisse, dass unter Hypoxie mehr Angiogenin in
MYV enthalten ist, wahrend der Gehalt an Angiogenin in den Zellen nicht stieg. (Chen et
al. 2014).
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Welche Rolle Aktin beim Transport des Angiogenins in die MV hat, misste in weiteren
Versuchen untersucht werden. Abb. 41 stellt den Zusammenhang zwischen Hypoxie und

Angiogenin in MV schematisch dar.
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Abb. 41: Angiogenin (ANG) in MV aus Hypoxie-stimulierten Mastzellen. Unter Hypoxie
entfallt die Sauerstoff-abhangige Hydroxylierung des Hypoxie-induzierbaren Faktors (HIF-1a).
HIF-1o wird nun nicht mehr abgebaut und kann mit dem im Zellkern konsekutiv vorkommenden
HIF-1pB dimerisieren. Als Transkriptionsfaktor aktiviert HIF-1 verschiedene Hypoxie-abhéngige
Gene, u.a. Angiogenin (Metzen et al. 2004/ Lai et al. 2016). ANG weist eine hohe
Bindungsaffinitat zu Aktin auf (Hu et al. 1993). Da Aktin ein Bestandteil der MV ist, wird bei der
Abschnirrung auch vermehrt ANG mitgenommen (Muralidharan-Chari et al. 2010).

MV konnen somit Angiogenin, das in hypoxischem Gewebe vermehrt tber MV
freigesetzt wird, an einen anderen Ort transportieren und damit peripher die Angiogenese
anregen. Angiogenin spielt nicht nur bei der Pathogenese des Tumorwachstums eine
Rolle, sondern z.B. auch bei Endometriose und rheumatoider Arthritis (Suzumori et al.
2004/ Hosaka et al. 1995). Sollte man als therapeutische Option die Inhibition von
Angiogenin in Erwégung ziehen, konnte eine verminderte Wirkung auf die
intravesikulare Lage des Angiogenins zurtickzufuhren sein (Jorfi et al. 2013).

Des Weiteren wurde der RNase-Inhibitor (RI) in MV nachgewiesen. Er schiitzt die RNA
vor ihrer Degradation durch RNasen. Das Gleichgewicht von RNase und RI ist fiir die
Aktivitat der RNasen bestimmend (Dickson et al. 2005).
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Da die Menge von MV-RI unter Hypoxie nicht ansteigt, kann davon ausgegangen
werden, dass MV aus Hypoxie-stimulierten Mastzellen die Angiogenese fordern und
damit an der Pathogenese verschiedener Erkrankungen , wie z.B. der peripheren vas-
kuldren Verschlusskrankheit, beteiligt sind (Burgmann et al. 1996). Durch die die Vesikel
umgebende Phospholipidschicht konnten intravesikular lokalisierte RNasen vor
extravesikularen RI geschiitzt sein (Lawerence et al. 1990/ Mause et al. 2010). Hierbei
ist jedoch zu erwéhnen, dass die ribonukleolytische Aktivitat von Angiogenin gering ist
und die eRNA durch den ebenfalls in den MV vorhanden RNase-Inhibitors vor dem
Abbau geschiitzt ist (Sheng und Xu 2016).

4.5. Mikrovesikel aus Mastzellen und ihre Interaktion mit anderen Zellen

4.5.1 Aufnahme der Mikrovesikel durch Makrophagen

Zur Untersuchung der Aufnahme von MV aus Mastzellen durch Makrophagen wurden
mit dem lipophilen Farbstoff CM-Dil gefarbte MV zu Makrophagen gegeben. Hierbei
zeigte sich, dass bereits nach zwei Stunden eine deutliche Aufnahme der MV erfolgte,
sodass davon ausgegangen werden kann, dass es sich bei der Interaktion zwischen MV
und Makrophagen um einen schnell ablaufenden Prozess handelt. Eine Inhibierung der
MV-Aufnahme bei 4° C gibt einen Hinweis darauf, dass dieser Prozess metabolisch
ablauft. Da es sich bei der Zielzelle um Makrophagen handelt, muss neben den tblichen
Interaktionen zwischen MV und Zelle auch an die Phagozytose gedacht werden. Bei der
Phagozytose handelt es sich um rezeptorvermittelte Endozytose von Bakterien,
Zellfragmenten oder Fremdkorpern (Aderem et al. 1999/ Desjardins et al. 1994). Neben
einer Opsonisierung durch Komplementfaktoren oder Immunglobuline ist auch
Phosphatidylserin ein Signal zur Phagozytose (Hochreiter-Hufford et al. 2013). Da auch
MYV an ihrer Aul3enseite PS tragen, ist die Wahrscheinlichkeit der Phagozytose als eine
Madglichkeit der Interaktion mit Makrophagen sehr grof3 (Beyer et al. 2010). Zu den
Enzymen des Phagolysosoms gehtren Proteasen, Oxidasen und Nukleasen. Diese konnen
MV und ihren Inhalt degradieren und so ihre biologische Wirksamkeit herabsetzen

(Lehrbuch Physiologie Thieme, 6. Auflage).
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4.5.3. Mikrovesikel aus Hypoxie-stimulierten Mastzellen und ihre Wirkung auf
Makrophagen

Makrophagen gehdren zum mononukledren Phagozytensystem und stellen eine
heterogene Zellgruppe dar, die je nach Stimulus und Umgebung sowohl Phénotyp als
auch Funktion anpassen kann (Horwood 2015). Um pathomechanistische Prozesse zu
erforschen, ist es wichtig, die verschiedenen Stimuli und ihre Auswirkungen auf
Makrophagen, z.B. auf ihre Polarisierung, zu kennen.

Zurzeit werden Makrophagen in M1- (klassisch aktivierte) und M2- (alternativ aktivierte)
Makrophagen unterteilt (= Polarisierung) (Hotamisligil 2006). Die klassische Akti-
vierung der Makrophagen erfolgt tber Endotoxine (z.B. Lipopolysaccharide (LPS))
sowie Chemokine (z.B. Interferon y) und flhrt zur Expression proinflammatorischer
Gene. Die alternative Aktivierung wird vor allem durch IL-4 und IL-13 (Gordon et al.
2013) getriggert. Die Funktion der sogenannten M2-Makrophagen ist durch eine hohe
Phagozytoseaktivitat und Beteiligung an der Wundheilung gekennzeichnet. Der Phénotyp
eines Makrophagen ist plastisch und eine Verénderung der Polarisation ist Bestandteil
des Pathomechanismus vieler Erkrankungen (z.B. chronisch entzundliche
Darmerkrankungen oder Adipositas) (Dang et al. 2014/ Li et al. 2017).
Wechselwirkungen zwischen Mastzellen und Makrophagen sind ursachlich an
kardiovaskularen Erkrankungen, Stoffwechselstérungen und Tumorprogression (Xu et al.
2012/ Ribatti 2013). Daher sollte die Expression verschiedener Gene nach der Stimu-
lation der Makrophagen mit MV aus stimulierten Mastzellen erfolgen. Interessante
proinflammatorische Gene wéren hierbei TNFa, IL-1B, IL-6, IL-12, I1L-18 und IL-23
(Martinez et al. 2006). Zu untersuchende antiinflammatorische Gene wéren IL-10 und
Arginase | (Pauleau et al. 2004).

4.5.4 Mikrovesikel und ihre Wirkung auf andere Zellen

Neben der Wirkung von MV und eRNA auf Makrophagen, hat unsere Arbeitsgruppe die
Interaktion mit Endothelzellen untersucht. Hierbei zeigte sich anhand einer erhéhten
Expression von IL-6 und MCP-1 eine proinflammatorische Wirkung der MV auf
Endothelzellen, die vorrangig durch die in MV enthaltene eRNA induziert wird. Des
Weiteren setzen MV-stimulierte Endothelzellen den prokoagulatorischen von-
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Willebrand-Faktor (vWF) aus Weibel-Palade-Korperchen frei (Elsemiller und Tomalla
et al. 2019).

Neben Zellkulturen wurde in einem Ischdmie-Reperfusions-Modell isolierter
Rattenherzen eine Interaktion der MV mit einem ganzen Organ untersucht. Die
groftenteils in den MV enthaltenen eRNA tragt hier TNF-a-abhéngig zum Reperfuisons-
Schaden bei. Der Schaden konnte durch Zugabe von RNase 1 begrenzt werden (Cabrera-
Fuentes et al 2014). Diese Arbeiten zeigen, dass MV-eRNA an der Regulation
immunologischer VVorgéange, die v.a. das kardiovaskuldre System betreffen, beteilig ist.
Zukunftige Forschungen sind nétig, um die genauen Wirkmechanismen von eRNA und

in MV verpackter eRNA auf Endothelzellen und Kardiomyozyten zu klaren.

4.6 Ausblick: Mikrovesikel aus Hypoxie-stimulierten Mastzellen und

Tumorprogression

Da Mastzellen haufig in direkter Nahe von soliden Tumoren zu finden sind, kann von
einer Modulation der Tumorbiologie entweder direkt durch Mastzellen oder durch Inter-
aktionen der Mastzelle mit anderen Zellen ausgegangen werden (Marichal et al. 2013).
Eine Akkumulierung von Mastzellen in Tumoren korreliert mit einer schlechten Prognose
und einer erhdhten Metastasierungsrate bei Melanomen, Prostatakarzinomen, und
Lymphomen (Ribatti et al. 2003/ Nonomura et al. 2007/ Strouch et al. 2010/ Glimelius
2005).

Eine Untersuchung der Interaktion von MV aus Mastzellen und Tumorzellen sollte daher
angeschlossen werden. Einen Hinweis auf einen moglichen Einfluss der MV auf die
Tumorbiologie gibt ein Ergebnis dieser Arbeit: MV aus Hypoxie-stimulierten Mastzellen
enthalten viel Angiogenin. Da die Angiogenese fur das Wachstum solider Tumoren
essenziell ist, ist eine prokarzinogene Wirkung der MV aus Mastzellen nicht
auszuschlief3en. Im Rahmen der gezielten Tumortherapie (auch targeted therapy genannt)
werden u.a. Antikorper zur gezielten Hemmung bestimmter Molekiile eingesetzt. Die
Angiogenese stellt hdufig einen Angriffspunkt in der Therapie von Tumoren dar
(Carmeliet et al. 2000). Dabei handelt es sich um Molekiile, die Tumorwachstum und —

metastasierung férdern (Ellis et al. 2008).
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Spezifische Antikorper gegen Angiogenese-fordernde Molekile kénnten wirkungslos
sein, wenn das Antigen sich innerhalb von MV befindet. Somit missten neue Methoden,
z.B. Immundepletion (Abb. 42). Zur Eliminierung von extrazellularen Vesikeln

herangezogen werden (Moore et al. 2017).
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Abb. 42: Wie proangiogene Molekule der Krebsimmuntherapie entkommen konnten.
Links: Der Antikorper der targeted therapy richtet sich gegen ein spezifisches prokarzinogenes
Molekiil. Es kann nun nicht mehr mit der Tumorzelle interagieren und verliert seine Wirkung.
Mitte: Das Antigen ist durch die Membran des MV vor einer Bindung durch den Antikdrper
geschitzt. Die Immuntherapie ware wirkungslos. Rechts: Um das spezifische Antigen und auch
weitere sich im MV befindende tumorférdernde Molekile trotzdem zu eliminieren, kénnte ein
Antikérper gegen spezifische Oberflachenantigene der MV genutzt werden. Diese wirden dann
zum Abbau der MV und ihrem Inhalt durch das Immunsystem initiieren.



ZUSAMMENFEASSUNG

Mikrovesikel (MV) sind als Abschnirung von Zellen entstehende extrazelluldre, Granula-
ahnliche Membran-umbhiillte Partikel, die zytoplasmatische und transmembrane Molekile der
Mutterzelle enthalten kdnnen. Sie dienen nicht nur als Biomarker bei kardiovaskul&ren und
Entziindungserkrankungen, sondern tragen durch ihre Interaktionen mit Zielzellen (iber
Ligand-Rezeptor Wechselwirkungen und nachfolgende Internalisierung zum Transfer von
z.B. Oberflachenproteinen und genetischem Material als interzelluldares Kommunikations-
system bei. Unsere Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass korpereigene extrazellulare RNA
(eRNA) nach Stimulierung von Mastzellen in MV-assoziierter Form zu finden ist und pro-
inflammatorische Eigenschaften besitzt. In dieser Arbeit wurden diese mit eRNA beladenen
MV stimulierter Mastzellen charakterisiert.

Nach Stimulation von humanen Mastzell-Linien mit verschiedenen Stimulationen bzw. unter
bestimmten Stressbedingungen (u.a. lonomycin und Hypoxie) wurden MV aus den Kultur-
tberstanden isoliert und mittels Fluoreszenz-aktivierter Durchflusszytometrie und anderer
Methoden charakterisiert. Die beobachtete Freisetzung der MV verlief parallel zur Degranu-
lierung der Mastzellen. Die in den Uberstanden der Mastzellen gefundene eRNA (iiber-
wiegend ribosomale RNA) war nicht in freier Form sondern zum gréf3ten Teil in den
Calcium-abhangig gebildeten MV zu finden. Mittels lichtmikroskopischer (Immun-
fluoreszenz) und elektronenmikroskopischer (Immunogold-Markierung) Verfahren wurde
die intravesikulare Lokalisierung der eRNA zusammen mit dem ribosomalen Protein L11
nachgewiesen. Wahrend die in MV eingeschlossene eRNA nicht ohne Weiteres durch
RNasel angreifbar war, fiihrte eine Permeabilisierung der MV mit sehr gering konzentrierter
Detergenslosung (0,01% Triton) und RNasel (ohne die Integritat der MV zu verletzen) zur
Hydrolyse der eRNA. Neben der eRNA enthalten die beschriebenen MV die ribonukleo-
Iytisch kaum aktive RNase5 (Angiogenin), so dass die MV-assoziierte eRNA funktionell
intakt bleibt und z.B. von Makrophagen (THP-1 Zellen) energieabhdngig aufgenommen
wurde.

Die experimentellen Daten dieser Arbeit (Elsemuller AK, Tomalla V et al., FASEB J.
2019;33:5457-5467) zeigen, dass Stimuli der Mastzell-Degranulierung auch eine vermehrte
Absonderung von eRNA tragenden MV bewirken, die z.B. eine funktionelle Aktivierung von
Endothelzellen induzieren. Damit wurde die flr ihre proinflammatorischen Eigenschaften
bekannte, von Mastzellen freigesetzte, MV-assoziierte eRNA hinsichtlich ihrer

Transportform im Entziindungsgeschehen charakterisiert.
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SUMMARY

Microvesicles (MV) are released by budding off from the plasma membrane and represent
extracellular vesicles that are similar to granules. They contain various cytoplasmatic and
transmembrane proteins of their mother cell. On the one hand, MV can be used as
biomarkers of cardiovascular and inflammatory diseases and on the other hand, they are
part of the intercellular communication system by transferring surface molecules and
genetic material to target cells as well as by promoting ligand-receptor interaction with
consecutive internalization. Our group has shown, that after the stimulation of mast cells
self-extracellular RNA (eRNA) can be found aossociated with MV and functions as a
proinflammatory mediator. The focus of this work was to characterize these eRNA
containing MV.

After the exposition of human mast cells to various stimuli (e.g. ionoymcin) or hypoxia,
MYV were isolated from the supernatant. They were then characterized by FACS-analyses
and other methods. The release of MV is a process, which happens in parallel with
degranulation. The eRNA (predominantly ribosomal RNA) found in the supernatant was
mainly enclosed by MV, that were released in a calcium-dependet manner. Electron
microscopy (immunogold labelling) and light microscopy (immunofluorescence) showed
an intravesicular localization of eRNA and its co-localization with the ribosomal protein
L11.Whereas eRNA enclosed by MV was protected from RNase, the addition of a very
low concentration of detergent (0.01% triton X-100) helped to hydrolyze the
intravesicularly located eRNA without lysing the membrane of the vesicles. Moreover,
MV contain an increased amount of angiogenin (RNase 5), which exhibits only little
ribonucleolytic function. MV associated eRNA thus remains intact and is taken up by
macrophages in an energy-dependent way.

The experimental data of this work (recently published: Elsemiller AK, Tomalla V et al.,
FASEB J. 2019; 33:5457-5467 ) demonstrate, that stimuli which induce the degranulation
of mast cells are also able to promote the formation of eRNA carrying MV, that are
functionally activating endothelial cells. These results characterize mast cell derived

proinflammatory MV associated eRNA as a new transfer system in inflammation.
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NUTZUNGSGENEHMIGUNGEN

Abb. 1.: Extrazellulare Vesikel: Mikrovesikel, apoptotische Kérper und Exosomen

Die Abbildung wurde aus dem Artikel von Turturici et al. 2014 entnommen und darf

freundlicherweise mit der Genehmigung von F. Geraci in dieser Dissertation genutzt

werden. Zur Vereinheitlichung der Sprache innerhalb dieser Dissertation erfolgte die

Beschriftung mit &quivalenten deutschen Begriffen.

Quelle: Turturici G, Tinnirello R, Sconzo G, Geraci F. Extracellular membrane vesicles
as a mechanism of cell-to-cell communication: advantages and disadvantages. Am J
Physiol Cell Physiol. 2014;306(7):C621-C633. doi:10.1152/ajpcell.00228.2013

Abb. 2: Transmissionselektronenmikroskopie von EV

Das Bild wurde aus dem Artikel von Osteikoetxea et al. 2015 enthommen und darf

freundlicherweise mit der Genehmigung von ..The Roval Society of Chemistry* in dieser

Dissertation genutzt werden.

Quelle: Osteikoetxea X, Sodar B, Németh A, et al. Differential detergent sensitivity of
extracellular vesicle subpopulations. Org Biomol Chem. 2015;13(38):9775-9782.
doi:10.1039/c50b01451d — Reproduced by permission of The Royal Society of
Chemistry

Abb. 5: Einfluss extrazellularer RNA (eRNA) auf vaskulare Homoostase und

kardiovaskulare Pathologien

Das Bild wurde aus dem Artikel von Zernecke und Preissner 2016 entnommen und darf

freundlicherweise mit der Genehmigung von K.T. Preissner in dieser Dissertation genutzt

werden. Zur Vereinheitlichung der Sprache innerhalb dieser Dissertation erfolgte die

Beschriftung mit &quivalenten deutschen Begriffen.

Quelle: Zernecke A, Preissner KT. Extracellular Ribonucleic Acids (RNA) Enter the
Stage in Cardiovascular Disease. Circ Res. 2016;118(3):469-479.
doi:10.1161/CIRCRESAHA.115.307961
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ABKURZUNGSVERZEICHNIS

°C Grad Celsius

ug Mikrogramm

ul Mikroliter

uM Mikromolar

% Prozent

Abb. Abbildung

BAPTA 1,2-Bis(0-aminophenoxy)ethane-
N,N,N’,N’-tetraacetic acid

BSA Rinderserumalbumin (engl. bovin serum
albumin)

bzw. Beziehungsweise

ca. circa

Ca?* Kalzium

CD Differenzierungscluster (engl. cluster of
differentiation)

CO2 Kohlenstoffdioxid

DAPI 4’ 6-Diamidin-2-Phenylindol

dH20 destilliertes Wasser

DMEM engl. Dulbecco’s modified eagle’s medium

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsaure (engl.
desoxyribonuclein acid)

DNase Desoxyribonuklease

EDTA Ethylendiamintetraacetat

eRNA Extrazellulare Ribonukleinséure

et al. et alteri, lateinisch fiir ,,und die jeweils
anderen*

FACS Durchflusszytometrie (engl. fluorescence
activated cell sorting)

FCS fetales Kélberserum

100




FITC Fluoresceinisothiocyanat

g Gramm oder gravity force
(Erdbeschleunigung g = 9,80665 m/s2)

h hour, englische Abkiirzung fur Stunde

HMC Human mast cell, englisch fir humane
Mastzelle

IgE Immunglobulin E

kDa Kilodalton

I Liter

LPS Lipopolysaccharid

min Minute

MRNA messenger RNA

n Anzahl der Versuche

NaCl Natriumchlorid

NaOH Natriumhydroxid

nm Nanometer

PBS Phosphat-gepufferte Kochsalzlésung
(engl. phosphate buffered saline)

PFA Paraformaldehyd

pH negativer dekadischer Logarithmus der
Protonenkonzentration
einer Losung

PMA Phorbol-12-Myristat-13-Acetat

Poly I:.C Polyribocytidyl-Polyriboinosinsdure

RNA Ribonukleinsaure (engl.ribonucleic acid)

RNase Ribonuklease

rpm rounds per minute, englisch fir
Umdrehungen pro Minute

rRNA ribosomale RNA

SCF Stem cell factor, englisch flr

Stammzellfaktor
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SDS Natriumdodecylsulfat (sodium dodecyl
sulfalte)

TBS Tris-gepufferte Kochsalzlésung (engl. Tris
buffered saline)

TBS-T Tris-gepufferte Kochsalzlosung mit
Tween (engl. Tris buffered saline with
tween)

TEMED Tetramethylethylendiamin

TLR Toll-like-Rezeptor

TNF o Tumornekrosefaktor o

Tris Tris(hydroxymethyl)-Aminomethan

z.B. zum Beispiel
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11 Tabellarische Dartellung der Analyse einer MV-Probe mittels 45
FACS

12 Die meisten Vesikel sind Annexin positiv und 7AAD negativ 45
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