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1 Einleitung

1.1 Der kontraktile Apparat der quergestreiften Muskulatur

Die Kontraktion der Herzmuskulatur ist die Grundlage des Blutkreislaufs im menschli-
chen Korper [91]. Der Blutkreislauf gewéhrleistet durch die Versorgung mit Sauerstoff
und Stoffwechselsubstraten sowie die Entsorgung von Stoffwechselprodukten wie Koh-
lenstoffdioxid den funktionierenden Stoffwechsel aller Organe [157]. Die Herzmuskula-
tur wird zur quergestreiften Muskulatur gezéhlt [91]. Repetetiv und streng strukturiert
angeordnete Myofilamente bilden Myofibrillen innerhalb der Herzmuskelzellen. Die re-
gelmaRige Anordnung der unterschiedlichen Myofilamente erzeugt die im Licht- und
Elektronenmikroskop sichtbare, namensgebende Querstreifung (Z-Linie, M-Linie, I-
Bande, A-Bande, H-Bande, Abb. 1), anhand derer die kleinste funktionelle Einheit einer
Myofibrille, das Sarkomer, abgegrenzt wird [91, 181]. Als Sarkomer bezeichnet man den
Abschnitt einer Myofibrille zwischen zwei Z-Scheiben (Zwischenlinie, Z-Linie). Die Z-
Scheibe liegt in der Mitte der 1-Bande (isotrop, einfachbrechend im Polarisationsmikro-
skop). Im Zentrum des Sarkomers, zwischen zwei 1-Banden, befindet sich die dunkle A-
Bande (anisotrop, doppelbrechend im Polarisationsmikroskop). In der Mitte der A-Bande
zeigt sich eine helle Zone, der H-Streifen (Hensen-Streifen), in dessen Mitte wiederum
eine dunne, dunkle Linie, die M-Linie (Mittelstreifen) verlauft [157]. Die kettenartigen
Myofilamente sind in der Z-Scheibe sowie in der M-Linie verankert und reichen in die
jeweiligen Banden hinein [181]. Die Bandenstruktur ist Ausdruck einer differenzierten

Struktur und Verteilung der Myofilamente innerhalb des Sarkomers.
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Abbildung 1: Schematische Darstellung eines Sarkomers, mit angrenzenden Teilsarkomeren.
Einteilung in Z-Scheibe, M-Linie, 1-Bande, A-Bande, H-Streifen (schwarze Klammern), dicke Filamente
(lila), dinne Filamente (grin). Modifiziert nach: OpenStax, Anatomy & Physiology, Unit 2, Chapter 10.3,
Figure 10.10, The Sliding Filament Model of Muscle Contraction, OpenStax CNX, 3. Aug. 2021,
https://openstax.org/apps/archive/20210713.205645/re-
sources/1463f0ef934552382ad130bf14cd23dd9e1e779a, Creative Commons Attribution License 4.0

1.2 Die Myofilamente

Zwei Typen von Myofilamenten werden unterschieden: Das diinne Filament ist in der Z-
Scheibe, einem strukturgebenden Fasergitter, verankert und reicht tiber die 1-Bande in die
A-Bande hinein, bis zum H-Streifen. Es besteht hauptséchlich aus filamentarem Aktin
(F-Aktin) mit Troponin (Tn)-Komplexen, Tropomyosin und Nebulin (Abb. 2) [91]. Das
dicke Filament hingegen ist in der M-Linie verankert und reicht tiber den H-Streifen in
die A-Bande bis an die 1-Bande heran. Den Grol3teil dieses Filaments bildet Myosin-I11.
Einen kleineren Anteil haben das Myosinbindungsprotein-C (MyBP-C), Titin und Obs-
curin [91]. Dinne und dicke Filamente tberlappen sich so im Bereich der A-Bande [91,
181]. Diese Uberlappung ist Voraussetzung fiir den Myosin-Aktin-Querbriickenzyklus
[91].
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Abbildung 2: Vereinfachte, schematische Darstellung eines dicken (lila) und dunnen Filaments (grun).
Dickes Filament: Besteht hauptséchlich aus zusammengelagerten Myosin-11-Molekiilen, die Myosin Képfe
ragen in regelmaRigen Abstédnden aus dem Filament heraus. Dlnnes Filament: Besteht aus zwei F-Aktin
Ketten, dem die regulatorischen Proteine des Troponin-Komplex sowie Tropomyosin angelagert sind.
Modifiziert nach: OpenStax, Anatomy & Physiology, Unit 2, Chapter 10.2, Figure 10.5, The Sarcomere,
OpenStax CNX, 03. August 2021, https://openstax.org/apps/archive/20210713.205645/resources/
20598ea3ch1cf18c62196a5f93bbe36ala6d246f, Creative Commons Attribution License 4.0

Nach der Filament-Gleit-Theorie [71, 72], gleiten die Myofilamente in einer aktiven, A-
denosintriphosphat (ATP)-abhangigen Bewegung aneinander vorbei, was zu einer Ver-
kirzung des Sarkomers und folglich des gesamten Muskels fiihrt. Dies ist die Grundlage
der Kontraktionsfahigkeit und Kraftentwicklung der quergestreifter Muskulatur und im
Fall der Herzmuskulatur, auch der Pumpfunktion des Herzens [165]. In den folgenden
Kapiteln werden die Struktur und Funktion, der fir den Inhalt dieser Arbeit relevanten,

Myofilamentproteine beschrieben.

1.2.1 Myosin-II

In einem Myosin-I1-Molekul werden sechs Untereinheiten unterschieden, die sich bei De-
naturierung voneinander trennen: zwei identische schwere Ketten (myosin heavy chain -
MHC) sowie insgesamt vier leichte Ketten (myosin light chain - MLC), welche in regel-
rechtem Zustand als Dimere vorliegen [133]. Zusétzlich kann das Molekdl durch enzyma-
tische Verdauung in funktionelle Fragmente gespalten werden, die als Meromyosine be-
zeichnet werden. Hierbei unterscheidet man ein schweres Meromyosin (heavy meromy-
osin - HMM), das eine Kopf- (S1-Subfragment) sowie Hals- oder Scharnierregion (S2-
Subfragment) umfasst, von einem leichten Meromyosin (light meromyosin - LMM), das

einer Schwanzregion entspricht (Abb. 3) [182].
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Abbildung  3:  Vereinfachte, = schematische  Darstellung  eines  Myosin-II Molekils,
bestehend aus zwei schweren Myosin Ketten (lila) und vier leichten Myosin Ketten (orange). Modifiziert
nach: OpenStax, Anatomy & Physiology, Unit 2, Chapter 10.2, Figure 10.5, The Sarcomere, OpenStax
CNX,3.Aug.2021,https://openstax.org/apps/archive/20210713.205645/resources/20598ea3ch1cf18¢c62196
a5f93bbe36ala6d246f, Creative Commons Attribution License 4.0

Jede einzelne schwere Kette bildet am stabférmigen, C-terminalen Ende eine a-helikale
Struktur aus. Zwei schwere Ketten verwinden sich dann erneut (coiled coil, supercoil)
und bilden im Myosinmolekil die Schwanzregion, welche fir die Zusammenlagerung
und Verankerung im dicken Filament verantwortlich ist [133]. Die Schwanzregion geht
in die Halsregion und dann eine N-terminale, globuldre Kopfregion tiber [182]. Der My-
osinkopf ist iiber eine Scharnierregion (,,lever arm*) beweglich [173] und besitzt, in An-
wesenheit von Aktin, eine erhebliche Adenosintriphosphatase (ATPase)-Aktivitat [105].
Unter ATP Verbrauch kann der Myosin-Aktin-Querbriickenzyklus mit Kraftschlag
durchgefuhrt werden, welcher Motor der Muskelkontraktion ist [165]. Die leichten Ket-
ten befinden sich in der Halsregion des Myosinmolekiils, wobei zwei Typen unterschie-
den werden, die essentielle leichte Kette (essential light chain - ELC) und die regulatori-
sche leichte Kette (regulatory light chain - RLC) [96]. Beide Ketten interagieren mit an-
deren Proteinen des dicken Filaments (u.a. cMyBP-C [158]) und sind der Angriffspunkt
von Kinasen, sodass ihnen ein regulatorischer Einfluss auf die Stellung des Myosin-S1
und damit auf Kraftentwicklung und Effizienz des Querbrickenzyklus zugesprochen
wird [96]. Zur Bildung des Myosinfilaments lagern sich schlieBlich viele Myosinmole-
kile im Bereich des LMM bundelartig aneinander. Die beweglichen Myosin Kopfe ragen
hierbei alle 14,3 nm aus der Oberflache des Filaments heraus, wobei der Teil im Bereich
des H-Streifen ausgespart bleibt [55].



1.2.2 Aktin

Das im Sarkomer vorkommende Aktinfilament besteht aus zwei F-Aktin Ketten, die in
Form einer a-Doppelhelix verwunden sind. Die F-Aktin Ketten wiederum bestehen aus
polymerisierten, globuléren Aktin-Monomoren [37, 67]. Das Z-Scheiben Protein CapZ
verhindert die spontane Depolymerisation und Polymerisation der globuléren Aktin-Mo-
nomere im Sarkomer [19]. Jedes Monomer wiederum besteht aus 4 Subdoménen (SD 1-
4) [37]. SD-1 ist fir die ionische Interaktion mit Myosin (S1-Fragment) wéhrend des
Querbrickenzyklus verantwortlich [95]. Die Regulation der Aktin-Myosin-Interaktion
erfolgt unter anderem Uber die Interaktion von SD-3 und SD-4 mit Tropomyosin [81],
sowie die Interaktion der SD-1 und SD-2 mit cMyBP-C [26]

1.2.3 Tropomyosin und der Troponin-Komplex

Tropomyosin ist ein kettenformiges Heterodimer aus zwei Untereinheiten (a, ), ange-
ordnet in einer a-Doppelhelix. Es ist der Aktin-Doppelhelix in einer Rinne (grolRe Furche)
direkt angelagert [129]. Die entscheidende Funktion des Tropomyosins ist die Blockade

und somit Regulation der Aktin-Myosin-Interaktion [112].

Der Troponin-Komplex besteht aus drei Untereinheiten, Troponin C, I, T (TnC, Tnl,
TnT). Er ist dem F-Aktin und Tropomyosin im diinnen Filament angelagert und uber-
nimmt wichtige regulatorische Funktion. TnC fungiert als Calcium Sensor und Transduk-
tor. Tnl inhibiert die Aktivitat der Myosin-ATPase durch Bindung an Aktin. TnT fixiert
alle Teile des Troponin-Komplex untereinander und an das Aktinfilament. Es interagiert
aber auch mit Tropomyosin und halt es in Blockade Position [55]. Der Einstrom von Cal-
cium lonen (Ca?*) in die Muskelzelle, nach entsprechendem Stimulus und Depolarisation
der Zellmembran, ist primarer Ausléser der Kontraktion der quergestreiften Muskulatur.
Die Detektion und Verarbeitung dieses Kontraktionssignals ist Aufgabe des Troponin-
Komplexes. Nach Einstrom in die Zelle bindet Ca?* an TnC. Dies fiihrt zu sequentiellen
Konformationsanderungen im gesamten Troponin-Komplex [13]. Dadurch verringert
sich die Bindungskraft von Tnl an Aktin und die Inhibition der Myosin-ATPase-Aktivitat
lasst nach [55]. Die Bindung von TnT an Tropomyosin wird gel6st, sodass sich Tropo-
myosin umlagert und die Aktin-Myosin Bindungsstellen freigegeben werden [112]. Dann
erst kann der Myosin-Aktin-Querbriickenzyklus mit Kraftschlag erfolgen.



1.2.4 Titin, Obscurin und Nebulin

Neben den oben genannten Bestandteilen sind auch die Proteine Titin und Obscurin am
Aufbau der Myosinfilamente und Nebulin am Aufbau der Aktinfilamente beteiligt. Ver-
einfacht handelt es sich um groRe Strukturporteine, die die Lange, r&umliche Anordnung
und mechanische Stabilitét, aller an der Myofilamentbildung beteiligten Proteine sowie
deren feste Anordnung im Sarkomer, gewahrleisten. Allerdings vermutet man auch dy-
namische, regulatorische Eigenschaften zum Beispiel auf die passive Kraftentwicklung
bei Muskeldehnung [91]. Sie sind hier der Vollstandigkeit halber aufgefuhrt, da sie in
anderen Kapiteln Erwahnung finden.

1.3 Myosinbindungsprotein-C

1.3.1 Entdeckung und friihe Forschungsarbeiten

Von Starr und Offer wurden 1971 Nebenbanden intermediédren Gewichts bei der gelelekt-
rophoretischen Auftrennung einer quergestreiften Skelettmuskelzellaufbereitung von Ha-
sen beschrieben. Eine dieser Banden wurde als C-Protein bezeichnet und es wurde die
Vermutung geduBert, dass eine Beziehung zu Myosin besteht [162]. Es folgten weitere
Untersuchungen, die Hinweise auf die Anordnung dieses Proteins innerhalb des Sarko-
mers, die Struktur und seine Beziehung zu Myosin gaben [27, 115, 128]. Murakami et al.
berichteten 1976 ein entsprechendes Protein in porcinem Ventrikelmyokard nachgewie-
sen zu haben [122]. Weiterhin zeigten Moos et al. 1978, dass das C-Protein in vitro, neben
der Myosinbindungs-, auch eine Aktinbindungsfahigkeit besitzt, sodass auch eine C-Pro-
tein-Aktin-Interaktion im Sarkomer mdglich erschien [114]. Yamamoto und Moos fihr-
ten 1983 vergleichende Untersuchungen von schnellen sowie langsamen quergestreiften
und kardialen Muskelfasern durch. Sie zeigten, dass drei strukturell unterschiedliche Is-
oformen des C-Proteins existieren, die vermuteten Funktionen aber dhnlich seien [185].
In den folgenden Jahrzehnten folgte eine Vielzahl von Arbeiten, welche die Struktur, Lo-
kalisation, Funktionen und pathophysiologische Eigenschaften des MyBP-C genauer be-

leuchteten.



1.3.2 Molekulare Struktur und Lokalisation im Sarkomer

Das cMyBP-C ist ein modular aufgebautes Protein und besteht aus elf globularen, linear
miteinander verbundenen Untereinheiten (Domaénen), die vom Amino-Terminus (N-Ter-
minus) zum Carboxy-Terminus (C-Terminus) mit CO-C10 bezeichnet werden. Die
Doménen CO-C5, C8 und C10 gehdren zur Superfamilie der Immunglobuline (Ig) und
C6, C7 und C9 zur Fibronektin-111 Familie (Fn3) [187]. Sie haben ein Molekulargewicht
von je ca. 10 kDa und eine Abmessung von je ca. 2 X 3 x 4 nm [26]. Das cMyBP-C Ge-
samtmolekail ist so ca. 40 nm lang und 140,8 kDa schwer [26, 42, 99]. Spezifisch fir die
kardiale Isoform sind die gesamte CO-Domane, ein Einschub von 28 Aminoséureresten
in der C5-Doméne, eine kurze Prolin- und Alanin-reiche-Sequenz zwischen den Domé-
nen CO und C1 sowie das sogenannte M-Motiv zwischen Clund C2 [26, 52, 78, 187].
Durch elektronenmikroskopische Untersuchung von Skelettmuskulatur, mit Antikorper-
markierung des MyBP-C, konnte von Craig und Moss 1976 eine regelméRige Banderung
nur im mittleren Drittel der A-Bande, links und rechts der M-Linie (C-Zone) des Sarko-
mers, beobachtet werden. MyBP-C ist dort in Gruppen von zwei bis vier Molekdilen, in
sieben regelméRigen, orthogonalen Streifen auf den Myosinfilamenten lokalisiert, welche
jeweils 43 nm voneinander entfernt sind [27]. Das gleiche Verteilungsmuster wurde in
myokardialen Sarkomeren fir cMyBP-C nachgewiesen, wobei es hier in neun Streifen
angeordnet ist [89, 98]. Die Myosinkopfe liegen jeweils 14,3 nm voneinander entfernt,
sodass MyBP-C auf der Hohe jedes dritten Kopfs zu liegen kommt [27]. Die Bindung
von cMyBP-C an das dicke Filament erfolgt Giber die C-terminalen Doménen (C8-10).
Diese lagern sich axial dem Filament an, wobei der C-Terminus in Richtung M-Linie
weist [89]. Uber Interaktionen von LMM mit C10 [26, 115] sowie Titin mit den Doménen
C8-C10 wird eine stabile Verankerung erreicht [42]. Die Bindung an das Titin ist wahr-
scheinlich fir die intervallartige Verteilung des cMyBP-C verantwortlich. Titin ist im
Bereich der A-Bande aus Serien, sich wiederholender Elemente der Ig- und Fn3-Super-
familie (super repeats) aufgebaut, die 43 nm lang sind und wahrscheinlich als Ger(st fur
die Verankerung des MyBP-C dienen [91, 170]. Die weiter N-terminal gelegenen Domé-
nen (CO0-C7) sind radiar vom Filament abgespreizt [89].



linker

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Domanenstruktur von cMyBP-C.

Ovale: Ig-Doménen, Sechsecke: Fn3-Domanen, M: M-Motiv mit Serin Resten 273, 282, 302, Schwarzer

Balken, C5: C5 Einschub. Modifiziert nach: Lipps, C., et al., N-terminal fragment of cardiac myosin bind-

ing protein-C triggers pro-inflammatory responses in vitro. Journal of molecular and cellular cardiology,
2016. 99: p. 47-56

1.3.3 Protein-Protein-Interaktion des N-Terminus, potentielle Funktion und

Regulation durch Phosphorylierung

Das cMyBP-C erreicht mit dem N-Terminus andere Teile des gleichen, dicken Filaments
aber auch benachbarte diinne Filamente, was zu unterschiedlichen, funktionell entschei-
denden Interaktionen fihrt.

Bei cMyBP-C finden sich im M-Motiv vier Phosphorylierungsstellen an den Serinresten
273,282, 302 und 307 (Maus Sequenz), die Ziel unterschiedlicher Kinasen (Proteinkinase
(PK)-A/C/D, Ca?*-abhangige Calmodulinkinase 11, ribosomale S6-Kinase [5, 61, 144])
sind. Auch in der Prolin- und Alanin-reichen-Sequenz existiert in Position 133 (Maus
Sequenz) ein phosphorylierbarer Serinrest, der das Ziel der Glykogensynthase-Kinase 33
(GSK3p) ist [87]. Im gesunden Myokard und bei ausgeglichener kardialer Beanspru-
chung, zeigt sich eine starke Phosphorylierung des M-Motivs [145]. Mittels molekularer
bildgebender Verfahren (Elektronenspinresonanz-Spektroskopie, TR-FRET, Rasterkraft-
mikroskopie) unter Verwendung rekombinanter COC2- und COC3-Fragmente konnte ge-
zeigt werden, dass die Phosphorylierung zu reversiblen Konformationsdnderungen mit
Biegung des Molekdils in einer Scharnierregion des M-Motivs [24, 135] fuhrt. Man ver-
mutet, dass diese Umlagerung zur Veranderung der Bindungsaffinitaten des N-Terminus
fuhren kdnnte und so ein wichtiger Mechanismus zur Regulation der cMyBP-C-Aktivitat
ist [116].



Interaktion mit Myosin

Neben der bereits in Kapitel 1.3.2 beschriebenen Verankerung am dicken Filament tber
den C-Terminus, interagiert der N-Terminus des cMyBP-C im Bereich des S1-S2-Myo-
sinfragmentlbergangs [60, 163]. Verantwortlich fiir diese Interaktion scheint hauptsach-
lich das M-Motiv zu sein [10]. Diese Bindung soll wie ein Federmechanismus wirken
[65], der die Position des S1-Kopfs verandert sowie seine Beweglichkeit limitiert und so
die Affinitat zu Aktin verringert. In Folge wird der Querbriickenzyklus inhibiert [80]. Bei
in vitro-Versuchen zur Verschiebegeschwindigkeit von einzelnen Aktin- und Myosinpro-
teinen sowie vollstandigen Myofilamenten, zeigt sich in Gegenwart von cMyBP-C eine
geringere Verschiebegeschwindigkeit von Aktin und Myosin gegeneinander [130], pas-
send zur Uberlegung des Federmechanismus. Durch Phosphorylierung im M-Motiv wie-
derum, wird die cMyBP-C Bindung an Myosin-S2 abgeschwacht [146], sodass der S1-
Kopf besser beweglich ist und die Affinitat zu Aktin erhoht ist [117], etwa durch Bs-
adrenerge Stimulation mit folglich erhéhter PK-A-Aktivitat und vermehrte Phosphory-
lierung des M-Motivs [80, 102].

Interaktion mit Aktin und Tropomyosin

Man vermutet, dass die Aktin-cMyBP-C-Interaktion im Bereich der Aktin-SD1 tber das
M-Motiv und die CO-Doméne des N-Terminus des cMyBP-C erfolgt [10, 120, 180], so-
dass sie die Verschiebegeschwindigkeiten von Aktin- und Myosinfilamenten im Saroko-
mer beeinflussen kann [65]. In einem in vitro Sarkomermodell wurde von Previs et al. die
Verschiebegeschwindigkeit von einzelnen, beweglichen Aktinfilamenten zu dicken My-
ofilamenten untersucht. Hierbei konnte eine Herabsetzung der Aktinverschiebegeschwin-
digkeit im cMyBP-C tragenden Abschnitt des dicken Myofilaments gezeigt werden. Die-
ser Effekt war nach enzymatischer Abspaltung des N-Terminus von cMyBP-C nicht mehr
nachweisbar [134]. Wurden diese N-terminalen Spaltprodukte (Fragmente COC1f und
CO0C3) allein wieder zu Aktinfilamenten und isolierten Myosinproteinen hinzugeftigt, war
der Effekt erneut wie im Sarkomermodell nachweisbar [134]. Auch diese Interaktion des
cMyBP-C kann durch Phosphorylierung im M-Motiv reguliert werden. Bei Dephospho-
rylierung zeigte sich eine stérkere, bei Phosphorylierung eine geringere Reduktion der
Aktin-Myosin Verschiebegeschwindigkeit in Folge vermuteter Anderungen der Bin-
dungsaffinitaten des N-Terminus von cMyBP-C [134, 180]. Weiterhin konnte in vitro
gezeigt werden, dass N-terminale Fragmente des cMyBP-C (COC2, COC3) Einfluss auf



die Calciumsensitivitat des dinnen Filaments haben. Tropomyosin wird aus der blockie-
renden Position am diinnen Filament verdrangt. Dies fiihrt bereits bei niedriger Ca?*-
Konzentration zu einer Aktivierung mit Aktin-Myosin-Verschiebung. Bei hohen Ca?*-
Konzentrationen zeigte sich jedoch ein entgegengesetzter Effekt, eine Verringerung der
maximalen Aktin-Myosin Verschiebegeschwindigkeit [120, 121, 138].

Interaktion mit der RLC

Weiterhin zeigt sich eine Interaktion zwischen der RLC und der CO-Domane [137]. In
einer alteren Arbeit wird die Aktivitat der Aktin-aktivierten Myosin-ATPase durch Hin-
zufligen von MyBP-C erhoht, was den Myosin-Aktin-Querbriickenzyklus im Sarkomer
beeinflussen wirde. Dieser Effekt zeigt sich jedoch nicht mehr, wenn die RLC des Myo-
sindimers durch enzymatische Spaltung entfernt wurde [104], was eine Interaktion zwi-
schen MyBP-C und RLC nahelegt [130].

Zusammenfassend vermutet man, dass cMyBP-C die Anzahl der Querbriickenzyklen, die
Kontraktionsgeschwindigkeit und die Kraftentwicklung sowie die Motilitat der dicken
und dinnen Filamente, Uber dynamische Interaktionen mit Myosin-S2, Aktin und die
RLC in einer Ca?*-abhangigen Form, beeinflusst. Diese Interaktionen wiederum sind
durch Phosphorylierung und Dephosphorylierung im M-Motiv reguliert. So entsteht ein
fein regulierter Mechanismus zur Anpassung der Sarkomeraktivitat an den aktuellen phy-
siologischen Bedarf. Der genaue Mechanismus und Beitrag der einzelnen Protein-Protein
Interaktionen hierzu ist Gegenstand laufender Forschung und Diskussion. AbschlieRend
kann man festhalten, dass die Sarkomerfunktion wesentlich von der intakten Funktion
des cMyBP-C abhangig ist. Folglich lassen sich bei Erkrankungen des Myokards, Struk-
tur- und Funktionsveranderungen des cMyBP-C nachweisen [113], die in den nachsten

Abschnitten genauer beschrieben werden.

1.3.4 Genetisch determinierte myokardiale Erkrankungen durch Verande-
rungen im MYBPC-Gen

Mutationen im fir cMyBP-C codierenden MYBPC3-Gen sind Ursache hypertropher Kar-
diomyopathien (HCM) [9, 86], eine der h&ufigsten genetisch determinierten myokardia-
len Erkrankungen mit einer Pravalenz von 1:500 in der Normalbevdlkerung von Nord-
amerika [86]. Hierbei ist cMyBP-C am C-Terminus verkirzt, sodass die Verankerung am

dicken Filament gestort ist. Es kann in der Folge im Sarkomer von erkrankten Patienten
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nur in geringem Mal3e oder gar nicht nachgewiesen werden [86]. Ebenso berichten Lynch
et al., dass bei Versuchen mit transgenen, cMyBP-C(t/t)-Mdusen, die eine MYBC3-
Mutationen besitzen, welche zum vollstdndigen Fehlen von cMyBP-C im Myokard fuhrt,
eine starke proinflammatorischen Reaktion des Myokards beobachtet werden konnte, die

als Ursache einer dilatativen Form der Kardiomyopathie (DCM) vermutet wird [100].

1.3.5 Gradmesser des myokardialen Stresses: Dephosphorylierung und pro-

teolytische Fragmentierung von cMyBP-C

In Myokardgewebe von Patienten mit terminaler Herzinsuffizienz sowie einem Tiermo-
dell der Herzinsuffizienz konnten eine starke Dephosphorylierung von cMyBP-C nach-
gewiesen werden [25, 41]. Interpretiert wird dies als Folge der anhaltenden -adrenergen
Antwort auf die Verringerung des Herzzeitvolumens im Rahmen Herzinsuffizienz, mit
konsekutiver Herunterregulierung der 3-adrenergen Rezeptoren im Verlauf der Erkran-
kung und somit letztlich abgeschwéchter PK-A-Aktivitét [25, 41], sowie erhohter Phos-
phataseaktivitat im erkrankten Myokard [40, 126]. Aus der Verringerung der Phosphory-
lierung resultieren Anderungen der cMyBP-C und Sarkomerfunktion und damit auch eine
weitere Verschlechterung der systolischen Ventrikelfunktion [84]. Weiterhin zeigt sich
auch eine ausgepragte negative Auswirkung auf die diastolische Ventrikelfunktion im

phosphorylierungsdefizienten cMyBP-C Mausmodell [168, 169].

Bei der Erhebung des Phosphorylierungsstatus von Sarkomerproteinen im Gewebe des
rechten Vorhofohrs, bei Patienten mit permanentem Vorhofflimmern im Vergleich zu
Probanden mit Sinusrhythmus, konnte eine verstérkte Dephosphorylierung von cMyBP-
C bei Vorhofflimmern gezeigt werden [39]. Aufféllig war insbesondere, dass der Phos-
phorylierungsstatus von Troponin-1 und des Phospholamban unverandert blieb oder bei

letzterem sogar erhoht war [39].

Bei Untersuchungen von ischdmischem Myokard, in verschiedenen Tiermodellen
(Hund - Ischamie/Reperfusion, Ratte - permanente Ligatur des Ramus interventricularis
anterior (LAD)) [32, 33, 58] sowie bei Patienten mit einer akuten myokardialen Ischdmie
[6], war im Infarktbereich sowie in der Grenzzone zum gesunden Gewebe ebenfalls eine
verstarkte Dephosphorylierung von cMyBP-C im Vergleich zu gesundem Myokard nach-
weisbar [6, 32, 33, 58].
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Es ist daher moglich, dass die fortschreitende Dephosphorylierung des cMyBP-C ein
zentraler Ausdruck und Folge des myokardialen Stresses, unabhdngig von der Genese,
ist. Die damit einhergehende Veranderung der cMyBP-C Funktion kdnnte die Ver-
schlechterung der Sarkomerfunktion sowie der systolischen und diastolischen Ventrikel-

funktion erklaren und ein wichtiger Faktor der Progression der Herzinsuffizienz sein.

Die beschriebene Dephosphorylierung von cMyBP-C fuhrt, im Gegensatz zu anderen
Sarkomerproteinen, zu einer besonders starken Anfalligkeit fiir eine Spaltung durch Pro-
teasen [58, 99, 134]. Der exakte Mechanismus, der zur starken Anfalligkeit fur Proteolyse
des dephosphorylierten cMyBP-C fihrt, bleibt bisher allerdings unklar [6]. Wie andere
Proteine des Sarkomers (a-Actinin, cTnl, cTnT, Desmin, MLC-1, Titin) [35, 73, 174] ist
cMyBP-C hierbei aber Ziel der calciumabhangig aktivierten Cysteinprotease p-Calpain
[6]. Die bei der Proteolyse entstehenden Fragmente bestehen vor allem aus Teilen der N-
terminalen Doménen C0-C4, werden rasch aus dem Sarkomer freigesetzt [32, 33, 134]
und sind auch in der systemischen Zirkulation von Versuchstieren sowie Patienten mit
einer akuten myokardialen Schadigung, etwa einer Ischdmie [57, 58, 85], nachweisbar.
Besonders hervorzuheben, ist das als COC1f bezeichnete, 40 kDa-Fragment, das die Do-
méanen CO-C1 und 17 Aminosauren des M-Motivs (Aminosauren 1 - 271) enthalt [58,
180]. Dieses Fragment weist in vitro mehrere pathophysiologisch interessante Eigen-
schaften auf. Die Transfizierung von COC1f in Kardiomyozyten von Ratten und Méusen
zeigt zytotoxische Eigenschaften, eine Reduktion der kontraktilen Eigenschaften des Sar-
komers (Verkiirzungsgeschwindigkeit, Kraftentwicklung) sowie der Ca?* Sensitivitat so-
wie die bereits beschriebene Reduktion der Aktin-Myosin Verschiebegeschwindigkeit in
in vitro Motilitats Systemen [59, 99, 134, 180]. Witayavantikul et al. konnten in humanem
Myokard diese Effekte reproduzieren. lIhre Arbeit erbrachte deutliche Hinweise darauf,
dass die Verminderung der Kontraktilitat, der Ca?*-Sensitivitat und der Energieeffizienz
der Kontraktion aus einer konstanten Bindung des COC1f an das dinne Filament (F-Ak-
tin, Tropomyosin) und einer hierdurch bedingten Stérung der Aktin-Myosin-cMyBP-C
Interaktion resultiert [183]. Diese Erkenntnisse kdnnten zumindest zum Teil, die kontrak-
tile Dysfunktion des nicht infarzierten Myokards nach einem Myokardinfarkt erklaren
[183]. Bei Uberexpression von COC1f, in einem transgenen Mausmodell kommt es, trotz
Anwesenheit von normal funktionierendem cMyBP-C, zur raschen Entwicklung einer

myokardialen Hypertrophie und Fibrose mit konsekutivem Herzversagen in der 12.-17.
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Lebenswoche. Weiterhin konnte COC1f in Myokardproben von Patienten mit ischami-
scher und nicht-ischamischer, terminaler Herzinsuffizienz nachgewiesen werden [139].
Im Kontext von dilatativen Kardiomyopathien und experimenteller Myokarditis konnten
autoreaktive Antikdrper gegen cMyBP-C und seine Fragmente nachgewiesen werden [78,
101]. Kasahara et al. gelang hierbei sowohl erstmalig die Induktion einer experimentellen
Myokarditis durch Injektion von zwei cMyBP-C-Fragmenten (Aminosauren 205 - 916,
945 - 1270) sowie der Nachweis einer Auto-Antikorperbildung gegen cMyBP-C im
Mausmodell als auch erstmalig der Nachweis von cMyBP-C-Antikdérpern im Serum von
Patienten mit DCM [78]. Matsumoto et al. konnten wiederum durch Injektion vier ver-
schiedener cMyBP-C-Fragmente eine Myokarditis im Rattenmodell erzeugen. Alle Frag-
mente flhrten zu einer Myokarditis. Die schwerste Auspragung wurde jedoch nach In-
jektion N-terminaler Fragmente (Aminoséauren 1 - 323, 317 - 647) beobachtet [109].

Verhindert man hingegen die Dephosphorylierung, durch phosphomimetischen Ersatz
der Serinreste im M-Motiv durch Aspartat im System transgener Mduse, so konnten Sa-
dayappan et al. zeigen, dass cMyBP-C vor Proteolyse durch p-Calpain geschiitzt war so-
wie, im Vergleich zum dephosphorylierten Wildtyp cMyBP-C, eine Reduktion der In-
farktgroRe im Ischamie/Reperfusionsmodell vorlag [146]. Ahnliche Ergebnisse konnten
von der gleichen Arbeitsgruppe, bei Versuchen mit transgenen ACTS(t/t) M&usen, welche
keine Calpain target site im cMyBP-C besitzen und damit keinen Angriffspunkt mehr fir
die Proteolyse bieten, bestatigt werden [6]. Im Tiermodell zur Untersuchung von stunned
myocardium, also Myokard, dessen Pumpfunktion sich nach einer akuten Ischdmie bei
rechtzeitiger Reperfusion wieder erholt [99], zeigt sich ebenfalls eine erhdhte Phospho-
rylierung des cMyBP-C [188]. Eine starke Phosphorylierung des cMyBP-C kdnnte zu-
sammenfassend unabhangig von der zur Verschlechterung fiihrenden Ursache zum Erhalt
der Myokardfunktion, im Rahmen einer Ischdmie zur Verringerung der InfarktgroRe bei-

tragen und so kardioprotektiv wirken [146].

1.3.6 cMyBP-C im klinischen Kontext des Myokardinfarkts

Eine epidemiologische Analyse aus dem Jahr 2016 gibt an, dass in Europa jéhrlich ca.
1,8 Millionen Menschen an den Folgen einer koronaren Herzerkrankung (KHK) verster-
ben [171]. In Deutschland wurden 890/100.000 Einwohnern mit der Diagnose einer ko-
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ronaren Herzerkrankung aus Krankenhdusern entlassen, wobei die durchschnittliche Be-
handlungsdauer in Folge eines Myokardinfarkts bei 10,3 Tagen lag [171]. Dies macht die
enorme Bedeutung der KHK fir die Individualgesundheit sowie das Gesundheitssystem
deutlich [171]. Wenn Herzmuskelgewebe tber das Blut in den Koronargefalen nicht
mehr ausreichend mit Sauerstoff und Nahrstoffen versorgt wird, bezeichnet man dies als
Ischamie. Eine anhaltende Ischdamie l6st bereits nach zwanzig Minuten den subendokar-
dial beginnenden, nekrotischen Untergang der Herzmuskelzellen und damit einen Myo-
kardinfarkt aus [99]. Sowohl der komplette Verschluss eines Koronargeféalies etwa bei
atherosklerotischer Plaqueruptur (Myokardinfarkt Typ 1) als auch die partielle Stenosie-
rung eines KoronargeféaRes durch Atherosklerose oder einen Koronarspasmus, in Kombi-
nation mit erhéhtem myokardialen Sauerstoffbedarf oder systemischer Hypoxamie (Ta-
chykardie, Hypertonie, respiratorische Insuffizienz, Anadmie), kann einen Myokardinfarkt
ausldsen (Myokardinfarkt Typ I1) [167]. Bei Vorliegen einer klinischen Ischamiesymp-
tomatik (Angina pectoris) stehen zur diagnostischen Sicherung eines akuten Myokardin-
farkts unterschiedliche Verfahren zur Verfligung. Im Elektrokardiogramm kénnen di-
verse, nur teilweise spezifische, Veradnderungen (ST-Streckenhebung, Q-Zacke, horizon-
tale oder deszendierende ST-Streckensenkung, T-Negativierung) beobachtet werden
[167]. Die Bestimmung der Konzentration von Muskelenzymen (Creatinkinase) oder Sar-
komerproteinen (kardiale Isoformen des Troponin-Komplexes) im Blutplasma und ins-
besondere deren Konzentrationskinetik bei sequentiellen Blutentnahmen, kann als Surro-
gatparameter einer myokardialen Schédigung herangezogen werden [111]. Weiterhin
kann die Echokardiographie, durch die Erkennung regionaler Wandbewegungsstérungen,
hilfreich sein [167]. Die wichtigste Saule der Diagnostik von Myokardinfarkten, insbe-
sondere derer ohne offensichtliche Veranderungen des Elektrokardiogrammes, ist die Be-
stimmung der Konzentration oben genannter Biomarker im Blutplasma. Im klinischen
Alltag wird bisher die hochsensitive Bestimmung der Bestandteile des kardialen Tropo-
nin-Komplexes (cTnl und cTnT) als Standard angesehen [127, 167]. Es bestehen jedoch
Limitationen in der Beurteilbarkeit von cTnl und cTnT Messungen im klinischen Alltag.
Das Konzentrationsmaximum im Blutplasma wird erst 18 h beziehungsweise 24 h nach
einem Myokardinfarkt erreicht [111]. Es entsteht so ein Problem bei der sehr friihen Di-
agnosestellung von Myokardinfarkten, besonders innerhalb der ersten 3 h nach Symp-
tombeginn, was repetitive Troponin-Bestimmungen notwendig macht [77]. Bis sich er-
hohte cTn-Werte nach einem Myokardinfarkt wieder normalisieren dauert es bis zu zwei

Wochen, was die Diagnose von wiederkehrenden Myokardinfarkten erschwert [111].
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Weiterhin besteht das Problem, dass es in Folge einer Vielzahl von myokardialen Erkran-
kungen zur Freisetzung von Troponinen als Ausdruck einer nicht ischdmisch bedingten
myokardialen Schadigung kommen kann, etwa in Folge tachykarder Herzrhythmussto-
rungen, schwerer oder dekompensierter Herzinsuffizienzen, Lungenarterienembolien mit
Rechtsherzbelastung und Perimyokarditiden [111]. Ebenso kdnnen bei Patienten mit fiih-
rend extrakardialen Erkrankungen wie Sepsis, ischdmischen Schlaganfallen schwerer o-
der dialysepflichtiger Niereninsuffizienz erhohte Konzentrationen von ¢Tnl und ¢cTnT
gemessen werden [111]. Die Interpretation der Messwerte und damit das Erkennen eines
Myokardinfarktes konnen also unter Umstéanden deutlich erschwert sein. Lediglich bei
der Halfte der Patienten, die sich mit ischdmieverddchtigen Symptomen in einer Notauf-
nahme vorstellen und ein erhdhtes cTnl oder cTnT aufweisen, liegt letztlich auch ein
Myokardinfarkt vor [12].

Wie Kaier et al. bemerkten [76, 77], besteht der Bedarf nach einem Wandel des bisherigen
Biomarkerregimes und der Betrachtung moglicher Alternativen. CMyBP-C gilt bereits
langere Zeit als potentieller und spezifischer Biomarker einer myokardialen Schadigung
[58, 74]. CMyBP-C kommt, wie in Kapitel 1.3.2 beschrieben, spezifisch im Sarkomer
des Myokards vor. Weiterhin ist es im Vergleich zu Tnl und TnT in gréfieren Mengen im
Sarkomer vorhanden [74]. Auf zellularer Ebene kommt es wahrend der myokardialen
Ischdmie und auch zu Beginn der Reperfussion in den Kardiomyozten zu einem raschen
Anstieg der intrazellularen Ca?*-Konzentration, tiber die Umkehrung der Na*/Ca?* Aus-
tauscherfunktion. Diese ist Folge des Zusammenbruchs des Energiestoffwechsels, der In-
tegritat der Zellmembran und der Funktion der Na*/K* ATPase, mit konsekutiver Erho-
hung der intrazellularen Na*-Konzentration [73]. Wie in Kapitel 1.3.5 beschrieben, fiihrt
die erhohte intrazellulare Ca?*-Konzentration zur Aktivierung von p-Calpain [73] und
Proteolyse der Sarkomerproteine [35, 73, 174], so auch von cMyBP-C [6, 58]. Im ischa-
mischen Myokard (Infarkt- und Grenzzone) liegt cMyBP-C Uberwiegend dephosphory-
liert vor und ist daher besonders anfallig fir eine Proteolyse [6, 32, 33, 58]. CMyBP-C
und die so entstehenden Fragmente I6sen sich aus dem Sarkomer [32, 33, 134] und sind
im systemischen Blutstrom von Versuchstieren und Patienten mit Myokardinfarkt [57,
58] nachweisbar. Passend zu diesen Ergebnissen, konnten wir, gemeinsam mit der Ar-
beitsgruppe von Prof. Sadayappan [85], zeigen, dass im Myokardinfarkt Tiermodel
(LAD-Ligatur bei Schweinen) cMyBP-C-Fragmente bereits sehr frith (nach 30 min) im

Blutstrom messbar und nach 3 h signifikant gegenliber dem Ausgangswert erhoht sind.
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Im Vergleich zu cTnl und cTnT steigt die cMyBP-C-Konzentration nach Myokardinfarkt
schneller an und féllt schneller wieder ab [85]. Bei Patienten mit hypertroph-obstruktiver
Kardiomyopathie, bei denen durch Alkoholinjektion in einen Coronararterienast eine the-
rapeutische myokardiale Nekrose zur Ablation einer Septumhypertrophie (transkorona-
ren Ablation der Septumhypertrophie - TASH) induziert wurde, war diese rasche Freiset-
zungskinetik reproduzierbar [85]. Baker et al. konnten bei &hnlicher Methodik im Tier-
model sowie nach TASH wund zuséatzlich bei Patienten mit akutem ST-
Streckenhebungsinfarkt ahnliche Ergebnisse erheben [4]. Im Rahmen der APACE Studie
(multizentrische Diagnostikstudie), in die Patienten mit unklaren Thoraxschmerzen zur
weiteren Abklarung im Notaufnahmesetting eingeschlossen werden, konnten Grenzwerte
flr die cMyBP-C-Konzentration im Patientenblut mit ahnlich hoher Sensitivitat, Spezifi-
tat, negativem sowie positivem pradiktivem Wert fir Diagnose und Ausschluss eines My-
okardinfarktes wie bei kardialen Troponinen etabliert werden [77]. Schulte et al. unter-
suchten die Konzentrationen von cMyBP-C, kardialen Troponinen und microRNAs im
Blutplasma von 83 Patienten, die sich mit Brustschmerzen im Krankenhaus vorstellten
[150]. Bei 38 Patienten wurde im Anschluss die Diagnose eines Myokardinfarkts gestellt.
Die Sensitivitat von cMyBP-C fur die Erkennung eines akuten Myokardinfarktes wurde
von den Autoren im Vergleich zu den tbrigen gemessenen Biomarker am hochsten ein-
gestuft [150]. Im Weiteren konnten Kaier et al. zeigen, dass die diagnostische Leistung
flr Bestatigung und Ausschluss eines akuten Myokardinfarktes durch Bestimmung von
cMyBP-C im Blut von 776 Patienten mit ischdmieverdachtiger Symptomatik (Angina
pectoris), der von cTnl und cTnT Messungen nicht unterlegen ist [76]. Besonders frih
nach Symptombeginn (innerhalb der ersten 3 h) ist sie der von ¢cTnT und cTnl Gberlegen,
sodass Myokardinfarkte friiher laborchemisch festgestellt oder ausgeschlossen werden
kdnnen als dies mit der Bestimmung von c¢Tnl und cTnT bisher méglich war [76]. Ein-
schrankend ist zu bemerken, dass zwar bereits eine hochsensitive Nachweismethode fur
cMyBP-C in Blutproben existiert [75, 106], diese aber bisher nicht kommerziell erhéltlich
ist und so nicht in die im Klinischen Alltag angewandten Laborgrof3gerate oder in patien-
tennah eingesetzte Geraten (point of care Systeme) integriert werden konnte [76, 77].
Weiterhin missen die erhoben Grenzwerte der cMyBP-C-Konzentrationen aul3erhalb von
Kohortenanalysen mit ausreichender Patientenzahlen und Studiendesign validiert wer-

den, die eine klinische Routineanwendung begrinden kénnen [76, 77].
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Nach der Diagnosestellung bestehen wichtige therapeutische Schritte aus der medika-
ment6sen Hemmung der Blutgerinnung (Heparin), der Thrombozytenaggregationshem-
mung (unter anderem Acetylsalicylséure, Ticagrelor), der Senkung des myokardialen
Sauerstoffbedarfs (Betarezeptorblocker) sowie der Wiederherstellung des Blutflusses,
durch intravaskul&re-interventionelle (percutaneous coronary intervention - PCI) oder
offen-chirurgische Verfahren (coronary artery bypass grafting - CABG) [141, 164]. Da
der Herzmuskel nur Uber geringe regenerative Kapazitaten verfligt, kommt es in Folge
einer anhaltenden myokardialen Ischdmie mit Infarzierung an dieser Stelle zur Ausbil-
dung einer kollagenen Narbe [44]. Jedes Narbengewebe ist jedoch nur eingeschrankt in
der Lage die Funktion des urspriinglichen Gewebes zu ersetzten, sodass es haufig zu einer
Funktionseinschrankung des Organs kommen kann. Ubertragen auf das Herz und den
Myokardinfarkt bedeutet dies eine umschriebene Einschrankung der Pumpfunktion, je
nach Grol3e des Areals mit Ausbildung einer Herzinsuffizienz [44], was die Notwendig-

keit einer frihen Diagnosestellung unterstreicht.

Zusammenfassend erscheint cMyBP-C ein vielversprechender, sicherer Biomarker zur
Erkennung von Myokardinfarkten zu sein, der aufgrund der raschen Freisetzung ins und
Elimination aus dem Blut insbesondere flr die sehr friihe Diagnostik zum Beispiel im
Rahmen von point of care Messungen in der Notaufnahme, mit besten diagnostischen
Ergebnissen in kombinierter Beurteilung mit cTnl und cTnT Messungen sowie klinischen

Parametern wie Alter, Geschlecht und kardiovaskularen Risikofaktoren, geeignet ist [76].

1.4 Die inflammatorischen Vorgange in Folge einer myokardialen Is-
chamie

Das inflammatorische Geschehen nach einer anhaltenden, myokardialen Ischamie wird
ublicherweise in einem Drei-Phasen-Modell dargestellt, wobei man von einer inflamma-
torischen, einer proliferativen Phase und einer Reifungsphase spricht [21, 45]. Grundsatz-
lich bestehen hierbei speziesspezifische Unterschiede: Etwa benétigen die gennannten
Vorgange in einem menschlichen Herzen etwa acht Wochen, wohingegen murine Herzen
die Phasen in etwa 14 Tagen durchlaufen [66]. Das Drei-Phasen-Modell soll im Folgen-
den kurz dargestellt werden und bezieht sich auf Erkenntnisse im Tiermodell (in der Re-
gel Maus oder Hund). Ob dieses auf den Menschen extrapoliert werden kann, ist letztlich

unklar. Es entspricht jedoch dem aktuellen Stand der Forschung dies anzunehmen.
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1.4.1 Inflammatorische Phase

Der Verschluss eines KoronargefalRes fihrt zum Gberwiegend nekrotischen Untergang
der im Versorgungsgebiet liegenden Kardiomyozyten und zum Abbau der extrazellularen
Matrix [45]. Hierbei werden unter anderem intrazellulare Bestandteile, wie ATP, heat
shock Proteine (HSPs), Ribonukleinsduren (RNA), das intranukledre High-Mobility
Group Protein 1 (HMGB-1), mitochondriale Desoxyribonukleinsduren (DNA), Sar-
komerproteine wie Myosin sowie Abbauprodukte der extrazellularen Matrixproteine
(Hyaluronsdure, Osteopontin, Galektin) in den Extrazellularraum freigesetzt [20, 29,
153]. Man geht davon aus, dass diese Molekiile von Zellen des Herzmuskelgewebes, zu
denen auch Teile des angeborenen Immunsystems gehéren (residente Makrophagen stel-
len ca. 5-10 % aller Zellen des Herzmuskelgewebes [131] dar), als Alarmsignal einer Or-
ganschadigung erkannt werden kdnnen [153]. Man spricht daher bei den genannten Sub-
stanzen in diesem Zusammenhang auch von Alarminen oder danger associated molecular
patterns (DAMPs) [110, 153]. Die Rolle der Sensoren auf der Zelloberflache Gbernehmen
hierbei, Toll-like-Rezeptoren (TLRs) [30, 47, 103], der Rezeptor flr fortgeschrittene Gly-
kierungsendprodukte (RAGE) [2, 21] und der P2X7-Rezeptor [153]. Es erfolgt die proin-
flammatorische Aktivierung der betreffenden Zellen, bei dem der NF-xB-Signalweg zent-
rales Element ist [56]. Folglich kommt es zur Freisetzung der proinflammatorischen Zy-
tokine Interleukin-1p (IL-1B), Interleukin-6 (IL-6), Tumornekrosefaktor-o. (TNF-a) [16,
48, 62, 172] und der Chemokine Interleukin-8 (IL-8) und monocyte chemotactic protein-
1 (MCP-1) [34, 83], wobei offen bleibt, welche Zelltypen in wie grolem Umfang an der
Freisetzung beteiligt sind. Anteil haben Endothelzellen, Kardiomyozyten, Fibroblasten,
residente neutrophile Granulozyten, Makrophagen und Mastzellen [45]. Weiterhin
kommt es zur Aktivierung der Adhdsionsmolekile intercellular adhesion molecule-1
(ICAM-1) und vascular cell adhesion protein-1 (VCAM-1) auf der Oberflache der Leu-
kozyten und Endothelien [79, 136]. Ziel des gesamten VVorganges der Zytokinfreisetzung
und Aktivierung von Adhasionsmolekilen ist es, eine rasche und gerichtete Migration
von frischen Leukozyten aus dem Blutstrom in das geschadigte Areal einzuleiten. Zu-
nachst kommt es hauptséchlich zur Einwanderung von neutrophilen Granulozyten, wel-
che Zelltrummer und zerstorte Teile der extrazellularen Matrix entfernen, diesen folgen
inflammatorische Monozyten, die sich im Gewebe zu Makrophagen differenzieren kon-

nen [172]. Weiterhin kommt es zur Einwanderung von Lymphozyten [20].
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1.4.2 Proliferative- und Reifungsphase

Durch Interaktion der unterschiedlichen Zellpopulationen, kommt es dann zur Abschwa-
chung der initial vorherrschenden proinflammatorischen Einfliisse und einem Ubergang
in die proliferative Postinfarktphase mit der Ausbildung von Granulationsgewebe [44].
Dies wird durch unterschiedliche Mechanismen vermittelt: Die von apoptotischen Gra-
nulozyten freigesetzten Mediatoren Annexin Al und Laktoferrin inhibieren die weitere
Migration von Granulozyten in das Infarktgebiet [14]. Die Phagozytose der apoptotischen
Granulozyten [155, 178] sowie von degradierten Matrixproteinen (Hyaluronséure-Frag-
mente) [69] durch Monozyten und Makrophagen wiederum, steigert die Expression von
inhibierenden, intrazellularen Mediatoren (interleukin-1 receptor-associated kinase-M)
[149], Koder-Rezeptoren fir IL-1p (IL-1R2) [148], Interleukin-10 (IL-10) und Transfor-
ming Growth Factor-f (TGF-B) [31, 172, 191], die in ihrer Gesamtheit eine antiinflamm-
atorische Wirkung vermitteln. Die inflammatorische Aktivitat und die Anzahl der im hei-
lenden Myokard vorhandenen Leukozyten nehmen in der Konsequenz langsam ab. In
diesem Mikromilieu wird die Differenzierung und Aktivierung von Myofibroblasten
mdoglich, hauptsachlich durch die Wirkung von TGF-f [44-46]. Diese produzieren und
sezernieren Matrixproteine, vor allem Kollagen, Fibronektin und Proteoglykane [7, 22],
aber auch Proteinaseinhibitoren (PAI-1 und TIMP-1) [17], und sorgen hierdurch fur die
strukturelle Stabilisierung des Granulationsgewebes. Ebenso beginnt eine stark ausge-

pragte Angiogenese [90, 140].

In der sich anschlieRenden Reifungsphase kommt es Uberwiegend zur Apoptose der zel-
luldren Komponenten des Narbengewebes (Leukozyten, Myofibroblasten) [45], zur stabi-
len Quervernetzung der Kollagenfasern [22] sowie zur Reifung der neuen Blutgefalie

[140] und damit zur langsamen Ausbildung eines stabilen Narbengewebes.

1.4.3 Rolle der Monozyten und Makrophagen im infarzierten Myokard

Nach den neutrophilen Granulozyten wandern Monozyten, aus dem Blutstrom heraus, in
das Infarktareal ein. Dabei geht man von einer phasenhaften Rekrutierung von unter-
schiedlichen Subpopulationen aus dem bestehenden Monozytenpool, dem Milzreservoir
sowie dem Knochenmark [123, 124] aus. Im Mausmodell begeben sich zunéchst, als Ly-
6cM9/CCR2MIN/CX3CR1™ beschriebene Monozyten in das Infarktgebiet. Diese sind

charakterisiert durch eine hohe Expression der Oberflachenproteine des Lymphozyten-
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Antigen-6¢-Komplexes (Ly6c) sowie des CC Chemokinrezeptors Typ-2 (CCR2) [124].
Eng verwandt mit diesem Zelltypen sind beim Menschen die Monozyten mit der Ober-
flachenproteinverteilung CD14"*/CD16 (klassische Monozyten) [38, 118, 152]. Die
Migration dieser Subpopulationen ist in groBem Malie abhangig von MCP-1 und MCP-
3, den Liganden des CCR2 [34, 190]. Klassische humane Monozyten selbst produzieren
hauptséchlich MCP-1 und sind damit der Motor der Monozytenrekrutierung [161]. Zu-
dem besteht eine hohe phagozytische Aktivitdt. Weiterhin zeigen murine Ly6c"9" Mo-
nozyten eine ausgepragte Produktion der proinflammatorischen Zytokine TNF-a, IL-1
und IL-6 und IL-8 [123, 152], was weniger stark flr die klassischen humanen Monozyten
sondern mehr firr die CD14™*/CD16" (intermedidre Monozyten) gilt [161]. Als Teil der
inflammatorischen Phase ist die Aufgabe aller dieser Monozytenpopulationen die Pha-
gozytose von Zelltrimmern sowie der Abbau der zerstorten extrazellularen Matrix und
die Chemotaxis weiterer Leukozyten [20]. AnschlieBend kommt es im Mausmodell zur
Rekrutierung von Ly-6¢'°"/CCR2'°""9/CX3CR1"%" Monozyten. Besonders hervorgeho-
ben werden muss die hohe Expression des CX3C-Chemokinrezeptors Typ-1 (CX3CR1)
[124, 161]. Der CX3CR1-Ligand Fraktalkin gilt als Motor der Rekrutierung dieser Mo-
nozytensubpopulation, die Aufgrund der Expression von IL-10, TGF-$ und vascular en-
dothelial growth factor (VEGF) als reparativ bezeichnet werden kann [21, 123, 124].
Beim Menschen wiederum werden in dieser Phase CD14/CD16™" (nicht klassisch) und
ebenfalls CD14"*/CD16" (intermediare) Monozyten rekrutiert [38, 118, 152]. Sie zeich-
nen sich im Gegensatz zu ihrem Maus-Konterpart durch die Expression von einerseits
proinflammatorischen Zytokinen wie TNF-a und IL-6 [161] sowie andererseits antiin-
flammatorischen Zytokine, wie IL-10 [123, 154], aus. Aufgrund der Mobilisation in in-
flammatorisch aktive Gewebe und des genannten Zytokinprofils kdnnen diese Monozy-
ten auch als inflammatorisch bezeichnet werden. Sie modulieren und steuern die initial
pradominant inflammatorische Reaktion und bahnen den Ubergang in die proliferative
Phase der Infarktheilung [20]. Die Rekrutierung dieser Subpopulation fallt insgesamt je-
doch schwach aus [38]. Erganzend sei aber erwahnt, dass eine Arbeit von Hilgendorf et
al. [64] die Frage nach einer Uberarbeitung, des oben beschriebenen Modells der phasen-
haften, sequentiellen Mobilisierung zweier Monozytensubpopulationen aufwirft. Dem-
nach konnen bei Nrdal” Mausen, die keine Ly-6¢'®¥ Monozyten im peripheren Blut aus-
bilden, dennoch Ly-6¢' Makrophagen im infarzierten Myokard nachgewiesen werden.
Die Schlussfolgerung hieraus ist eine lokal ablaufende Konversion von eingewanderten

Ly-6¢M9" in Ly-6¢Y Monozyten mit anschlieRender Differenzierung in Makrophagen
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[64]. Der Hypothese der lokalen Konversion der Subpopulationen auf dem Boden der
eingewanderten klassischen Monozyten (Ly6c"9" und CD14**/CD16°) wird eine Bedeu-
tung neben oder teilweise sogar Anstelle der phasenhaften Rekrutierung eingeraumt, wo-
bei zu bedenken ist, dass diese Beobachtungen aus einem Mausmodell stammen [70, 82,
161]. Nach Migration in unterschiedlichste Gewebe differenzieren sich Monozyten, ab-
hangig vom Macrophage colony-stimulating factor (M-CSF), zu Makrophagen, so auch
im infarzierten Myokard [49]. Subpopulationen finden sich auch hier: Typischerweise
erfolgt die Einteilung in klassisch (M1) und nicht klassisch aktivierte (M2) Makrophagen,

mit sich unterscheidenden Phanotypen [172].

M1 entspricht einem inflammatorischen und zytotoxischen Phénotyp, mit Expression ent-
sprechender Zytokine wie TNF-a, IL-1, IL-6 und IL-23 sowie Produktion direkt zytoto-
xisch wirkender Substanzen wie reaktive Sauerstoffspezies (ROS) und Stickstoffmono-
xid (NO) (Abb. 5) [118, 152, 172]. Die M1-Aktivierung erfolgt tiber IFN-y, welches von
aktivierten Tu1-Zellen gebildet wird, TNF-a, welches autokrin wirken kann oder von an-
deren antigenprésentierenden Zellen gebildet wird und iber TLR-Liganden wie Lipopo-
lysaccharide gramnegativer Bakterien (LPS), HMGB-1 und HSPs [118]. Der M2-Phéano-
typ hingegen zeichnet sich durch eine hohe Phagozytoseaktivitit aus. In diesem Sinne
zeigt sich eine hohe Expression des Mannose Rezeptors-C Typ-1 (MRC-1), der fur die
Endozytose von Glykoproteinen, die etwa auf der Oberflache von pathogenen Keimen
vorkommen, verantwortlich ist [159, 160]. Weiterhin ist die Expression antiinflammato-
rischer Mediatoren wie 1L-10, dem IL-1R2, des IL-1-Rezeptorantagonisten und des Zy-
tokins TGF-p erhoht, welche antiinflammatorische aber auch profibrotische Wirkungen
entfalten [11, 36, 118, 152, 186]. Weiterhin bilden sie wichtige proangiogenetische Fak-
toren wie den platelet derived growth factor-g (PDGF), insulin like growth factor (IGF)
und den VEGF [54]. Zudem exprimiert der M2-Phanotyp in hohem MaRe das Enzym
Arginase-1 (ARG-1), welches L-Arginin zu Harnstoff sowie L-Ornithin abbaut und so
der NO-Produktion durch die NO-Synthase (NOS) den Ausgangsstoff entzieht und so
ebenfalls antiinflammatorisch wirkt [166, 172]. Die M2-Aktivierung erfolgt Uber Zyto-
kine IL-4 und IL-13, die von aktivierten Tn2-Zellen gebildet werden [152]. Die Funktio-
nen des M2 Phéanotyps liegen also zusammenfassend im Bereich der Regulation, zum
einen der Inflammation und Narbenbildung zum anderen des Gewebeumbaus und der
Angiogenese (Abb. 5) [118, 152].
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Abbildung 5: Zusammenfassende, schematische Darstellung des M1- und M2-phénotypischen Zytokin-

profils und die daraus resultierende Wirkung im Gewebe.

Modifiziert nach: Ju, C. and Mandrekar, P., Schematic representation of macrophage plasticity and its
involvement in tissue injury, 03. August 2021, https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/e/e9/
Schematic_representation_of macrophage_plasticity_and_its_involvement_in_tissue_injury.png, Crea-
tive Commons Attribution-ShareAlike 4.0 International

Die molekularen Mechanismen, die zur Veranderung der Expressionsprofile und damit
zur Differenzierung in unterschiedliche Subpopulationen im Infarktareal fuhren sind
komplex und die jeweiligen Ausldser nicht vollstandig aufgeklart [152, 172]. Die Pha-
gozytose apoptotischer Granulozyten, scheint ein antiinflammatorisches Programm in
Makrophagen mit der Expression von IL-10 und TGF-B zu induzieren und essentiell fiir
die Dampfung der inflammatorischen Reaktion nach Gewebeschédigung, wie zum Bei-
spiel einem ischdmischem Myokardschaden, zu sein [155, 178]. Weiterhin scheint die
Expression des Zellkern Hormon Rezeptors Nr4al einen wesentlichen, inhibierenden
Einfluss auf das Ausmal der von Monozyten und Makrophagen gesteuerten, inflamma-
torischen Reaktion zu haben [64]. Die Einteilung in diese zwei Subtypen (M1 vs. M2)
wird zwar als stark vereinfacht angesehen [44], eignet sich jedoch gut, um die phanoty-
pischen Extreme zu beschreiben. Wahrscheinlicher erscheint die Vorstellung, dass sich
viele verschiedene Subtypen (M1-&hnlich, M2-&hnlich) entwickeln, die zwischen den
beiden oben beschriebenen Extremen liegen und eine hohe Plastizitat besitzen [118]. Ge-
genstand weiterer Forschung ist daher, wie diese Phanotypen beschaffen sind, ob etwa

reparative, regenerative [3, 88] oder kardioprotektive [28] Phanotypen, im Infarktgebiet
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existieren oder sich dort, im experimentellen Setting, ausbilden lassen. Abschlie3end
bleibt festzustellen, dass Monozyten und Makrophagen eine zentrale, regulatorische
Rolle im komplexen, inflammatorischen Geschehen nach einem Myokardinfarkt spielen,

die bisher nicht vollstdndig ausgeleuchtet werden konnte.

1.4.4 Cardiac remodeling

Es gilt die Auffassung, dass das Gleichgewicht zwischen Inflammation, Antiinflamma-
tion und profibrotischen Einfliissen zu einem grofRen Teil die Qualitat der physiologi-
schen Narbenbildung nach einem ischamischen, Myokardschaden bestimmt, sodass ein
optimaler Ablauf zur Ausbildung einer auf das infarzierte Gebiet begrenzten, stabilen
Narbe flhrt (cardiac remodeling) [23, 123]. Storungen des beschriebenen Prozesses, wie
zu starke, zu schwache oder angrenzende, gesunde Gebiete des Myokards betreffende,
myokardiale Umbauvorgénge sind pathologisch (adverse cardiac remodeling) und stéren
die Integritat und Funktion des Myokards [23]. Aus UberschieBenden, raumlich unkon-
trollierten Umbauvorgangen resultieren langfristige Folgeerscheinungen eines Myokard-
infarktes wie Ventrikeldilatation, -hypertrophie, -fibrose und letztlich eine Einschran-
kung der Ventrikelfunktion sowie eine Herzinsuffizienz. Aus einer unzureichenden Nar-
benbildung andererseits resultieren Ventrikelrupturen und die Ausbildung von Ventri-
kelaneurysmen [23, 44].
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2 Ziel der Arbeit

Das cMyBP-C ist zentraler Regulator der Sarkomerfunktion, wobei die Regulation tber
Protein-Protein-Interaktionen erfolgt. In unterschiedlichen Tiermodellen und in der Folge
beim Menschen, konnte gezeigt werden, dass sich die Phosphorylierung des cMyBP-C
bei unterschiedlichen myokardialen Erkrankungen verandert und damit die Funktion so-
wie Stabilitat des Proteins beeinflusst wird. In Zusammenhang mit einer myokardialen
Ischdmie und dem anschlieBenden nekrotischen Zelluntergang, kommt es, in Folge der
Dephosphorylierung und p-Calpain abhéngigen Fragmentierung, zur Freisetzung der
cMyBP-C-Fragmente in den extrazellularen Raum sowie in die Blutzirkulation. Die frei-
gesetzten Fragmente haben negative Einflusse auf die myokardiale Funktion, ebenso wer-
den zytotoxische Effekte beschrieben. Weiterhin konnte ein immunogenes Potential ein-
zelner Fragmente von cMyBP-C, im Sinne der Induktion einer experimentellen Autoim-
munmyokarditis sowie Auto-Antikorperbildung bei DCM, gezeigt werden. Die rasche
Freisetzung nach ischamischer, myokardialer Zellschadigung sowie das immunogene Po-
tential veranlassten uns dazu die Rolle der cMyBP-C-Fragmente wahrend des immuno-
logischen Geschehens, welches dem Myokardinfarkt unmittelbar folgt, zu untersuchen.

Hierbei sollten folgende Fragen beantwortet werden:

1) Beeinflusst die Exposition mit N-terminalen Fragmenten des cMyBP-C die Transkrip-
tion und Expression inflammatorischer und antiinflammatorischer Gene bei Makropha-

gen, im in vitro-Mausmodell?

2) Léasst das erhobene Expressionsprofil eine Einordnung in das polare Aktivierungsmo-

dell von Makrophagen (M1- und M2-Aktivierung) zu und welche Aktivierung liegt vor?

3) Konnen die Erkenntnisse aus dem Mausmodell, unter Verwendung von Monozyten, in

einem humanen in vitro-Modell nachvollzogen werden?
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3 Methoden

3.1 Arbeitsvorschriften

Zu Beginn der Arbeit wird der Abzug der Sicherheitswerkbank eingeschaltet und das Ar-
beitsfenster bis zur vorgegebenen Maximalstellung ge6ffnet. Es werden Nitrilhandschuhe
angelegt und diese sowie die Arbeitsflache, Pipetten und Stander entsprechend gereinigt.
Dann wird Uberprift ob alle Verbrauchsmaterialien in ausreichender Menge vorhanden
sind. Die Sicherheitswerkbank bleibt bei eingeschaltetem Abzug fiir 30 min unbenutzt,
um ein moglichst steriles Arbeitsumfeld zu erzeugen. Im Allgemeinen wird im sterilen
Raum der Sicherheitswerkbank mdglichst vorsichtig und langsam gearbeitet. Wéhrend
der Vorbereitungszeit werden die zu bearbeitenden Proben und alle benétigten Geréte,

Gefélle und Losungen bereitgestellt und je nach Herstellerangaben gelagert.

3.2 Generierung der cMyBP-C-Fragmente

Die rekombinanten N-terminalen cMyBP-C Proteinfragmente (CO, CO-L, COC1, COC1f,
C0C2) werden mittels pET-Expressionssystem (Novagen, San Diego, Kalifornien, USA)
wie bereits zuvor beschrieben [59] hergestellt und wurden uns von Herrn Prof. Sadayap-
pans Labor (Department of Internal Medicine, Heart, Lung and Vascular Institute, Car-
diovascular Center, University of Cincinnati College of Medicine, Cincinnati, Ohio,
USA) zur Verfugung gestellt. Die fiir die CO, CO-L, COC1, COC1f und COC2 Proteinfrag-
mente kodierende complementary DNA (cDNA) wird jeweils einzeln in einen pET-
28a(+) Expressionsvektor kloniert. Der N-Terminus jedes Fragments ist dabei mit einem
6x-Histidin-Tag (His-Tag) markiert. Mittels DNA-Sequenzierung wird die erfolgreiche
Klonierung nachgewiesen (ACGT, Inc. Wheeling, Illinois, USA). Die Plasmide werden
dann in den Escherichia coli (E. coli) Expressionsstamm BL21 (DE3) (Katalog-Nr.:
C6010-03, Invitrogen, Schwerte, Deutschland) transformiert, welcher das Gen fiir die T7-
RNA-Polymerase, unter einem Isopropyl-p-D-thiogalactopyranosid (IPTG; Katalog-Nr.:
10724815001, Roche, Indianapolis, USA) induzierbaren Promoter, enthélt. Durch SDS-
PAGE und Western Blotting wird dann die Expression der rekombinanten Proteinfrag-
mente bestatigt. Zur Herstellung grofRer Mengen der einzelnen Proteinfragmente werden
500 ml LB-Medium mit 1 % E. coli BL21-Zellen des jeweiligen Klons beimpft und fir
12 h bei 37 °C bis zu einer optischen Dichte (ODsoo) von 0,6 inkubiert. Es erfolgt dann
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die Zugabe von 1 mM IPTG mit anschlieBender Inkubation fir 5 h. AnschlieBend werden
die Zellen fir 30 min bei 4000 x g und 4 °C abzentrifugiert. Die Aufreinigung der expri-
mierten Proteinfragmente erfolgt mittels Affinitdtschromatography auf einer Nickel-Nit-
rilotriessigsaure-Agarose-Matrix (Katalog-Nr.: 1018244, Qiagen, Hilden, Deutschland).
Die His-Tags der Proteinfragmente werden hierbei durch die immobilisierten Nickelio-
nen gebunden. AnschlieRend werden die Proteinfragmente gegen 5 | 1x Phosphate buffe-
red saline (PBS) (Katalog-Nr.: IB70166, MidSci, Valley Park, Missouri, USA) dialysiert,
wobei eine Dialysemembran mit 15 kDa Grenzwert (Katalog-Nr.: 132124, Spectrum La-
boratories, Rancho Dominguez, Kalifornien, USA) genutzt wird. Die Bestimmung der
Proteinkonzentration erfolgt nach Bradford (Katalog-Nr.: 500-0205, biorad, Hercules,
Kalifornien, USA). Die Qualitat der generierten, rekombinanten Proteinfragmente wird
mittels Western Blotting, unter Verwendung von bereits etablierten Antikdrpern gegen
die cMyBP-C Doménen 2-14 [25, 183] sowie gegen das N-terminale 6x-His-Tag (Kata-
log-Nr.: 11922416001, Sigma Aldrich) tberpruft.

3.3 Gewinnung von murinen bone marrow-derived macrophages
(BMDM)

3.3.1 Gewinnung von Knochenmarkzellen der Maus

Die Tiertdtungen und Organentnahmen wurden ausschlie3lich von Mitarbeitern des Max-
Plank-Institutes fur Herz- und Lungenforschung (Bad Nauheim) durchgefuhrt, die im
Umgang mit Versuchstieren ausfihrlich geschult und erfahren sind. Alle Tierversuche
erfolgten nach Genehmigung durch die dafir zustandige Behorde (Regierungsprasidium
Darmstadt, Hessen, AZ B2/312). Die Unterbringung der Tiere erfolgte in der Versuchs-
tieranlage des Max-Plank-Institutes fur Herz- und Lungenforschung (Bad Nauheim) in
dafiir vorgesehen K&figen mit einem konstanten 12 h Tag-Nacht-Rhythmus und uneinge-
schrankter Erndhrung. Bei der Tierhaltung wurde auf gréfitmogliche Keimfreiheit geach-
tet. Es wurden C57BL/6 Wildtyp Mduse beider Geschlechter verwendet, die zum Zeit-
punkt der T6tung etwa zehn Wochen alt und 20-25 g schwer waren. Nach Erreichen einer
ausreichend tiefen Narkotisierung durch ein Isofluran-Luft-Gemisch (5 % Forene) in ei-
ner Narkosekammer, wird der Tod der Versuchstiere durch Luxation der Halswirbelsaule
herbeigefiinrt. Durch Uberpriifung der Atembewegung, des Herzschlages und der Mus-

kelspannung wird der Todeseintritt sicher festgestellt und erst danach mit den weiteren
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Arbeitsschritten fortgefahren. Zundchst werden die Versuchstiere zur Desinfektion mit
80 % Ethanol bespriht. Dann erfolgt, durch scharfe Préparation mit Hilfe einer Schere,
die Entfernung der Haut des Hinterlaufs von proximal nach distal. Der Ful3 wird gemein-
sam mit der préparierten Haut entfernt und verworfen. AnschlieRend wird der Hinterlauf
abgetrennt, indem der Huftknochen proximal des Huftgelenks durchtrennt wird. Danach
wird der Oberschenkelknochen, durch Préparation mit Schere und Pinzette, von Unter-
hautfettgewebe und Muskeln befreit. Danach erfolgt, mit Hilfe einer Schere, die Abtren-
nung der Ubrigen Knochen im Hift- und Kniegelenk, sodass der Oberschenkelknochen
allein verbleibt. Nun wird der Markraum durch Entfernung der proximalen und distalen
Epiphysen eroffnet. Man setzt eine 26 G Kanlle auf eine sterile 5 ml Spritze und zieht
damit 5 ml eisgekuhltes 1x PBS auf. Der Markraum wird nun mit 2-5 ml 1x PBS durch-
spult und die zellhaltige Flussigkeit in einem 50 ml Zentrifugenréhrchen aufgefangen.
Um Zellaggregate aus der Zellsuspension zu entfernen wird diese erneut mit einer 5 ml
Spritze aufgenommen, auf einen Zellfilter (70 um Porengrdf3e) gegeben und im gleichen
Réhrchen aufgefangen. AnschlieRend erfolgt zur Reduzierung der Verunreinigung mit
Erythrozyten ein Zelllyse mit 1x Lyse-Puffer. Dazu wird 1 ml des Lyse-Puffers zur Zell-
suspension pipettiert und fir 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Beendigung des
Lysevorgangs erfolgt durch Hinzufligen von 2 ml 1x PBS. AnschlieRend erfolgt eine

Zentrifugation fur 10 min bei 400 x g und Raumtemperatur.

3.3.2 Differenzierung von Stammzellen zu Makrophagen

Die Differenzierung von Makrophagen aus Stammzellen des Knochenmarks der Maus
(bone marrow-derived macrophages) basiert auf der Methode von Warren und VVogel aus
dem Jahre 1985. Hierbei wird durch Zugabe von M-CSF zu Stammzellen aus dem Kno-

chenmark, die Differenzierung zu Makrophagen erreicht [179].

Der Uberstand der zentrifugierten Zellsuspension wird mit Hilfe einer Pasteurpipette ab-
gesaugt und verworfen. Das Zellpellet wird in 1 ml des vorbereiteten Zellkulturmedium-
1 (Kap. 10.7) aufgenommen. Dann erfolgt die Zellzahlung in einer Neubauer Zahlkam-
mer. Hierfir werden 10 pl der erhaltenen Zellsuspension zwischen das Deckglas und die
Kammer gegeben. Es werden alle vier Quadranten der Kammer, a 16 Kleinquadrate, aus-

gezéahlt. Die Berechnung der Gesamtzellzahl der urspriinglichen Isolationssuspension er-

Zellzahl aller vier Quadranten
Formel2 ” <

folgt nach der * 10% *
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Volumen Isolationssuspension [ml] = Gesamtzellzahl. AnschlieRend wird so viel
Zellkulturmedium hinzugefiigt, dass eine Zellkonzentration von 4x10%ml erreicht wird.
Danach werden 10 ml Zellsuspension auf 10 cm Zellkulturschalen verteilt. AnschlieRend
erfolgt die Zugabe von 1 pl/ml M-CSF zur Einleitung der Zelldifferenzierung. Nun wer-
den die Zellkulturschalen in den Inkubator gebracht und dort bei 37 °C, 100 % Luftfeuch-
tigkeit und 5 % Kohlenstoffdioxid-Gehalt (CO>) inkubiert. Nach 3 Tagen Inkubation er-
folgt pro Zellkulturschale die Zugabe von 5 ml frischen Zellkulturmediums und 5 pl M-
CSF. Die Zellen werden weiter inkubiert, bis sie zu ca. 80 % konfluent sind (ca. nach
7 Tagen). Sie werden dann auf 6-Well Platten passagiert. Zur Passagierung wird vorsich-
tig das Zellkulturmedium abgesaugt und verworfen. Zum Entfernen nicht adharenter Zel-
len erfolgt die Zugabe von 5 ml 1x PBS. Nach mehrfachem durchspulen der Zellkultur-
schalen wird die Flussigkeit abgesaugt und verworfen. Die Abldsung der adharenten Zel-
len (BMDM) erfolgt durch Zugabe von 5 ml Losungs-Puffer (Kap. 10.7) je Zellkultur-
schale und eine Inkubation fir 10 min im Inkubator. AnschlieRend werden den Zellkul-
turschalen jeweils 5 ml Zellkulturmedium-2 (Kap. 10.7) hinzugefugt und die Fllssigkeit
mehrfach auf und ab pipettiert, um die Zellkulturschalen grundlich zu spilen und die
Zellen zu resuspendieren. AnschlielRend wird die Zellsuspension in ein 50 ml Zentrifu-
genroéhrchen uberfiihrt und fur 10 min bei 400 x g und Raumtemperatur zentrifugiert. Der
Uberstand wird mit Hilfe einer Pasteuerpipette abgesaugt und verworfen. Das Zellpellet
wird in 1 ml Zellkulturmedium-2 resuspendiert und anschlieBend in die benétigte Ge-
samtmenge Zellkulturmedium aufgenommen. Hiervon werden je 12 ml auf eine 6-Well

Platte ausgebracht.

3.4 Invitro Stimulation von murinen BMDM

Die wie in Kapitel 3.3.2 aufbereitete Zellsuspension wird nun auf die 6-Well Platten ver-
teilt, wobei jedes Well mit 2 ml beftllt wird. Die 6-Well Platten werden vorsichtig ge-
schwenkt, um eine gleichmaRige Verteilung der Zellen zu erreichen. Anschlielend wer-
den die Zellen mit cMyBP-C-Fragmenten (CO, CO-L, COC1, COC1f, COC2; Abb. 6) oder

murinem cTnl in einer Konzentration von 500 ng/ml behandelt.
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Abbildung 6: Schematische Darstellung der rekombinanten cMyBP-C-Fragmente.

COC1f besteht neben der CO, Linker und C1-Doméne aus den ersten 17 Aminoséuren des M-Motivs. Mod-
ifiziert nach: Lipps, C., et al., N-terminal fragment of cardiac myosin binding protein-C triggers pro-in-
flammatory responses in vitro. Journal of molecular and cellular cardiology, 2016. 99: p. 47-56

Als negative Kontrollsubstanz wird ein &quivalentes VVolumen 1x PBS verwendet. Als
positive Kontrollsubstanz dient LPS von E. coli in einer Konzentration von 100 ng/ml.
Auf einer 6-Well Platte findet jeweils nur eine Substanz Verwendung. Die Riickgewin-
nung der Zellen findet nach Inkubation fiir einen Zeitraum von 3 h, 6 h, 9 h, 24 h oder
72 h im Brutschrank bei 37 °C, 100 % Luftfeuchtigkeit und 5 % CO»-Gehalt statt. Nach
der Inkubationszeit werden die Uberstinde mit Hilfe einer Pasteuerpipette abgesaugt und
verworfen. Weiter werden die Wells mit 1x PBS griindlich gesplt. Diese Schritte dienen
der Entfernung von nicht oder schwach adharenten Zellen. Abhangig von den geplanten
Analyseverfahren ist eine spezifische Aufbereitung der Zellen zur Isolation von RNA o-
der Proteinen notwendig. Fir die Rickgewinnung der Zellen zur RNA-Isolation wird zu-
nachst der Gesamtansatz des RNA-Lysepuffers aus RLT-Puffer und B-Mercaptoethanol
im Verhdaltnis 100:1 hergestellt. Von diesem Puffer wird jedem Well 350 pl hinzugefigt
und durch vorsichtiges Schwenken der 6-Well Platte gleichméafig verteilt. Nun wird die
Flissigkeit jedes Wells sorgfaltig aufgenommen und separat auf je eine QIlAshredder
Sdulen gegeben. Die Saulen befinden sich in 2 ml Eppendorf Tubes und werden nun, zur
Homogenisierung und Lyse der Zellen, in einer Tischzentrifuge fur 2 min bei maximaler

Geschwindigkeit und Raumtemperatur zentrifugiert. Die Sdule wird entfernt und verwor-
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fen. Das Zelllysat befindet sich nun im Eppendorf Tube und wird zligig bei - 80 °C ein-
gefroren. Fir die Rickgewinnung der Zellen zur Proteinisolation werden jedem Well
200 pl des RIPA-Puffers (Kap. 10.7) hinzugeflgt und durch vorsichtiges Schwenken der
6-Well Platte gleichmaRig verteilt. Die Flussigkeit wird zum Spulen auf und ab pipettiert,
dann sorgféltig abgenommen und auf 0,5 ml Eppendorf Tubes verteilt und zigig bei
- 80 °C eingefroren.

3.5 Gewinnung von humanen Monozyten aus buffy coats

3.5.1 Vollblutspende und Anfall von buffy coats bei der Aufbereitung

Die buffy coats wurden unserer Arbeitsgruppe nach der Durchfiihrung und Aufarbeitung
einer Vollblutspende dankenswerterweise vom Institut fur klinische Immunologie und
Transfusionsmedizin der Universitatsklinikum Gieen und Marburg GmbH, Standort
Gielen (Leiter: Herr Prof. Dr. G. Bein) zur Verfugung gestellt. Ein entsprechendes Ethik-
votum (Az. 05/00) zur Verwendung dieser Materialien liegt vor. Die Zulassung eines
Menschen zur Vollblutspende und die Durchfiihrung der Blutspende erfolgt nach den
Richtlinien zur Gewinnung von Blut und Blutbestandteilen und zur Anwendung von Blut-
produkten (Hamotherapie) der Bundesérztekammer in der zum Spendezeitpunkt gultigen
Fassung (Zweite Richtlinienanpassung 2010) und sind dieser zu entnehmen. Besonders
ist hier hervorzuheben, dass bei der Beurteilung der Spendetauglichkeit darauf geachtet
wird, dass der Spender sich subjektiv gesund flhlt, kein Fieber hat und des Weiteren keine
schweren Grunderkrankungen und keine Infektionserkrankungen aufweist. Der Spender
ist dartiber aufgeklart, dass Restmengen von Blut oder Blutbestandteilen, die nicht zur
Anwendung am Menschen geeignet sind, in anonymisierter Form fur nicht kommerzielle,
wissenschaftliche Zwecke verwendet werden kénnen und hat hierzu schriftlich seine Ein-

willigung erteilt.

Bei der Vollblutspende werden einem Spender 450-500 ml Blut in einem Blutbeutel mit
integriertem Schlauchsystem entnommen. In dem verwendeten Beutel befindet sich ein
Antikoagulans. Der Blutbeutel wird anschlieend zentrifugiert. Dabei entstehen, entspre-
chend des Gewichts der Blutbestandteile, drei Schichten. Die oberste Schicht bildet das
Blutplasma, darunter bildet sich der weiRliche buffy coat, der Leukozyten und Throm-
bozyten enthalt. Die unterste Schicht bilden die Erythrozyten. Mittels Separatoren kénnen
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uber das Schlauchsystem transfusionsmedizinisch relevante Bestandteile (Erythrozyten,

Plasma) abgetrennt werden. Der buffy coat fallt als Nebenprodukt an.

3.5.2 Isolation von Peripheral Blood Mononuclear Cells (PBMC) aus buffy

coats mittels Dichtegradientenzentrifugation

Im Folgenden werden die Arbeitsschritte zur Bearbeitung eines Blutbeutels beschrieben.
Diese werden fiir jeden der drei verwendeten Blutbeutel in gleicher Weise simultan, aber

zundchst in separaten Zentrifugenréhrchen durchgefihrt.

Zunéchst wird der Blutbeutel mit einem in 80 % Methanol getrankten Papiertuch abge-
wischt und unter die Sicherheitswerkbank gelegt. AnschlieRend wird der Verbindungs-
schlauch des Blutbeutels durchtrennt und der Inhalt (buffy coat) in vier 50 ml Zentrifu-
genroéhrchen zu je 12,5 ml geflllt. Zur besseren Verarbeitungsfahigkeit fligt man den
buffy coats in jedem Zentrifugenréhrchen 1x PBS im Verhéltnis 1:1 hinzu. Nun erfolgt
mittels Dichtegradientenzentrifugation die Auftrennung, der in Suspension befindlichen
Zellen, in Granulozyten und Erythrozyten, die sich am Boden des Rohrchens absetzten
und in lympho-monozytére Zellen (PBMCs), die sich an der Grenzschicht zwischen
Trennmedium und wassriger Phase anreichern (Interphase) [50]. Hierzu wird in vier fri-
schen 50 ml Zentrifugenréhrchen 25 ml Histopaque 1077 vorsichtig mit 25 ml der vorbe-
reiteten Zellsuspensionen tberschichtet und fir 20 min bei 700 x g und Raumtemperatur
zentrifugiert, wobei die Zentrifuge frei auslauft, ohne aktiv abgebremst zu werden. Die
Interphase ist als weildlich-gelbliches Band in der Mitte der Zentrifugenréhrchen sichtbar
und kann vorsichtig mit einer 10 ml Serumpipette und einer elektrischen Pipettierhilfe
abgenommen und in zwei frische 50 ml Zentrifugenréhrchen gegeben werden. Zur Ent-
fernung von Zelltrimmern und Blutserum Resten erfolgt nun ein Waschvorgang, bei dem
der Inhalt beider Zentrifugenréhrchen mit Waschpuffer-1 (Kap. 10.7) auf 50 ml aufgefillt
und fiir 10 min bei 350 x g und Raumtemperatur zentrifugiert wird. Der Uberstand wird
mit Hilfe einer Pasteuerpipette abgesaugt und verworfen. Die am Rohrchenboden befind-
lichen Zellen werden in 5 ml Waschpuffer-1 resuspendiert und in einem 50 ml Zentrifu-
genréhrchen zusammengefuhrt. Der Waschvorgang wird noch zweimal wiederholt. Nach
dem dritten Waschvorgang erfolgt die Resuspension der am Réhrchenboden befindlichen
Zellen in 5 ml Elutriationspuffer (Kap. 10.7). Wie eingangs erwéhnt, sind die Arbeits-
schritte flr jeden der drei verwendeten Blutbeutel gleich, sodass man am Ende der Zel-

lisolationsvorgénge drei 50 ml Zentrifugenréhrchen mit je 5 ml Zellsuspension erhélt.
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Nun werden 500 pl jeder Zellsuspension in ein 5 ml round bottom tube Gberflhrt. Zur
Erfolgs- und Reinheitskontrolle der durchgefuhrten Zellisolation wird eine durchflusszy-
tometrische Analyse an einem FACScan (BD Biosciences, San Jose, California, USA)
vorgenommen. Es werden die Parameter des side scatter (SSC) und forward scatter
(FSC) herangezogen, die eine Aussage Uber Granularitat (SSC) und GréRe (FSC) der
Zellen zulassen. Ausfihrliche Erlauterungen hierzu finden sich in Kapitel 3.9. So lassen
sich einfach der Monozyten-Gehalt sowie der Anteil einer Verunreinigung mit Gra-
nulozyten bestimmen. Das Analyseergebnis wird als qualitativ ausreichend betrachtet,
wenn die Verunreinigung durch Granulozyten unter 3 % der Gesamtereignisse liegt. Aus
den drei durchgefiihrten Zellisolationen werden nun die beiden herausgesucht, die die
geringste Verunreinigung aufweisen. Die Ubrige wird verworfen. Um Zellaggregate aus
der Isolationssuspension zu entfernen, wird abschlieRend ein frisches 50 ml Zentrifugen-
rohrchen mit einem Zellfilter (70 um Porengrofie) versehen. Die beiden ausgewéhlten
Zellsuspensionen werden auf den Zellfilter gegeben und so in einem Zentrifugenréhrchen
zusammengefuhrt. Zuletzt wird diese Zellsuspension in eine 10 ml Spritze aufgenommen

und steril mit einem Combi-Stopper verschlossen.

3.5.3 Monozytenisolation mittels zentrifugaler Gegenstromelutriation
(CCE)

Die zentrifugale Gegenstromelutriation (CCE - counterflow centrifugal elutriation), nach
Sanderson et al. aus dem Jahr 1976 [147], ist eine Methode zur Auftrennung unterschied-
licher, in Losung befindlicher Zellpopulationen, nach deren Masse und GroRe. Sie wird
von uns mit der Dichtegradientenzentrifugation kombiniert sodass eine PBMC-
Suspension verwendet wird, mit dem Ziel reine Monozytenisolate zu erhalten [176, 177].
Hierbei befindet sich eine Elutriationskammer, als Teil eines Schlauchsystems, in einer,
sich mit gleichbleibender Geschwindigkeit drehenden, Zentrifuge (Abb. 7). Mit einer
Pumpe wird nun ein Flissigkeitsstrom innerhalb der Kammer erzeugt. Dieser ist der,
durch die Zentrifuge erzeugten Zentrifugalkraft, entgegen gerichtet (Gegenstrom). Das
Zellgemisch wird dann in das Elutriationssystem eingebracht (Abb. 8). Nun kann die Ge-
schwindigkeit des Fllssigkeitsstroms so gewahlt werden, dass die Zellen sich in der Elut-

riationskammer sammeln, diese jedoch nicht verlassen (Gleichgewichtszentrifugation).
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Innerhalb dieses Gleichgewichtszustands ordnen sich die Zellen, zonal geordnet nach
Masse und GroRe, in der Kammer an (Abb. 9 A).

Sicherheitswerkbank

Spritze mit Zellsuspension

7=

Blasenfalle

( \ Manometer

Elutriationspuffer (

Reservoir i‘\» E)

Sammelgefal

| (e
Pumpe

Elutriationskammer ——| =]

16-MC Zentrifuge

Abbildung 7: Schematische Darstellung des zentrifugalen Gegenstromelutriationssystems.

Modifiziert nach: Wahl, A.F. and Donaldson, K.L., Centrifugal elutriation to obtain synchronous
populations of cells. Current protocols in cell biology / editorial board, Juan S. Bonifacino ... [et al.], 2001.
Chapter 8: p. Unit 8 5.

Fliissigkeitsstrom

Zentrifugalkraft

Elutriationsgrenze

Abbildung 8: Einbringen der Zellsuspension in die Elutriationskammer,

Modifiziert nach: Wahl, A.F. and Donaldson, K.L., Centrifugal elutriation to obtain synchronous
populations of cells. Current protocols in cell biology / editorial board, Juan S. Bonifacino ... [et al.], 2001.
Chapter 8: p. Unit 8 5.
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Kleinere, leichtere Zellen (Thrombozyten, Erythrozyten, Lymphozyten) wandern mit
dem Flussigkeitsstrom weiter in Richtung des Auslasses der Kammer. GroRere, schwe-
rere Zellen (Monozyten, Granulozyten) legen eine geringere Strecke innerhalb der Kam-
mer zurlick und finden sich nédher am Einlass (Abb. 9 A). Wird nun die Geschwindigkeit
des Flussigkeitsstromes stufenweise erhéht und dann kurzzeitig konstant gehalten, elut-
rileren die Zellen, fraktioniert nach Grof3e und Masse, aus der Kammer und kénnen in

separaten Rohrchen aufgefangen werden (Abb. 9 B).

. /./ - __ Flussigkeitsstrom

- Zentrifugalkraft
—

Flissigkeitsstrom

Zentrifugalkraft

Abbildung 9 A und B: A: Zonale Anordnung der Zellen nach Masse und Grol3e wéahrend der Gleichge-
wichtszentrifugation, B: Bei Erhdhung der Durchflussgeschwindigkeit elutriieren kleinere und leichtere

Zellen zuerst aus der Kammer.

Modifiziert nach: Wahl, A.F. and Donaldson, K.L., Centrifugal elutriation to obtain synchronous
populations of cells. Current protocols in cell biology / editorial board, Juan S. Bonifacino ... [et al.], 2001.
Chapter 8: p. Unit 8 5.
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Bei Nichtgebrauch ist das Elutriationssystem mit Reinigungslosung gefullt. Diese wird
durch Spilen mit sterilem, apyrogenem Wasser, mit einer Flussgeschwindigkeit von
4 ml/min far 10 min, rickstandslos entfernt. Um eine Verdinnung des anschlieRend
eingebrachten Elutriationspuffers zu vermeiden, wird nun alle Flissigkeit aus dem
Elutriationssystem entfernt. Dann wird es luftblasenfrei mit Elutriationspuffer aufgefullt,
wobei die Zentrifuge, bestlickt mit einer Standard Elutriationskammer, auf 2400 x g bei
Raumtemperatur eingestellt wird. Die Flussgeschwindigkeit wird auf 1,3 ml/min
reduziert. Nun kann das, wie zuvor beschrieben gewonnene, PBMC-Isolat in das
Elutriationssystem eingespritzt werden. Die Flussgeschwindigkeit wird anschliel3end
stufenweise erhoht. Hieraus ergeben sich in Tabelle 1 genannte Fraktionen.

Tabelle 1: Elutriationsfraktionen mit Flussgeschwindigkeiten, aufgefangenen Volumina und Zellsorten

Fraktion | Flussgeschwindigkeit | Volumina Zellesorten
1 13 ml/min 100 ml -
2 15 ml/min 200 ml Thrombozyten, Erythrozyten
3 16 ml/min 100 ml Lymphozyten
4 17 ml/min 50 ml Lymphozyten, Monozyten
5 19 ml/min 50 ml Monozyten
6 21 ml/min 50 ml Monozyten
7 23 ml/min 50 mi Monozyten
8 25 ml/min 50 ml Monozyten, Granulozyten

Diese Fraktionen werden in dreizehn 50 ml Zentrifugenréhrchen aufgefangen. Den Frak-
tionen 4-8 werden mit einer 5 ml Pasteuerpipette je ein Tropfen 20 % humanes Serum
Albumin hinzugefugt. Nun werden 1000 pl der Fraktionen 4-8 in je ein 5 ml round bot-
tom tube Uberfihrt. Zur Erfolgs- und Reinheitskontrolle der durchgefiihrten Elutriation
wird eine neuerliche durchflusszytometrische Analyse im FACScan durchgefihrt. Es
werden erneut die Basisparameter (SSC, FSC) herangezogen, um den Monozytengehalt
sowie den Anteil der Verunreinigung mit Granulozyten zu bestimmen. Das Analyseer-
gebnis wird als qualitativ ausreichend betrachtet, wenn die Verunreinigung durch Gra-
nulozyten unter 3 % der Gesamtereignisse liegt. Es werden nun die Fraktionen gewabhlt,

die die geringsten Verunreinigungen aufweisen, die Ubrigen werden verworfen. Es er-
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folgt eine Zentrifugation der ausgewahlten Fraktionen fur 10 min bei 350 x g und Raum-
temperatur. Der Uberstand wird mit Hilfe einer Pasteuerpipette abgesaugt und verworfen.
Die am Rohrchenboden befindlichen Zellen werden in je 1 ml Zellkulturmedium-3 (Kap
10.7) resuspendiert und anschlieRend in einem 50 ml Zentrifugenréhrchen zusammenge-
fuhrt. Anschlie3end werden der Isolationssuspension 10 pl entnommen und in ein 1,5 ml
Eppendorf Tube gegeben. Es werden 190 pl 1x PBS hinzugefiigt und das Eppendorf Tube
kurz im Schuttelmixer durchmischt. Dann erfolgt die Zellz&hlung wie in Kapitel 3.3.2
beschrieben. Zum Aussaen wird, durch Hinzufligen einer errechneten Menge von Zell-

kulturmedium-3, dann eine Zellkonzentration von 2x10%ml erzeugt.

3.6 Invitro Stimulation von humanen Monozyten

Die wie in Kapitel 3.5 aufbereitete Zellsuspension wird noch am Tag der Isolation in
Zellkultur genommen. Zur RNA-Isolation erfolgt dies auf 6-Well Platten, mit je 2 ml pro
Well, zur Proteinisolation auf 15 cm Zellkulturschalen, mit je 5 ml pro Schale. Anschlie-
Rend werden die Zellen bis zum nachsten Morgen bei 37 °C, 100 % Luftfeuchtigkeit und
5 % CO»-Gehalt im Brutschrank inkubiert. Nach der Inkubation wird lichtmikroskopisch
die Qualitat der Zellen beurteilt und Uberpruft, dass der tberwiegende Teil der Zellen am
Schalenboden adhérent geworden ist. Das Medium wird nun vorsichtig mit Hilfe einer
Pasteurpipette abgesaugt, verworfen und durch die gleiche Menge frischen Zellkulturme-
diums-3 ersetzt. Hierdurch werden nicht adharente Zellen (Lymphozyten) aus der Kultur
entfernt. Nun werden die Zellen mit cMyBP-C-Fragmenten (CO-L, COC1f) in einer Kon-
zentration von 50 ng/ml oder 500 ng/ml behandelt. Weiterhin wurde COCL1f auch in einer
Konzentration von 1000 ng/ml eingesetzt. Eine weitere VVerwertung war flr die so behan-
delten Zellen jedoch nicht mdglich, da sie bereits nach 3 - 6 h avital waren. Als negative
Kontrollsubstanz wird ein &quivalentes Volumen 1x PBS verwendet. Als positive Kon-
trollsubstanz dient LPS von E. coli in einer Konzentration von 100 ng/ml. Auf einer 6-
Well Platte findet jeweils nur eine Substanz Verwendung. Jede Substanz wird hierbei, in
zwei bis drei Wells verwendet, abh&ngig von der anfanglich zur Verflugung stehenden
Gesamtzellzahl einer Isolation. Die Rickgewinnung der Zellen findet nach Inkubation
flir einen Zeitraum von 15 min, 30 min, 60 min, 90 min, 120 min, 3 h, 6 h, 9 h oder 24 h
im Brutschrank bei 37 °C, 100 % Luftfeuchtigkeit und 5 % CO>-Gehalt statt. Hierfiir wer-

den die Uberstande der Wells mit Hilfe einer Pasteurpipette abgesaugt und verworfen.
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Dann werden die Wells mit 2 ml 1x PBS grindlich gespult und die Spillésung anschlie-
Rend sorgféltig abgesaugt und verworfen. Dieser Schritt dient wiederum der Entfernung
von nicht oder schwach adhérenten Zellen (Lymphozyten). Zuletzt werden die 6-Well
Platten und Zellkulturschalen auf ein Papiertuch ausgeklopft, um letzte Fllssigkeitsriick-

stande zu entfernen und anschlieBend bei -80 °C eingefroren.

3.7 Transkriptionsanalyse

3.7.1 Isolation von RNA
Isolation aus murinen Zellen

Vor Beginn der RNA-Isolation werden die bei -80 °C gelagerten Proben fur ungefahr
5 min auf Eis zum Tauen gebracht. Anschlielend wird jeder Probe 350 pl 70 % Ethanol
hinzugefugt und das Lysat durch griindliches auf und ab pipettieren durchmischt. Nun
wird der gesamte Inhalt der Eppendorf Tubes auf jeweils eine RNeasy Mini Séule gege-
ben, die sich in einem neuen 1,5 ml Eppendorf Tube befindet. Die Sdule wird nun fur 15 s
bei 8000 x g und 4 °C zentrifugiert. Die in den Eppendorf Tubes aufgefangene Flissigkeit
wird verworfen. Die RNA befindet sich nun in den jeweiligen Sdulen und ist an eine
Silicagel-Membran gebunden. Es folgen nun mehrere Wasch- und Verdauschritte zur
Entfernung von Verunreinigungen (Elektrolyte, Proteine, DNA). Die in den Eppendorf
Tubes aufgefangene Flissigkeit wird jeweils verworfen. Zunachst werden jeweils 350 pl
RW1-Puffer auf die Saulen pipettiert und diese anschlieBend fiir 15 s bei 8000 x g und
4 °C zentrifugiert. Nun erfolgt die Zugabe der Desoxyribonuklease (DNase). Der Ansatz
der Verdaulosung fur jede einzelne Probe setzt sich aus 10 pl DNase-1 Stocklésung und
70 ul RDD-Puffer zusammen und wird fur alle zu bearbeitenden Proben gemeinsam,
frisch angesetzt und auf Eis gelagert. Es werden nun jeweils 80 ul der Verdaulésung auf
eine RNeasy Mini Sdule gegeben und fir 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. An-
schlieBend wird, wie oben beschrieben, der Waschschritt mit RW1-Puffer wiederholt.
Dann werden jeweils 500 pl RPE-Puffer auf die Sdulen pipettiert und diese anschlieRend
flr 15 s bei 8000 x g und 4 °C zentrifugiert. Der Waschschritt mit RPE-Puffer wird direkt
mit einer Zentrifugation fiir 2 min wiederholt. AnschlieRend erfolgt eine erneute Zentri-
fugation fiir 1 min bei maximaler Geschwindigkeit und 4 °C, um die Silicagel-Membran
zu trocknen und die Eluation der RNA zu erleichtern. Hierzu wird jede S&ule in ein neues

1,5 ml Eppendorf Tube gesteckt und jeweils 30 pl Ribonuklease (RNase)-freies Wasser
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hinzu pipettiert und die Sdule fir 1 min bei maximaler Geschwindigkeit und 4°C zentri-
fugiert. Das im Eppendorf Tube aufgefangene Eluat wird nochmals auf die Séule pipet-

tiert und gleichermafen ein zweites Mal zentrifugiert.
Isolation aus humanen Zellen

Vor Beginn der RNA-Isolation werden die bei -80 °C gelagerten 6-Well Platten fiir un-
gefahr 5 min auf Eis zum Tauen gebracht. Anschlieend wird jedem Well 700 ul QlAzol
hinzugefugt und die Zellen durch griindliches auf und ab pipettieren resuspendiert. Die
Zellsuspension wird je Well auf eine separate QIAshredder Saulen gegeben. Die Saulen
befinden sich in 2 ml Eppendorf Tubes und werden zur Homogenisierung und Lyse der
Zellen in einer Tischzentrifuge fir 2 min bei maximaler Geschwindigkeit und Raumtem-
peratur zentrifugiert. Die Saulen werden entfernt und verworfen. Die Lysate werden in
1,5 ml Eppendorf Tubes tberfuhrt und jeweils mit 140 pl Chloroform versetzt. Die Ep-
pendorf Tubes werden sorgfaltig verschlossen und der Inhalt mit Hilfe eines VVortexmi-
schers fur mindestens 30 s kraftig durchmischt. Alle Proben werden dann zur Dissozia-
tion fiir 5 min ruhen gelassen. Wahrend dieser Zeit sollte keine Phasentrennung stattfin-
den, was weiteres, kurzes Durchmischen erforderlich machen kann. Dann erfolgt eine
Zentrifugation fir 15 min bei 300 x g und 4 °C. AnschlieRend sind in den Eppendorf Tu-
bes drei Phasen zu erkennen: Zuoberst die aquatische Phase, in der die RNA eluiert ist.
In der Mitte eine kompakte Phase aus Proteinen und DNA und zuunterst die Losungsmit-
telphase. Ungefahr 400 pl der RNA-reichen, aquatischen Phase werden vorsichtig abge-
nommen und jeweils in vorbereitete, 1,5 ml Eppendorf Tubes tberflhrt. AnschlieRend
wird dem Eluat jeweils 600 pl 100 % Ethanol hinzugefigt und die Flissigkeit durch auf
und ab pipettieren durchmischt. Nun werden je 500 pl der Eluat-Ethanol Ansatze auf je-
weils eine RNeasy Mini Saule gegeben, die sich in einem 1,5 ml Eppendorf Tube befin-
det. Die Séaule wird nun fur 15 s bei 8000 x g und 4 °C zentrifugiert. Die im Eppendorf
Tube aufgefangene Flussigkeit wird verworfen. Dieser Schritt wird mit den Ubrigen
500 pl der Eluat-Ethanol Ansétze wiederholt. Die RNA befindet sich nun in den Sdulen
und ist an eine Silicagel-Membran gebunden. Es folgen nun mehrere Waschschritte zur
Entfernung von Verunreinigungen (Elektrolyte, Proteine, DNA). Die in den Eppendorf
Tubes aufgefangene Flissigkeit wird jeweils verworfen. Zunachst werden jeweils 700 pl
RWT-Puffer auf die Séulen pipettiert und diese anschlielend fur 15 s bei 8000 x g und
4 °C zentrifugiert. Nun werden 500 pl RPE-Puffer auf die Sdulen pipettiert und diese an-
schlieRend fur 15 s bei 8000 x g und 4 °C zentrifugiert. Der Waschschritt mit RPE-Puffer
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wird einmal wiederholt. Anschliellend erfolgt eine erneute Zentrifugation fir 2 min bei
maximaler Geschwindigkeit und 4 °C, um die Silicagel-Membran zu trocknen und Elua-
tion der RNA zu erleichtern. Hierzu wird dann jede Saule in ein neues 1,5 ml Eppendorf
Tube gesteckt und 25 pl RNase-freies Wasser hinzu pipettiert. Das im Eppendorf Tube
aufgefangene Eluat wird nochmals auf die Saule pipettiert und gleichermalen ein zweites
Mal zentrifugiert.

Photometrische Bestimmung der RNA-Konzentration und Qualitéat

Nach Abschluss der Isolationsvorgange wurde die Konzentration (ng/pl) der isolierten
RNA durch photometrische Bestimmung der optischen Dichte (OD) der Probe bei einer
Wellenlédnge von 260 nm (OD2e0) ermittelt. Eine weitere Messung wurde bei einer Wel-
lenldnge von 280 nm (OD2g0) durchgefiihrt, um die Verunreinigung der Probe mit Prote-
inen zu bestimmen. Die Reinheit wurde anhand des Quotienten der OD2go und OD2go ab-
geschatzt. Zur Erzeugung von complementary DNA (cDNA) wurde RNA verwendet, bei
der der Quotient OD260/OD2go zwischen 1,9 und 2,1 lag. Anschliellend werden die Ep-

pendorf Tubes zunéchst in flissigem Stickstoff eingefroren und dann bei -80 °C gelagert.

3.7.2 Prinzip der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) und der real-time quan-
titativ PCR

Die real-time quantitative PCR ist eine verbreitete Methode zur Analyse von
genomischer DNA oder aus RNA hergestellter cONA. Sie beruht auf dem Konzept der
von K. B. Mullis 1983 wieder entdeckten und 1987 veroffentlichten Polymerase-
Kettenreaktion [119]. Bei dieser kann der zu untersuchende DNA-Zielabschnitt
(Template), durch die Anlagerung von spezifischen Oligonukleotid Paaren (Primern) und
unter Zugabe von Nukleotiden sowie einer hitzestabilen DNA-Polymerase, rasch
vervielfaltigt werden. In einem PCR-Thermocycler lauft ein voreingestelltes
Temperaturprogramm ab. Bei hoher Temperatur (ca. 95 °C) wird der DNA-Doppelstrang
getrennt (Denaturierung, Abb. 10 A). Die Temperatur wird abgesenkt (ca. 60 °C), sodass
sich das Primer Paar an die 5°-Enden der Zielsequenz der DNA-Einzelstrdnge anlagern
kann (Annealing, Abb. 10 B). Die DNA-Polymerase kann, ausgehend vom Primer, einen
dem Einzelstrang komplementaren DNA-Strang erzeugen (Polymerisation, Abb. 10 C).
Der Reaktionszyklus von Denaturierung, Annealing und Polymerisation wird 20-40-mal

wiederholt. Nach mehreren Reaktionszyklen vervielféltigt sich der durch die Primer
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eingegrenzte DNA-Abschnitt annéhernd exponentiell. Die real-time quantitative PCR
(QPCR) kombiniert dieses Prinzip mit dem Einsatz eines in doppelstrangige DNA
interkalierenden Farbstoffs (beispielsweise SYBR Green), der zur Fluoreszenz angeregt
werden kann und dessen Fluoreszenzsignal an DNA gebunden zunimmt (Abb. 10 C und
D). Das Fluoreszenzsignal steigt daher mit der Menge der amplifizierten,
doppelstrangigen DNA proportional an. Eine andere Methode ist im TagMan-Prinzip
verwirklicht. Hierbei wird neben den Primern eine Oligonukleotidsonde verwendet, die
direkt an die Template-DNA-Sequenz bindet. Die Sonde ist am 5° Ende mit einem
Reporter-Farbstoff und am 3 Ende mit einem so genannten quencher-Farbstoff versehen,
der das Fluoreszenzsignal des Reporter-Farbstoffs unterdriickt. Wahrend die DNA-
Polymerase vom Primer ausgehend das Amplifikat herstellt, kommt es zum Kontakt mit
der Sonde, die hierbei durch eine 5°-3° Exonukleaseaktivitat der Polymerase hydrolysiert

wird.
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Abbildung 10 A bis D: Ablauf einer mit SYBR Green durchgefuhrten qPCR.

A: Denaturierung, B: Annealing, C: Polymerisation und Anlagerung des Fluoreszenz Farbstoffes an ampli-
fizierten, doppelstrangigen Template DNA-Abschnitt, D: Denaturierung und Riickgang des Fluoreszenz-
signales in ungebundenem Zustand. Modifiziert nach: Bustin, S.A., Absolute quantification of MRNA using
real-time reverse transcription polymerase chain reaction assays. Journal of molecular endocrinology, 2000.
25(2): p. 169-93.
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Dabei wird der Reporter-Farbstoff frei sowie zur Fluoreszenz angeregt und dieses Signal
kann detektiert werden. Da nur eine gebundene Sonde hydrolysiert und hierdurch der
Reporter Farbstoff freigesetzt werden kann, steigt das Fluoreszenzsignal nur mit
zunehmender Menge der vervielfaltigten Template-DNA an. Bei beiden Methoden misst
das real-time PCR-Thermocycler das Fluoreszenzsignal nach jedem Reaktionszyklus.
Wahrend der Analyse wird fir jede Probe ein Diagramm erzeugt, bei der die Intensitat
des Fluoreszenzsignals gegen die Zykluszahl aufgetragen wird. Es ist nétig einen
Schwellenwert (Threshold) zu definieren, ab dem sich die Fluoreszenzsignale aller
Proben signifikant vom Hintergrundsignal abheben. Die Anzahl der abgelaufenen
Reaktionszyklen, ab dem das Fluoreszenzsignal einer Probe diesen Threshold
uberschreitet, wird als Threshold-Zyklus (Ct) bezeichnet. Das Fluoreszenzsignal einer
Probe, in der zu Beginn der Reaktion mehr Template-DNA vorhanden war, steigt nach
wenigen Vervielfaltigungszyklen an. Das Signal einer Probe, die weniger Template-DNA
enthielt, entsprechend spéter. Das bedeutet, dass der Ct Wert einer Probe mit viel
Template-DNA Kleiner ist als der einer Probe mit wenig Template-DNA. Anhand des Ct-
Wertes kann also auf die Ausgangsmenge der Template-DNA geschlossen und Proben
miteinander verglichen werden. Am Ende der Reaktion wird eine Dissoziationskurve
(Melt curve) erstellt. Dabei wird durch das gPCR Gerét die Temperatur kontinuierlich
erhéht. Zu dem Zeitpunkt, da die doppelstrangige DNA des am haufigsten amplifizierten
Produkts dissoziiert, wird der Fluoreszenzfarbstoff frei und das Fluoreszenzsignal nimmt
dann einmalig sprunghaft ab. So kann Uberprift werden, ob ein spezifisches Template
amplifiziert wurde oder ob viele unspezifische Amplifikate vorliegen. Die Anfertigung

einer Dissoziationskurve ist bei der TagMan PCR nicht notwendig.

3.7.3 Herstellung von cDNA aus isolierter RNA (Reverse Transkription)

Zunachst werden alle zu bearbeitenden Proben zum langsamen Auftauen auf Eis gelagert
und anschlie3end in einer Tischzentrifuge fur 2 s zentrifugiert. Nun werden 0,2 ml PCR-
Tubes vorbereitet und pro Probe 1 pul Random Primer (200 ng/ul) sowie 1 pl dNTP-Mix
in die Tubes pipettiert. Anschlieend wird die aufgetaute RNA hinzugefugt. Da eine
Menge von 500 ng cDNA hergestellt werden soll, errechnet sich das hinzugefiigte RNA-

500 [ng]
(7]

Volumen in pl nach der Formel . Wenn nétig wird das Probenvolumen mit

RNase-freiem Wasser auf 12 pl aufgefullt und vorsichtig gemischt. AnschlieBend wird
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der PCR-Thermocycler mit den Proben beladen und am Gerét das Programm zur reversen
Transkription gestartet. Nach einer Inkubation von 5 min bei 65 °C wird das Programm
unterbrochen, die Proben herausgenommen und auf Eis gekihlt gelagert. Nun wird eine
Stockldsung fir die reverse Transkription angesetzt. Fir jede Probe werden 1 pl RNase-
Out, 2 pl DTT-Puffer und 4 pl 5x First-Strand-Puffer in ein neues Eppendorf Tube pi-
pettiert. Es werden jedem PCR-Tube 7 ul dieser Stockldsung hinzugeflgt und der Ansatz
durch auf und ab pipettieren durchmischt. Die Tubes werden anschlielend wieder in den
PCR-Thermocycler geladen und das Protokoll wiederaufgenommen. Nach einer Inkuba-
tion von 2 min bei 25 °C wird das Programm erneut unterbrochen, die Proben herausge-
nommen und auf Eis gekihlt gelagert. Es werden jeder Probe 1 pl SuperScript-11 reverse
Transkriptase hinzugefugt und die PCR-Tubes zurlick in den PCR-Thermocycler geladen.
Das Programm wird fortgesetzt und es folgen 10 min bei 25 °C, 50 min bei 42 °C und
abschlieBend 15 min bei 70 °C zum Stoppen der Polymerase-Kettenreaktion. Anschlie-
Rend werden die PCR-Tubes aus den Thermocycler genommen und auf Eis gekuhlt gela-
gert. Zur weiteren Verwendung wird die synthetisierte cDNA mit sterilem, apyrogenem

Wasser im Verhaltnis 1:10 in 1,5 ml Eppendorf Tubes verdiinnt und bei -20 °C gelagert.

3.7.4 Durchfihrung der real-time quantitative PCR

Zur Quantifizierung der Transkription werden qPCRs in einem CFX96 real-time PCR
Detection System der Firma Bio-Rad in speziellen 96-Wellplatten durchgefiihrt. Es wer-
den sowohl flir humane als auch murine Proben konventionelle Primer der Firma Sigma-
Aldrich (Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase - GAPDH, TNF-a, IL-1p, IL-6,
ICAM-1, VCAM-1, IL-10, TGF-B) genutzt. Ausgenommen hiervon ist das humane TGF-
B, fiir das ein TagMan Kit verwendet wurde. Die Primer sind mittels NCBI Primer-
BLAST (Primer3 und BLAST) erstellt worden und waren bereits in der Arbeitsgruppe
etabliert. Die Sequenzen der 5° und 3° Primer sind in Kapitel 10.4, Tabelle 12 aufgelistet.
Zu Beginn wird fir alle Proben eine gemeinsame PCR Stockldsung hergestellt. Der Ein-
zelansatz eines Wells fur eine SYBR Green PCR setzt sich aus 0,5 pl 5° Primer,
0,5 pl 3¢ Primer, 12,5 pl 2x PCR Master Mix und 10,5 pl RNAse-freiem Wasser zusam-
men. Der Einzelansatz eines Wells fir eine TagMan PCR setzt sich aus 1 pl 20x TagMan

Gene Expression Assay, 10 pl TagMan Gene Expression Master Mix und 8 pul RNAse-
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freiem Wasser zusammen. Da jede Probe als Triplikat untersucht und eine Pipettierun-
genauigkeit angenommen werden muss, ergibt sich aus der Formel Einzelansatz x*
Anzahl der Proben * 3 x 1,14, die benotigte Gesamtmenge der Stocklésung. Nach
Ansatz der Stocklosung werden, der Anzahl der zu untersuchenden Proben entsprechend,
1,5 ml Eppendorf Tubes bereitgestellt, in die fir die SYBR Green PCR je 81,6 pl und flr
die TagMan PCR 65 pl der Stocklésung pipettiert werden. Zur Komplettierung des
gPCR-Ansatzes werden dann jeweils 3,4 pl der im Verhaltnis 1:10 verdiinnten cDNA
hinzu pipettiert. Um Kreuzkontaminationen zu vermeiden werden fur jede Probe frische,
sterile, DNA und RNA freie, Safe-Seal Pipettenspitzen verwendet. Anschliefend werden
die Proben mit Hilfe eines Vortexmischers gemischt und danach in einer Tischzentrifuge
flir 10 s bei maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert. Nun wird eine sterile 96-Wellplatte
auf einem Kuhlstander bereitgestellt und je 25 pl des vollstandigen SYBR Green PCR-
Ansatzes beziehungsweise 20 pl des vollstdndigen TagMan PCR-Ansatzes einer Probe in
drei Wells pipettiert. Dies geschieht mit allen vorbereiteten Proben, sowie einer Negativ-
kontrolle, die einem gPCR Ansatz ohne cDNA entspricht. Die Negativkontrolle dient
dem Nachweis verunreinigter Arbeitsmaterialien und unspezifischer Amplifikationspro-
dukte der verwendeten Primer. Anschlielend wird die 96-Wellplatte mit einer sterilen,
selbstklebenden Folie versiegelt, zur Entfernung von Luftblasen fir 30 s bei 300 x g bei
4 °C zentrifugiert und in das gPCR Gerat gestellt. Nach Abschluss des gPCR Laufes wer-
den die 96-Wellplatten bei -40 °C zur weiteren Verwendung eingefroren. Die gPCRs wer-
den nach den Protokollen in den Tabellen 2 - 3 angefertigt.

Tabelle 2: Protokoll eines SYBR Green qPCR Laufs

PCR-Schritt Temperatur [°C] Zeit
Initiale Denaturierung 95 10 min
Denaturierung 95 15s
Annealing und Elongation 60 1 min 539)(
Denaturierung 95 15s
Annealing und Elongation 60 1 min
Schmelzkurve 65 - 95 1s/0,5°C
Kihlen 20 Bis Ende
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Tabelle 3: Protokoll eines TagMan gqPCR Laufs

PCR-Schritt Temperatur [°C] Zeit
UNG Verdau 50 2 min
Polymerase Aktivierung 95 10 min
Denaturierung 95 155
Annealing und Elongation 60 1 min
Kuhlen 20 Bis Ende

3.7.5 Auswertung der gPCR Analyse

Die Betrachtung und Auswertung der Daten erfolgt mit der CFX Manager Software der
Firma Bio-Rad. Der Threshold wurde von der Software ermittelt. Um die Transkription
der behandelten und unbehandelten Zellgruppen miteinander zu vergleichen wurde eine
relative Quantifizierung nach der 224“"-Methode [94] durchgefiihrt. Es wird hierfir zu-
nachst die Transkription der Zielgene auf ein konstitutiv transkribiertes Gen (Haushalts-
gen) normiert. Dies ermdglicht methodische Faktoren (abweichend eingesetzte RNA-
Gesamtmenge, verschiedene gPCR-L&ufe), die die Transkriptionsanalyse beeinflussen
konnen, zu minimieren. Daraus ergibt sich der ACt-Wert. AnschlieRend erfolgt der Ver-
gleich der behandelten Gruppen und der nicht behandelten Gruppe (AACt) sowie die Er-

rechnung der relativen Expression der behandelten Gruppen in Bezug auf die nicht be-

handelte Gruppe,

ACt = CtZielgen - Ct Haushaltsgen’ AACt = ACtgenandeir — ACt Nicht behandelt:

Relative Expression = 2 ~AACt

zusammenfassend
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3.8 Expressionsanalyse auf Proteinebene

3.8.1 Aufbereitung von Proteinen aus isolierten Zellen

Aufbereitung aus murinen Zellen

Vor Beginn der Proteinisolation werden die bei -80 °C gelagerten Proben fiir ungefahr
5 min auf Eis zum Tauen gebracht. Anschlie3end erfolgt die Behandlung des Lysates fur
25 s mit Hilfe eines Ultraschall-Homogenisators. Dann erfolgte eine Zentrifugation fir
10 min bei 16000 x g und 4 °C. In den Tubes bildet sich nun am Boden ein Pellet aus
Zellresten und dartiber eine proteinreiche wassrige Phase, die mit einer Mikropipette ab-

genommen und in ein neues 0,5 ml Eppendorf Tube Gberfuhrt wird.
Aufbereitung aus humanen Zellen

Vor Beginn der Proteinisolation werden die bei -80 °C gelagerten 15 cm Zellkulturscha-
len fir ungefahr 5 min auf Eis zum angetaut. Nun werden mit einer Mikropipette jeweils
120 pl des WCE-Puffers (Kap. 10.7) in die Schale pipettiert und die Flissigkeit durch
Schwenken gleichmalig verteilt. Mit einem Zellschaber schabt man nun die lysierten
Zellen vom Rand her beginnend, auf einen Punkt an der gegenuberliegen Seite der Schale
hin, grandlich zusammen. Die Zellen werden durch mehrfaches auf und ab pipettieren
vollstandig aus einer Schale abgenommen und die Lysate anschlieBend in jeweils ein
1,5 ml Eppendrof Tube tberfihrt. Nun wird den Lysaten jeweils 30 pl 10 % NP-40 hin-
zugeflgt und die Eppendorf Tubes fur 10 min auf Eis inkubiert. AnschlieRend werden sie
mit einem Vortexmischer fur 90 s gemischt. Dann erfolgt eine Zentrifugation fiir 30 min
bei 16000 x g und 4 °C. Es kann nun die wassrige, proteinreiche Phase abgenommen und
auf 0,5 ml Eppendorf Tubes verteilt werden.

Messung der Proteinkonzentration

Die Messung erfolgt abgewandelt nach der 1951 von O. H. Lowry et al. etablierten Me-
thode [97]. Zunéchst wird je 1 ul einer Probe mit dem jeweils verwendeten Puffer (WCE-
und RIPA-Puffer) im Verhéltnis 1:10 verdunnt. Danach werden je 5 ul der verdinnten
Proben in zwei nebeneinander liegende Wells einer 96-Well Platte pipettiert. Weiterhin
wird eine vierstufige Verdinnungsreihe aus bovinem Serumalbumin (BSA) und sterilem,
apyrogenem Wasser angefertigt. Die Proteinkonzentrationen liegen hierbei zwischen
0,17 pg/pl und 1,4 pg/ul. Die im Weiteren verwendeten Materialien stammen aus dem

Bio-Rad DC protein assay Kit und werden nach Herstellerangaben angesetzt und verwen-
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det. Zundchst wird mit einer Mikropipette jedem Well 25 pl Losung A (Kap. 10.7) hin-
zugeflgt, anschlieBend 200 pl des Reagenz B. Die Platte wird lichtundurchléssig abge-
deckt und fur 15 min auf einem Mikrotitterplattenschittler inkubiert. Nach Zugabe des
Reagenz B entsteht in den einzelnen Wells, je nach enthaltener Proteinkonzentration, eine
Farbreaktion unterschiedlicher Intensitat. Die Transmission jedes einzelnen Wells kann
nun in einem Photometer bei einer Wellenldnge von 750 nm bestimmt werden. Anhand
der BSA-Verdinnungsreihe kann eine Standardkurve erstellt werden, wobei der Trans-
mission einer Verdlnnungsstufe deren bekannte Proteinkonzentration zugeordnet wird.
Mit Hilfe der Standardkurve kann dann die Proteinkonzentration der Gbrigen Proben be-

stimmt werden.

3.8.2 Prinzip und Durchfiihrung des Western Blot

Der Western Blot ist eine semiquantitative Methode zum Nachweis von Proteinen. Sie
wurde aus einer von E. M. Southern [156] etablierten Methode (Southern Blot) zum
DNA-Nachweis entwickelt und 1981 von W. N. Burnette [18] veroffentlicht. Nach der
Isolation der zu untersuchenden Proteine findet zunachst eine Behandlung mit SDS-
haltigem Puffer statt. Hierdurch wird die Eigenladung der Proteine neutralisiert und eine
negative Gesamtladung erzeugt. So wandern alle Proteine gleichermalRen zur positiven
Anode. Weiterhin werden mittels reduzierender Pufferbestandteile und Erhitzung die Pro-
teine denaturiert um eine Beeinflussung der Laufeigenschaften im Gel, durch unter-
schiedliche sekundér und tertidr Strukturen der Proteine, zu minimieren. Die wie oben
vorbereiteten Proben werden auf ein Elektrophoresegel aufgetragen. Die durch Anlage
eines Gleichstroms stattfindende elektrophoretische Auftrennung erfolgt so hauptsachlich
nach dem Molekulargewicht. In der Zeit der Elektrophorese laufen leichtere Proteine
schneller und weiter Richtung Anode, wohingegen schwere Proteine naher an der Ka-
thode zu finden sind. Anschlieend wir das Elektrophoresegel zusammen mit einer
Membran (Nitrocellulose oder Polyvinylidenfluorid (PVDF)) und Filterpapier in eine
Blotting Kammer gegeben. Durch Anlegen eines Gleichstroms findet nun in feuchtem
Milieu die Ubertragung der Proteine auf die Membran statt. Auf dieser Membran wird
anschlieBend der eigentliche Proteinnachweis durchgefihrt. Zunéchst werden Antikorper
gegen das Zielprotein (z.B. IL-1p) aufgetragen (Erstantikdrper). Danach wird ein Anti-
korper hinzugegeben, der gegen den Erstantikdérper gerichtet ist (Zweitantikorper). Dieser

Zweitantikorper ist mit einer Meerrettichperoxidase (HRP) konjugiert. Die HRP fiihrt
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nach Zugabe einer Entwicklerlosung zu einer Farbreaktion. Da der Zweitantikorper spe-
zifisch am Erstantikorper gebunden ist, ermdglicht diese Farbreaktion den Nachweis des
mit dem Erstantikorper markierten Zielproteins. Weiterhin hilft der Vergleich des Mole-
kulargewichts der dargestellten Proteinbande mit einem zusatzlich aufgetragenen Komig-

rationsstandard (GrolRenmarker) bei der Identifikation des Zielproteins.

Vor Beginn der weiteren Arbeiten werden die bei -80 °C gelagerten Protein Isolate fir
ungefahr 2 min auf Eis zum Tauen gebracht. Es werden 35 pg Protein pro Probe in ein
neues 0,5 ml Eppendorf Tube tberfuhrt und anschlieBend mit Ladepuffer (Kap. 10.7) ver-
setzt. Dann werden die Proben zur Denaturierung fir 5 min in ein kochendes Wasserbad
gegeben. Wahrend dessen kann die Elektrophoresekammer mit Laufpuffer (Kap. 10.7)
gefillt werden. Danach wird das Elektrophoresegel vorbereitet und in die Kammer ein-
gesetzt. Es wurden kommerziell vorgefertigte Bis-Tris- oder Tris-Glycin-Gele verwen-
det. Zunachst werden die Geltaschen mit Laufpuffer gespilt. Danach wird in die 1. Ta-
sche ein Komigrationsstandard aufgetragen, dessen Bestandteile definierte Molekularge-
wichte aufweisen. Nach dem Lauf kann anhand dieser GroRenmarker, das Molekularge-
wicht der Gbrigen aufgetragenen Proteine abgeschéatzt werden. AnschlieRend werden die
ubrigen Taschen mit den zu untersuchenden Proben befullt. Es wird ein Gleichstrom an
die Elektrophoresekammer angelegt und die Auftrennung der Proteine wird fir 30 min
bei 60 V und anschlieRend fiir 40 min bei 160 V durchgefihrt. Danach findet der Blot-
Vorgang statt. Dieser wird mit dem bio-rad Trans-Blot Turbo Transfer System durchge-
fuhrt. Weiterhin werden bio-rad Trans-Blot Turbo Transfer Packs genutzt, die vollstandig
vorbereitete PVDF-Membranen (0,2 um PorengroRe), Filterpapierstapel und Puffer ent-
halten. Die Geltaschen werden abgetrennt und das Gel anschlieBend auf die Membran
gelegt, die sich Gber dem ersten Filterpapierstapel befindet. Darauf wird der zweite Fil-
terpapierstapel gelegt und die Blot-Kammer geschlossen. Der Blot-Vorgang wird mit den
vom Hersteller vorgeschlagenen Einstellungen (5-10 min bei 1,3-2,5 A; bis 25 V), abhan-
gig von der GroRe des verwendeten Gels sowie der Molekilmasse des Zielproteins,
durchgefuhrt. Zur Erfolgskontrolle des Blot-Vorgangs wird die Membran fir 5 min mit
Ponceau-Farbstoff gefarbt. Das Gel wird mit Coomassie-Blau-Farbstoff gegengeféarbt,
um mogliche Proteinriickstande nachzuweisen. AnschlieRend werden Fotoaufnahmen der
Ponceau gefarbten Membranen in einem Bio-Rad ChemiDoc MP System angefertigt. Ist
der Blot-Vorgang erfolgreich und die Membran gleichmé&fig mit Proteinen beladen, wird

der GréRRenmarker von der tbrigen Membran abgetrennt und separat weiterbehandelt. Es
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folgt nun die Antikdrpermarkierung der Zielproteine. Um unspezifische Bindungsstellen
fur die verwendeten Antikorper zu blockieren, wird die Membran fir 1 h bei Raumtem-
peratur mit Blockpuffer (Kap. 10.7) behandelt. AnschlieRend erfolgt die Inkubation mit
dem Erstantikorper in 10-20 ml Blockpuffer Gber Nacht bei 4 °C. Am folgenden Tag wird
die Membran mindestens funfmal fir 7 min mit 15 ml Waschpuffer-2 (Kap. 10.7) gewa-
schen. Anschlielend erfolgt die Inkubation mit einem HRP-konjugierten Zweitantikor-
per, der 1:1000 in Blockpuffer gelost ist, fir 1 h bei Raumtemperatur. Die verwendeten

Erst- und Zweitantikorper sind in Kapitel 10.5, Tabellen 10 - 11 aufgelistet.

Der Komigrationsstandard enthélt Strep-Tag-konjugierte Proteine und wird hingegen mit
einem Strep-Tactin-HRP-Konjugat fur 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Nun wird die
Membran und der Komigrationsstandard erneut mindestens fiinfmal fir 7 min mit 15 ml
Waschpuffer-2 gewaschen. AnschlieBend erfolgt die Zugabe von 600 pl Chemilumines-
zenzsubstrat, die Inkubation fur 5 min und direkt im Anschluss die Bildaufnahme. Nach
der Anfertigung der Bilder des Zielproteins werden die Membran und der Komigrations-
standard erneut mindestens funfmal fur 7 min mit 15 ml Waschpuffer-2 gewaschen, um
uberschissige Antikdrper und Entwicklerlésung zu entfernen. Anschlielend erfolgt, ana-
log zur oben beschriebenen VVorgehensweise, die Inkubation der Membran mit einem Er-
stantikorper gegen das Haushaltsgen GAPDH, anschlieBend mit dem Zweitantikorper
und die erneute Bildaufnahme. Die Betrachtung und Bildaufnahme der angefertigten
Western Blots erfolgte mit dem Bio-Rad ChemiDoc MP System und der Bio-Rad Image
Lab Software. Die Auswertung der Western Blots erfolgte ebenfalls mit der Bio-Rad
Image Lab Software, wobei die mittleren optischen Dichten der Banden gemessen und

auf das Haushaltsgen GAPDH normalisiert wurden.
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3.9 Durchflusszytometrie

3.9.1 Grundlagen und Funktionsprinzip

Die Durchflusszytometrie findet Verwendung zur Charakterisierung einzelner Partikel,
in unserem Falle einzelner Zellen, anhand ihrer physikalischen Eigenschaften wie GroRe,
Form, DNA- und RNA-Gehalt. Zusétzlich kdnnen intrazellulare oder an der Zelloberfla-
che gelegene Proteine mit Antikdrpern markiert werden, an die fluoreszierende Stoffe
(Fluorophore) gekoppelt sind. So kénnen die markierten Proteine in die Charakterisierung
der Zellen miteinbezogen werden [15, 143]. Hierfur wird ein laminarer Flissigkeitsstrom
(Huallstrom) erzeugt, in den die zu untersuchende Zellsuspension injiziert wird. Der
Hullstrom sorgt dafir, dass sich die Zellen einzeln, hintereinander (wie bei einer Perlen-
kette) und zentriert im Probenstrom bewegen. Der Probenstrom wird dann an einer mo-
nochromatischen Lichtquelle, Gblicherweise einem oder mehreren Lasern, vorbeigefihrt.
Das Laserlicht schneidet dabei rechtwinklig den Probenstrom. Hierbei wird es zum einen
an den Zellen gestreut, zum anderen versetzt es die zur Proteinmarkierung verwendete
Fluorophore in einen energiereichen, angeregten Zustand. Direkt im Anschluss bildet sich
der angeregte Zustand spontan zurlick. Dabei emittiert jedes Fluorophor Fluoreszenzlicht
eines spezifischen Wellenlangenbereichs (Emissionsspektrum). Das Streulicht und das
Fluoreszenzlicht breiten sich in alle Richtungen aus und werden (ber optische Linsen
gesammelt. Das Licht wird dann ber verschiedene Photomultiplierréhren (photomulti-
plier tube - PMT) detektiert, die Intensitat des Lichtsignals gemessen und in elektrische
Signale transformiert. Uber Farbteilerspiegel und Bandpassfilter kénnen zuvor die Emis-
sionsspektren mehrerer Fluorophore voneinander getrennt und auf unterschiedliche
PMTs geleitet werden. Jedes PMT detektiert so ein unterschiedliches Lichtspektrum, also
folglich die Emission eines Fluorophors. Das Fluoreszenzlicht wird ebenfalls im 90°-
Winkel detektiert. Die Fluorophore sind an Antikorper gegen intrazelluldre oder Oberfla-
chenproteine der Zellen gekoppelt. Bei jeder Zelle, fir die ein Fluoreszenzsignal eines
bestimmten Fluorophors detektiert wird, kann eine Aussage Uber das Vorkommen des

markierten Proteins getroffen und so kann die Zelle charakterisiert werden.

49



Darstellung Messung der

und Helligkeit des

Analyse o
snittels € Lichtsignals,

Transformation|
Softwar rsc | T\
oTtware .l Laser
PMT
Filter Sammel 3

Optik

Farbteilerspiegel

Hiillflissigkeit

(o] o Zellsuspension

Abbildung 11: Schematische Darstellung des Aufbaus und der Funktionsweise eines Durchflusszytome-
ters.

Die Zellen werden durch die Hullfliissigkeit fokussiert und im 90° Winkel in ein Laserlicht geleitet. Die
Streuung des Lichts an den Zellen wird als erstes im FSC-PMT detektiert. AnschlieBend werden Streulicht
und Fluoreszenzlicht gesammelt. Es erfolgt die Detektion des SSC sowie nach spektraler Auftrennung
durch Farbteilerspiegel und Bandpassfilter die Detektion der Signale einzelner Fluorophore in einzelnen
PMTs. Modifiziert nach: Brown, M. and Wittwer, C., Flow cytometry: principles and clinical applications
in hematology. Clinical chemistry, 2000. 46(8 Pt 2): p. 1221-9

Durch die geeignete Auswahl der markierten Proteine kann eine genaue Klassifizierung
der Zelle erfolgen. Das Streulicht hingegen kann detektiert und zur Erfassung der physi-
kalischen Eigenschaften der Zellen herangezogen werden. Das im spitzen Winkel (< 90°)
gestreute Licht wird als erstes erfasst und als Vorwartsstreulicht (forward scatter - FSC)
bezeichnet. Es dient der Abschéatzung der Zellgréze. Das im 90°-Winkel gestreute Licht
wird als Seitwartsstreulicht (side scatter - SSC) bezeichnet und dient der Abschéatzung
der inneren Struktur und Granularitét der Zellen. Die Daten werden flr jede Zelle einzeln

erfasst und zur Analyse gespeichert.

3.9.2 Durchfihrung der Antikdrpermarkierung

Die murinen Zellen wurden nach siebentégiger Behandlung mit M-CSF untersucht. Die
humanen Zellen wurden direkt nach Isolation (Tag 0) und nach Inkubation Gber Nacht
(Tag 1) untersucht. Die Zellen werden aus der Zellkultur abgenommen und in ein 50 ml
Zentrifugenréhrchen tberfihrt. Zunéchst erfolgt ein Waschschritt zur Entfernung des
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Mediums. Es werden 25 ml 5 mM Ethylendiamintetraacetat (EDTA) in 1x PBS, zur Zell-
suspension hinzugegeben und eine Zentrifugation fur 10 min bei 350 x g und 4 °C durch-
gefuhrt. Der Uberstand wird mit Hilfe einer Pasteuerpipette abgesaugt. Das Zellpellet
wird in 25 ml 5 mM EDTA in Cell Staining Buffer, resuspendiert. Anschlielend erfolgt
die Zahlung der Zellen wie in Kapitel 3.3.2 beschrieben. Nach erneuter Zentrifugation fur
10 min bei 350 x g und 4 °C und Absaugen des Uberstandes, wird das Zellpellet in
5 mM EDTA in Cell Staining Buffer so resuspendiert, dass eine Konzentration von 1x10’
Zellen/ml erreicht wird. Es erfolgt zunéchst die Sattigung der unspezifisch antikdrperbin-
denden Fc-Rezeptoren mittels Zugabe von 50 pl/ml Fc-Receptor Blocking Reagent und
einer Inkubation von 20 min bei Raumtemperatur. Die Zellsuspension wird nun zu je
100 pl auf 5 ml round bottom tubes verteilt. Dann erfolgt die Zugabe der fluorophorge-
koppelten Antikorper und die Inkubation fir 20 min bei 4 °C im Dunkeln. Fur die Kom-
pensation wird pro verwendetem Antikorper eine Einzelfarbung sowie einmalig jeweils
eine Farbung von compensation beads durchgefihrt. Ebenso wird als negative Kontrolle
eine Probe ohne Antikdrper bereitgestellt. Die Zielproteine der verwendeten Antikorper,
die gekoppelten Fluorophore, die verwendeten VVolumina sowie eine kurze Beschreibung
der Funktion der Oberflachenproteine sind in Kapitel 10.6, Tabellen 13 - 14 aufgelistet.
Nach der Inkubation erfolgt die Zugabe von 2 ml 5 mM EDTA in Cell Staining Buffer
und eine erneute Zentrifugation fiir 10 min bei 350 x g und 4 °C. Der Uberstand wird
abgesaugt und das Zellpellet anschlieBend zur Vitalitatsfarbung in 1 ml 1 % Gebrauchs-
I6sung des LIVE/DEAD Fixable Aqua Dead Cell Stain Kit (Kap. 10.7) resuspendiert und
fur 15min bei Raumtemperatur, im Dunkeln inkubiert. Nach Zugabe von
1 ml5 mM EDTA in Cell Staining Buffer erfolgt eine erneute Zentrifugation des Tubes
fiir 10 min bei 350 x g und 4°C. Der Uberstand wird abgesaugt und das Zellpellet in
500 ul 5mM EDTA in Cell Staining Buffer resuspendiert. AnschlieRend kann die Mes-

sung erfolgen, wobei je 50.000 events aufgezeichnet werden.

3.10 Datenerfassung und Analyse

Die Datenerfassung am Durchflusszytometer erfolgt mit der BD FACSuite Software. Die
Auswertung und Darstellung der Ergebnisse erfolgt mit der BD FACSDiva Software. Aus

logistischen Griinden wurde wéhrend der Erstellung dieser Arbeit an zwei Durchflusszy-
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tometern gearbeitet. Die durchflusszytometrische Analyse wahrend der PBMC- und Mo-
nozytenisolation erfolgt an einem BD FACScan (BD Biosciences, San Jose, California,
USA). Die Analyse zur Kontrolle der BMDM-Differenzierung und genaueren Klassifi-
zierung der isolierten humanen Monozyten erfolgt mit einem BD FACSVerse (BD
Biosciences, San Jose, California, USA). Die Ergebnisse einer durchflusszytometrischen
Analyse werden dann tblicherweise auf zwei Arten dargestellt. Die Punktwolkendarstel-
lung (dot plot) stellt jede Zelle einzeln dar, charakterisiert anhand zweier Parameter in
einem Koordinatensystem. Welche Parameter auf der x- und y-Achse abgebildet werden
ist dabei frei wahlbar (SSC, FSC, Fluoreszenzintensitit eines bestimmten Fluoro-
phors/Proteins). Im Histogramm hingegen wird eine Signalintensitét (x-Achse) gegen die
Zellzahl (y-Achse) aufgetragen. Durch Auswahl von Proteinen, die typisch fur bestimmte
Zellen oder Zelllinien sind (Marker), kénnen etwa Leukozytensubpopulationen voneinan-
der unterschieden werden [63]. Dieser Vorgang wird im Folgenden beispielhaft erldutert.
Untersucht wurde das Isolat eines humanen buffy coat, direkt nach Aufnahme in das Zell-
kulturmedium. Es wurde ein dot plot erstellt, bei dem das FSC gegenlber der Vitalitéts-
farbung dargestellt wird (Abb. 12 A). Alle intakten Zellen liegen im unteren Bereich des
plots und werden mit einem Rahmen (gate) markiert und farblich kodiert. Die Zellen in-
nerhalb dieses gates kdnnen nun weiter analysiert werden. Granulozyten exprimieren
CD66b auf der Zelloberflache und lassen sich so gut von anderen Leukozyten unterschei-
den. Daher wird als ndchstes die Fluoreszenzintensitat eines fluoreszenzmarkierten
CD66b-Antikorpers, dem FSC gegenuber gestellt, um den Granulozytenanteil der zuvor
ausgewahlten Zellen zu bestimmen. Die CD66b exprimierenden Zellen liegen gut ab-
grenzbar im oberen Teil des plots (Abb. 12 B). Man bezeichnet die Granulozyten in der
Folge als CD66b*, die lbrigen Zellen als CD66b". Zellen, die ein intermediares Signal

emittieren, werden als CD66b'" bezeichnet.
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Abbildung 12: Dot Plots einer durchflusszytometrischen Analyse eines buffy coat, links: x-Achse: FSC,
y-Achse: Vitalitatsfarbung; rechts: x-Achse: FSC, y-Achse: CD66b.

Exemplarische Darstellung des Gating VVorgangs. Es werden im linken plot zunéchst die vitalen Zellen mit
einem Gate markiert. Diese Zellen werden dann im rechten plot weiter analysiert, wobei durch das mit

Antikorpern markierte Oberflachenprotein CD66b Granulozyten (blau) identifiziert werden kénnen.

Der beschriebene VVorgang kann mit unterschiedlichen Zellpopulationen und unterschied-
lichen Markern wiederholt werden und mindet in einer exakten Klassifizierung der un-
tersuchten Zellpopulation anhand der markierten Oberflachenproteine. So kann eine ge-
naue Charakterisierung der Zellpopulation erfolgen. Bei Verwendung mehrerer Fluoro-
phore mussen diese so ausgewahlt werden, dass sich die Emissionsspektren wenig oder
gar nicht Uberlappen. Dies gelingt nicht immer und kann dazu fiihren, dass ein Fluorophor
in zwei PMTs detektiert wird. Eine Zelle wird fir zwei Fluorophore positiv erkannt, ob-
wohl nur eines gebunden ist (falsch positiver Messwert). Durch manuelle Einstellung der
PMTs und digitale Nachbearbeitung der Messwerte, kann die Uberschneidung der Spek-
tren reduziert und die Anzahl falsch positiver Messwerte verringert werden. Dieser Vor-
gang wird als Kompensation bezeichnet. Weiterhin besteht die Mdglichkeit zur automa-
tischen Kompensation. Diese beruht darauf, dass vor der simultanen Messung mehrere
Fluorophore, fur jedes eingesetzte Fluorophor Einzelfarbungen durchgefihrt werden.
Hierbei kommen compensation beads zum Einsatz. Diese Kunststoffpartikel binden die
eingesetzten Antikorper einer Donor-Spezies vollstandig oder gar nicht. Hierdurch kann

flr jedes verwendete Fluorophor ein maximal positives sowie ein stark negatives Signal
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erzeugt und gemessen werden. Die Software des Durchflusszytometers kann dann auto-
matisch aus den Ergebnissen der Einzelfarbungen errechnen, welcher Anteil des detek-

tierten Fluoreszenzsignals an jedem PMT auf tiberlappende Signale zuriickzufiihren ist.

3.11 ldentifizierung von BMDM und humanen Monozyten in der

Durchflusszytometrie

Zur ldentifizierung von murinen Makrophagen wird das von Zhang et al. [189] vorge-
schlagenen Drei-Marker-Konzept, mit fluorophorkonjugierten Antikérpern gegen spezi-
fische Oberflachenproteine von murinen myeloischen Zellen (CD11b) und Makrophagen
(F4/80), angewendet. Als dritten Marker verwenden wir den auf Makrophagen vorkom-

menden major histocompatibility complex-11 (MHC-II) [8].

Zur Charakterisierung der humanen Zellen werden fluorophorkonjugierte Antikorper ge-
gen spezifische Oberflachenproteine unterschiedlicher Zellarten genutzt, da wir nicht von
einem absoluten Erfolg der Monozyten Zellisolation ausgehen konnten. Die Strategie zur
Identifizierung der Zellpopulationen lehnt sich an die von Abeles et al. publizierte Me-
thode aus dem Jahr 2012 an [1]. Untersucht werden der Marker neutrophiler und eosino-
philer Granulozyten CD66b, der B-Zell-Marker CD19, der T-Zell-Marker CD3, der Mar-
ker natlrlicher Killerzellen (NK-Zellen) CD56 sowie die Monozyten-Marker HLA-DR,
CD14 und CD16. Ebenso finden die Parameter FSC und SSC Anwendung.

3.12 Darstellung der Ergebnisse und statistische Auswertung

Die grafische Darstellung und die statistische Auswertung der erhobenen Messwerte er-
folgten mit der Graph Pad Prism® 5 Software. VVor der statistischen Analyse erfolgte die
Prifung auf Normalverteilung der Messwerte. Hierflr wurde der Shapiro-Wilk-Test an-
gewendet. Waren die Messwerte normalverteilt erfolgte der statistische Vergleich meh-
rerer Messwertgruppen gegeneinander mittels One-Way ANOVA mit anschlieRendem
Tukey-Test. Der Vergleich zweier Messwertgruppen gegeneinander erfolgte mit dem un-
gepaarten t-Test. Konnte keine Normalverteilung der Messwerte angenommen werden,
wurden nicht parametrische Tests verwendet, sodass der statistische Vergleich mehrerer
Messwertgruppen gegeneinander mittels Kruskal-Wallis-Test mit anschlieBendem

Dunns-Test erfolgte. Der Vergleich zweier Messwertgruppen gegeneinander erfolgte
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dann mit dem Mann-Whitney-Test. Bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von kleiner 5 %
(p < 0,05) wurde das Ergebnis der Testung als statistisch signifikant angesehen und in

den Abbildungen mit einem Asterisk (*) gekennzeichnet.
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4 Ergebnisse

4.1 Qualitat der Makrophagen Differenzierung

Es wurde exemplarisch die Qualitét der erzeugten Zellen nach siebentégiger Behandlung
mit M-CSF mittels Durchflusszytometrie kontrolliert. Nach Kompensation der Signale
und Kalibrierung des Gerates wurde der Anteil der CD11b* Zellen an allen vitalen Zellen
bestimmt (Abb. 13), der in den flr die Zellkultur verwendeten Proben durchschnittliche
99 % betrug. Weiterhin erfolgte die Bestimmung der Fluoreszenzintensitaten (MFI —
Mean fluorescence intensity) fur die Makrophagen-Marker F4/80 und MHC-I1I. Im Ver-
gleich der MFIs von F4/80 (Abb. 14 A) und MHC-II (Abb. 14 B) der CD11b" Zellen mit
denen der CD11b" Zellen zeigten sich die MFIs der CD11b* Zellen positiver. Die unter-
suchten Zellen trugen also Oberflachenproteine von myeloischen Zellen sowie Makro-
phagen (CD11b*/F4/80"/MHC-II™), sodass die Differenzierung zu Makrophagen als er-
folgreich angesehen werden konnte.

CD11b
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Abbildung 13: Ergebnis der durchflusszytometrischen Analyse muriner Knochenmarkzellen nach sieben
Tagen M-CSF Behandlung.

Ordinate: Zellzahl. Abszisse: logio der Fluoreszenzintensitét im Kanal APC-eFluor 780-A. Dargestellt wird

die Anzahl der gezahlten Zellen sowie die Intensitat des Fluoreszenzsignals fiir einen Marker der myoli-
schen Zellreihe CD11b (griin) der gezéhlten Zellen. Zum Vergleich ist das Fluoreszenzsignal einer ohne

CD11b Antikorper inkubierten Probe im gleichen Kanal dargestellt (rot).
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Abbildung 14 A und B: Ergebnisse der durchflusszytometrischen Analyse muriner Knochenmarkzellen
nach sieben Tagen M-CSF Behandlung.

Ordinate: Zellzahl. Abszisse: logio der Fluoreszenzintensitét im jeweiligen Kanal. Dargestellt wird die
Anzahl der gezéhlten Zellen sowie die Intensitat des Fluoreszenzsignals fir die Makrophagenmarker
F4/80 (A, PE-A) und MHC-II (B, PE-Cy7-A) der gezahlten Zellen. Es werden alle CD11b* (grun) mit
allen CD11b" (rot) Zellen verglichen. Es zeigt sich im Median bei F4/80 und MHC-II eine hdhere Fluo-
reszenzintensitdt der CD11b* Zellen gegentber der CD11b" Zellen (MFI: A: F4/80: CD11b*: 114;
CD11b: 5; B: MHC-1I: CD11b*: 180; CD11b": 3).
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4,2 Transkriptionsanalyse von murinen BMDM nach Behandlung mit

cMyBP-C-Fragmenten

Zunéchst untersuchten wir, ob cMyBP-C-Fragmente einen Einfluss auf die Transkription
von ausgewahlten Zytokinen und Adhésionsmolekilen bei BMDM haben. Hierzu wur-
den die Zellen flr 6 h mit 500 ng/ml der Fragmente CO, CO-Linker (C0-L), COC1, COC1f
und COC2 sowie 100 ng/ml LPS und einem aquivalenten VVolumen PBS behandelt. An-
schlieBend wurde die Transkription der proinflammatorischen Zytokine Tnf-a, II-1p, 1l-
6, der profibrotischen beziehungsweise anitinflammatorischen Zytokine Tgf-, 1I-10, der
Adhasionsmolekilen Icam-1, Vcam-1, des M2-typischen Mannose Rezeptor Mrc-1 so-
wie des M2-typischen Enzyms Arg-1 anhand des mRNA-Gehalts mittels gPCR bestimmt.
Es zeigte sich, dass die Transkription proinflammatorischer Gene, durch die Behandlung
der Zellen mit COC1f sowie LPS, gegentber des Kontrollniveaus deutlich anstieg
(CoC1f: Tnf-a: 12,4 + 2,8-fach, p<0,0001; II-1B: 91,5 + 29,9-fach, p<0,0001; 1I-6: 303,5
+ 90,2-fach, p<0,0001; Abb. 15 und 16). Bei der Behandlung mit den Fragmenten CO,
CO-L und COC1 sowie mit PBS konnte keine Veranderung der Transkription gemessen
werden (Abb. 15 und 16). Eine Ausnahme stellte hier die gesteigerte Tnf-a-Transkription
bei Behandlung mit COC2 dar (Abb. 15 A), da hier ebenfalls eine signifikante Verande-
rung gemessen werden konnte (p<0,0001), doch diese im Vergleich zu COC1f wesentlich
geringer ausfiel (COC2: 2,3 £ 0,3-fach vs. COC1f: 12,4 + 2,8-fach).
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Abbildung 15 A und B: Ergebnisse der Transkriptionsanalyse der inflammatorischen Zytokine (Tnf-a, Il-
1B) anhand des mRNA-Gehalts mittels qPCR.

Behandlung mit PBS (Kontrolle), 500 ng/ml CO, CO-L, COC1, COC1f, COC2 und 100 ng/ml LPS fir 6 h.
Es zeigt sich eine deutliche Steigerung der Transkription durch Behandlung mit COC1f und LPS. Geringe
Steigerung der Transkription bei Tnf-o durch Behandlung mit COC2. Saulen mit Fehlerindikatoren ent-
sprechen Mittelwert + Standardfehler (SEM) des Fold-Change gegenlber des Kontrollniveaus. A:Tnf-a.
Kontrolle: 1,0 £ 0,05; C0: 2,2 £ 0,2; CO-L: 1,5+ 0,2; COC1: 1,1 + 0,1; COC1f: 12,4 + 2,8; COC2: 2,3 +
0,3; LPS: 29,4 +5,1; B:1l-18: Kontrolle: 1,0 £ 0,1; C0: 6,7 +0,5; CO-L: 2,0+ 0,3; C0C1: 1,2 £0,1; COC1f:
91,5 +£29,9; COC2: 3,6 + 0,7; LPS: 549,2 + 91,8; (Kontrolle: n = 12; CO: n = 4, C0-L, C0C2: n = 11;
COC1: n=18; COC1f: n=21; LPS: n =6)
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Abbildung 16: Ergebnisse der Transkriptionsanalyse des inflammatorischen Zytokins 11-6 anhand des
MRNA-Gehalts mittels qPCR.

Behandlung mit PBS (Kontrolle), 500 ng/ml CO, C0-L, COC1, COC1f, COC2 und 100 ng/ml LPS fiir 6 h.
Es zeigt sich eine deutliche Steigerung der Transkription durch Behandlung mit COC1f und LPS. Saulen
mit Fehlerindikatoren entsprechen Mittelwert + Standardfehler (SEM) des Fold-Change gegenlber des
Kontrollniveaus. 11-6: Kontrolle: 1,0 +0,3; C0: 11,8 +0,5; C0-L: 7,0+ 1,6; COC1: 2,2 + 0,6; COC1f: 303,5
+90,2, COC2: 35,1 £ 13,6; LPS: 2065 * 327,5; (Kontrolle: n = 12; C0: n =4, C0-L, COC2: n=11; COC1:
n = 18; COC1f: n = 21; LPS: n =6)

Ein &hnliches Bild zeigte sich bei der Transkription der Adh&sionsmolekile lcam-1
(COC1f: 6,3 £ 1,0-fach, p<0,0001) und Vcam-1 (COC1f: 10,2 £ 2,7-fach, p<0,0001), wel-
che nach Behandlung mit COC1f und LPS stiegen. Die Behandlung mit den Ubrigen Frag-
menten fihrte hingegen zu keiner Verénderung (Abb. 17).
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Abbildung 17 A und B: Ergebnisse der Transkriptionsanalyse der Adhédsionsmolekdile (Icam-1, Vcam-1)
anhand des mMRNA-Gehalts mittels qPCR.

Behandlung mit PBS (Kontrolle), 500 ng/ml CO, C0-L, COC1, COC1f, COC2 und 100 ng/ml LPS fiir 6 h.
Es zeigt sich eine Steigerung der Transkription durch Behandlung mit COC1f und LPS. Séulen mit Fehler-
indikatoren entsprechen Mittelwert + Standardfehler (SEM) des Fold-Change gegeniber des Kontrollni-
veaus. A: Icam-1: Kontrolle: 1,0 £ 0,03; CO: 1,6 + 0,02; CO-L: 1,2 +0,1; COC1: 1,4 + 0,1; COC1f: 6,3 +
1,0; C0C2: 1,3 £0,1; LPS: 11,2 + 2,0; B: Vcam-1: Kontrolle: 1 £ 0,03; C0: 1,2 £ 0,1; CO-L: 1,1 + 0,2;
CO0C1: 1,6 £ 0,2; COC1f: 10,2 £ 2,7; COC2: 1,2 £ 0,1; LPS: 44,6 £ 12,0; (Kontrolle: n = 12; C0: n = 4,
CO-L, C0C2: n =11; COC1: n =18; COC1f: n =21; LPS: n =6)
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Eine Veranderung der Transkription von Tgf-p konnte durch keines der Fragmente indu-
ziert werden. Die Behandlung mit LPS fuhrte jedoch zu einer signifikanten Verringerung
von Tgf-B (p=0,0005, Abb. 18). Bei der Analyse der II-10-Transkription zeigte sich ein
anderes Bild. Die Behandlung mit COCL1f fiihrte zu einer geringen, aber signifikanten
Steigerung der Transkription (2,2 + 0,3-fach, p=0,0028), bei den ubrigen Fragmenten
zeigte sich hingegen keine Veranderung. Die Behandlung mit LPS fuhrte zu einer deutli-
chen Steigerung der Transkription (Abb. 19).
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Abbildung 18: Ergebnisse der Transkriptionsanalyse des profibrotischen beziehungsweise antiinflamma-
torischen Zytokins Tgf-B, anhand des mMRNA-Gehalts mittels gPCR.

Behandlung mit PBS (Kontrolle), 500 ng/ml C0, CO-L, COC1, COC1f, COC2 und 100 ng/ml LPS fir 6 h.
Bei Tgf-p konnte lediglich eine Verringerung der Transkription durch LPS gezeigt werden. Die cMyBP-C-
Fragmente bewirkten hier keinerlei Veranderung. Saulen mit Fehlerindikatoren entsprechen Mittelwert +
Standardfehler (SEM) des Fold-Change gegeniiber des Kontrollniveaus. Tgf-4: Kontrolle: 1,00 +0,03; CO:
1,02 £ 0,06; CO-L: 0,99 + 0,13; COC1: 1,06 + 0,06; COC1f: 1,03 + 0,05; COC2: 1,06 + 0,07; LPS: 0,42 £
0,05; (Kontrolle: n = 12; C0: n =4, C0-L, COC2: n =11; COC1: n = 18; COC1f: n = 21; LPS: n = 6)
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Abbildung 19: Ergebnisse der Transkriptionsanalyse des antiinflammatorischen Zytokins 11-10 anhand des
MRNA-Gehalts mittels gPCR.

Behandlung mit PBS (Kontrolle), 500 ng/ml C0, CO-L, COC1, COC1f, COC2 und 100 ng/ml LPS fir 6 h.
Bei 11-10 zeigt sich eine Steigerung der Transkription durch Behandlung mit COC1f und LPS. S&ulen mit
Fehlerindikatoren entsprechen Mittelwert + Standardfehler (SEM) des Fold-Change gegeniiber des Kon-
trollniveaus. 11-10: Kontrolle: 1,0 +0,1; C0: 2,1+0,1; C0-L: 1,6 £0,2; COC1: 1,2+ 0,2; COC1f: 2,2+0,3;
C0C2: 1,8 £ 0,1; LPS: 109,1 £ 13,2; (Kontrolle: n = 12; C0: n = 4, C0-L, COC2: n = 11; COC1: n = 18;
COC1f: n=21; LPS: n =6)

Bezlglich der fir den M2-Makrophagen typischen Proteine Mrc-1 und Arg-1 konnte
durch keines der Fragmente eine signifikante Anderung der Transkription hervorgerufen
werden (Abb. 20).
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Abbildung 20 A und B: Ergebnisse der Transkriptionsanalyse des M2-typischen Mannose Rezeptors Mrc-
1 und des M2-typischen Enzyms Arg-1 anhand des mRNA-Gehalts mittels gPCR.

Behandlung mit PBS (Kontrolle), 500 ng/ml CO, CO-L, COC1, COC1f, COC2 und 100 ng/ml LPS fir 6 h.
Es zeigt sich bei keiner der verwendeten Substanzen eine Verénderung der Transkription. S&ulen mit Feh-
lerindikatoren entsprechen Mittelwert + Standardfehler (SEM) des Fold-Change gegeniber des Kontroll-
niveaus. A: Mrc-1: Kontrolle: 1,0 + 0,02; C0: 1,0 £ 0,1; C0-L: 1,0 £ 0,1; COC1: 1,0 + 0,1; COC1f: 0,7 +
0,05; C0C2: 0,9 £ 0,1;B: Arg-1: Kontrolle: 1,00 £+ 0,05; CO0: 1,0 £ 0,1; C0-L: 0,9 £ 02,; COC1: 0,8 £ 0,1;
C0C1f: 0,9+£0,1; COC2: 0,8 £0,1; LPS: 1,0 £ 0,1; (Kontrolle: n = 12; C0: n =4, CO-L, COC2: n = 11;
C0C1: n=18; COC1f: n=21; LPS: n=6)
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Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass lediglich das COC1f-Fragment als poten-
ter proinflammatorischer Aktivator von BMDM fungiert. Die weiteren Versuche fokus-
sierten sich daher auf das COC1f-Fragment. CO-L wurde als Kontrollsubstanz verwendet,

reprasentativ fir alle ibrigen cMyBP-C-Fragmente.

Als néchstes sollte die Frage nach einer Abhéngigkeit der Makrophagenreaktion von der
Behandlungsdauer mit COC1f untersucht werden. Die Zellen wurden mit dem Fragment
in einer Konzentration von 500 ng/ml behandelt und nach einer Dauer von 3 h, 6 h, 9 h,
24 h und 72 h wurde die Transkription der bereits zuvor untersuchten Gene mittels qPCR
bestimmt. Da sich bei den vorherigen Versuchen keine relevante VVerénderung bei Tgf-$3
zeigte, wurde keine erneute Untersuchung durchgefuihrt. Bereits nach 3 h Behandlungs-
dauer stieg die Transkription der proinflammatorischen Gene, 1l-1p und 11-6 gegentiber
dem Kontrollniveau an. Es zeigte sich dann, dass nach 6 h Behandlungsdauer bei Tnf-a,
II-1B und I1-6 (Abb. 21) sowie den Genen fir Adhasionsmolekile Icam-1 und Vcam-1
(Abb. 22) die hochste Transkription des Untersuchungszeitraums erreicht wurde. Nach
9 h konnte wieder eine Reduktion der Transkription gemessen werden. Nur die Transkrip-
tion von II-1B und II-6 zeigte sich Uber diesen Zeitraum hinaus gesteigert, wobei die Tran-
skription von 11-1f8 nach 24 h erneut anstieg (Abb. 21). Nach 72 h war lediglich noch die
Transkription von 11-6 gesteigert zu messen. Die Transkription des antiinflammatorischen

Zytokins 11-10 liel3 sich nur nach 6 h gering gesteigert messen (Abb. 22).
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Abbildung 21: Ergebnisse der Transkriptionsanalyse der inflammatorischen Zytokine (Tnf-a, II-1p, 1I-6)
anhand des mRNA-Gehalts mittels gPCR.

Behandlung mit 500 ng/ml COCL1f fir den genannten Zeitraum. Anstieg der Transkription aller gemessenen
Zielgene, mit dem Maximum zum 6 h Zeitpunkt. Absinken auf das Kontrollniveau spéatestens nach 24 h.
Ausnahmen stellen hier 11-1p und I1-6 dar, die zu diesem Zeitpunkt weiterhin gesteigert sind. Die 11-6 Tran-
skription bleibt auch zum 72 h Zeitpunkt weiter gesteigert. Symbole entsprechen dem Mittelwert des Fold-
Change gegenlber des Kontrollniveaus. Tnf-a (Kreis, gepunktete Linie): 3h: 3,9+ 0,6; 6h: 9,2+2,0; 9h: 2,8
+0,4; 24h: 1,5 +0,3;72h: 0,9 + 0,1; ll-18 (Dreieck, durchgezogene Linie): 3h: 8,0 £ 1,7; 6h: 91,5 + 29,9;
9h: 4,0 £0,5; 24h: 6,9 £ 2,0; 72h: 3,1 £ 0,2; 11-6 (Rechteck, gestrichelte Linie): 3h: 1,7 + 0,8; 6h: 303,5 =
90,2; 9h: 43,6 +8,8; 24h: 32,1 +9,7; 72h: 12,4 + 6,6; (3h, 9h, 72h: n = 6; 6h, 24h: n = 18)

66



Zeitverlauf

-0- |cam-1 - \Vcam-1 -&- ||-10
o 101
[
£ 81
o
Y
o 07
>
[«B]
2 44
@
S
é 27 - ~ ol -0
o Rl < T
LL 0 1 1 ] ] ]

COC1f Behandlungsdauer

Abbildung 22: Ergebnisse der Transkriptionsanalyse der Adhésionsmolekile (Icam-1, Vcam-1) und des
antiinflammatorischen Zytokin (11-10) anhand des mRNA-Gehalts mittels gPCR.

Behandlung mit 500 ng/ml COC1f fur den genannten Zeitraum. Anstieg der Transkription aller gemessenen
Zielgene, mit dem Maximum zum 6 h Zeitpunkt. Absinken der Transkription auf das Kontrollniveau spa-
testens nach 24 h. Symbole entsprechen dem Mittelwert des Fold-Change gegenuber des Kontrollniveaus.
Icam-1 (leerer Kreis, gepunktete Linie): 3h: 3,4 +0,3; 6h: 6,3 £ 1,0; 9h: 2,1 +0,2; 24h: 1,6 £0,2; 72h: 0,8
+ 0,1; Vcam-1 (leeres Dreieck, durchgezogene Linie): 3h: 1,2 + 0,05; 6h: 9,35 * 3,0; 9h: 1,2 + 0,1; 24h:
1,2+0,2; 72h: 0,8 £ 0,1; 11-10 (leeres Rechteck, gestrichelte Linie): 3h: 0,9 + 0,2; 6h: 2,0 £ 0,3; 9h: 0,8 +
0,1; 24h: 0,7 £ 0,05; 72h: 1,5+ 0,1; (3h, 9h, 72h: n = 6; 6h, 24h: n = 18)

4.3 Transkriptionsanalyse von murinen BMDM nach Behandlung kar-

dialem Troponin-1

Nachfolgend wurde der etablierte Myokardinfarktbiomarker cTnl und das COC1f-Frag-
ment verglichen. Hierbei sollte untersucht werden, ob 500 ng/ml cTnl &hnliche, aktivie-
rende Wirkung auf Monozyten aufweist wie 500 ng/ml COC1f. Es kam nach 6 h Behand-
lungszeit zu einer Steigerung der Transkription der bereits zuvor untersuchten Gene Tnf-
a, II-1p, 11-6, Icam-1 und VVcam-1 durch Behandlung mit COC1f. Die Zellen, die mit cTnl
behandelt wurden, zeigten hingegen keine Anderung der Transkription der untersuchten
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Gene (Abb. 23). Als positive Kontrolle wurde eine Behandlung mit 100 ng/ml LPS durch-
gefiihrt, die ebenfalls eine Steigerung der Transkription der untersuchten Gene hervorrief.

Bl Kontrolle 3@ COCif cTnl LPS

7

Fold-Change vs. Kontrolle (log ()
W/

Abbildung 23: Ergebnisse der Transkriptionsanalyse der inflammatorischen Zytokine (Tnf-a, II-1p, 1I-6)
und Adhésionsmolekiile (Icam-1, Vcam-1) anhand des mRNA-Gehalts mittels qPCR.

Behandlung mit PBS (Kontrolle), 500 ng/ml COC1f, 500 ng/ml ¢Tnl und 100 ng/ml LPS fir 6 h. Es zeigt
sich eine deutliche Steigerung der Transkription durch Behandlung mit COC1f und LPS. Die Behandlung
mit cTnl bewirkt hingegen keine Anderung der Transkription der gemessenen Zielgene. Séulen mit Feh-
lerindikatoren entsprechen Mittelwert + Standardfehler (SEM) des Fold-Change gegenuber des Kontroll-
niveaus. Kontrolle (schwarz): Tnf-a: 1,0 + 0,05; ll-18: 1,0 + 0,06, 11-6: 1,0 £ 0,3; lcam-1: 1,0 £ 0,3; Vcam-
1: 1,0 + 0,03; COCIf (grau): Tnf-a: 9,2 + 2,0, II-18: 91,5 + 29,9; 1I-6: 303,5 = 90,2; Icam-1: 6,3 £ 1,0;
Vcam-1: 9,4 = 3,1; cTNI (schwarz, weil schraffiert): Tnf-a: 0,8 £ 0,2; 1I-15: 1,1 £ 0,1, 11-6: 1,4 + 0,6;
Icam-1: 1,1 + 0,2; Vcam-1: 1,1 = 0,2; LPS (weil}, schwarz gepunktet): Tnf-a: 29,4 + 51, IlI-
1:549,2 +91,8; 1l-6: 2065,2 + 327,5; Icam-1: 11,2 + 2,0; Vcam-1: 44,6 + 12,0; (Kontrolle: n = 12,
COC1f: n =18;cTnl: n =13; LPS: n = 6)

4.4 Qualitat der isolierten humanen Monozyten

Da wir nicht von einem absoluten Erfolg der Zellisolation ausgehen konnten, wurde so-
fort nach der Isolation (Tag 0) und nach Inkubation Uber Nacht, vor Behandlung mit den
unterschiedlichen Substanzen (Tag 1), die Qualitat der Monozytenisolation analysiert.
Nach Kompensation der Signale und entsprechender Einstellung des Gerétes, kdnnen an
Tag 0 unter den vitalen Zellen (94,1 %, Abb. 24 B) insgesamt sechs unterschiedliche
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Zellpopulationen identifiziert werden. Es wurden zunachst CD66b*/CD19 Zellen als
Granulozyten (0,1 %, Abb. 24 C), CD66b/CD19" Zellen als B-Lymphozyten (0,9 %,
Abb. 24 C), CD3*/CD56  Zellen als T-Lymphozyten (3,7 %, Abb. 24 D) und
CD3*/CD56/HLA-DR" Zellen als NK-Zellen (0,9 %, Abb. 24 D und E) definiert. Zu-
sammenfassend lag der Anteil der genannten, nicht-monozytéren Zellen an allen leben-
den Zellen bei 2,4 - 9,7 %. Die ubrigen Zellen wurden als CD66b"/CD19/CD3/CD56
/HLA-DR*/CD14" charakterisiert und kénnen so als Monozyten definiert werden (Abb.
24 F). Es zeigten sich in den untersuchten Proben auch Zellen die als CD66b/CD19/CD3"
/CD56"Y/HLA-DR*/CD14" charakterisiert werden konnen und den Monozyten zugeteilt
wurden (Abb. 24 E). Im Weiteren konnte in CD14™*/CD16" (klassische Monozyten),
CD14**/CD16" (intermedidre Monozyten) und CD14*/CD16™ (nicht klassische Mo-
nozyten) unterschieden werden (Abb. 24 G). In allen fur die Zellkultur verwendeten Iso-
laten lag der Monozytenanteil an den lebenden Zellen bei 78 - 83 %, an den HLA-DR"
Zellen bei 88 - 94 %. An Tag 1 zeigte sich, nach abschaben der adh&renten Zellen primar
eine deutlich eingeschrénkte Vitalitat (26,1 %) sowie groRe Mengen an Zelltrimmern im
Probenmaterial (Abb. 25 B). Es konnten dennoch, nach dem oben beschriebenen Vorge-
hen, in geringer Zahl Granulozyten (0,1 %), B- und T-Lymphozyten (1,4 % und 0,8 %),
NK-Zellen (0,4 %) (Abb. 25 C - E) nachgewiesen werden. Zusammenfassend lag der
Anteil der genannten, nicht-monozytéren Zellen an allen lebenden Zellen bei 2,6 - 5,7 %.
Der grofite Anteil der Zellen, durchschnittlich 73,9 % aller lebenden Zellen, konnte als
Monozyten identifiziert werden (Abb. 25 F). Im Vergleich zu Tag 0 stellten die als
CD66b/CD19/CD3/CD56/HLA-DR*/CD14" charakterisierten Monozyten einen gerin-
geren Anteil der HLA-DR* Zellen (durchschnittlich 58,3 %) dar. Bei einem groRen Teil
der HLA-DR* Zellen (durchschnittlich 41,7 %, Abb. 25 F) konnten nach Inkubation und
Abschaben eine Reduktion der Menge der Oberflachenproteine CD14 und CD16 gemes-

sen werden.
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Abbildung 24 A bis G: Repréasentative Ergebnisse der durchflusszytometrischen Analyse der Monozy-

tenisolate an Tag 0, dargestellt als dot plots.

Das Gating erfolgt in jeder Zeile von links nach rechts anhand der an den Achsen aufgefiihrten Parameter

bzw. Oberflachenproteine. Anteil der Zellsorten in Prozent in Bezug auf alle lebenden Zellen. A: Darstel-

lung aller aufgezeichneten Messereignisse mittels FSC/SSC. B: Darstellung aller lebenden Zellen mittels
FSC/Aqua Dye. C: Ausschluss der CD66b* Granulozyten (0,1 %) und CD19* B-Lymphozyten (0,9 %) aus
allen lebenden Zellen. D: Ausschluss der CD3* T-Lymphozyten (3,7 %) und CD3*/CD56* NK-Zellen
(0,4 %) aus den CD66b/CD19 Zellen. E: Ausschluss der HLA-DR/CD56* NK-Zellen (0,5 %) aus den
CD66b/CD19/CD3 Zellen. Einschluss aller HLA-DR* Zellen (87,8 %). E: Darstellung aller HLA-DR*
Zellen mittels CD14/CD16, Ausschluss aller CD14/CD16" Zellen G: Darstellung der isolierten Monozyten

(82,7 %) mit Subpopulationen.
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Abbildung 25 A bis G: Reprasentative Ergebnisse der durchflusszytometrischen Analyse der Monozy-

tenisolate an Tag 1, dargestellt als dot plots.

Das Gating erfolgt in jeder Zeile von links nach rechts anhand der an den Achsen aufgefiihrten Parameter

bzw. Oberflachenproteine. Anteil der Zellsorten in Prozent in Bezug auf alle lebenden Zellen. A: Darstel-

lung aller aufgezeichneten Messereignisse mittels FSC/SSC. B: Darstellung aller lebenden Zellen mittels
FSC/Aqua Dye. C: Ausschluss der CD66b* Granulozyten (0,1 %) und CD19* B-Lymphozyten (1,4 %) aus
allen lebenden Zellen. D: Ausschluss der CD3" T-Lymphozyten (0,8 %) und CD3*/CD56" NK-Zellen
(0,1 %) aus den CD66b/CD19" Zellen. E: Ausschluss der HLA-DR/CD56" NK-Zellen (0,3 %) aus den
CD66b/CD19/CD3" Zellen. Einschluss aller HLA-DR* Zellen (95,5 %). E: Darstellung aller HLA-DR*
Zellen mittels CD14/CD16, Ausschluss aller CD14/CD16" Zellen G: Darstellung der isolierten Monozyten

(84,3 %) mit Subpopulationen.
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4.5 Abhéangigkeit der Reaktion humaner Monozyten auf COC1f von

der verwendeten Dosis und Behandlungsdauer

Da sich bei den zuvor durchgefiihrten Versuchen mit murinen BMDM bei II-1 und 1l-6
bereits nach 3 h eine deutlich gesteigerte Transkription nachweisen lief3, schlossen wir
vor der Durchfihrung der Hauptversuchsreihe mit humanem Probenmaterial eine kleine
Versuchsreihe mit kirzeren Behandlungsdauern an. Hierbei wurden die Zellen fir ledig-
lich 15 min, 30 min, 60 min, 90 min und 120 min mit 500 ng/ml COC1f behandelt. Die

Transkriptionsanalyse erfolgte analog zu den obigen Versuchen mittels gPCR.
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Abbildung 26: Ergebnisse der Transkriptionsanalyse der inflammatorischen Zytokine (IL-1p, IL-6) anhand
des mMRNA-Gehalts mittels qPCR.

Behandlung mit 500 ng/ml COC1f fiir den genannten Zeitraum. Anstieg der Transkription von IL-1 und
IL-6 zum 120 min Zeitpunkt hin. Symbole entsprechen dem Mittelwert des Fold-Change gegeniber des
Kontrollniveaus. IL-18 (Dreieck, durchgezogene Linie): 1528,2+21,4, 30" 10.6 £2,7; 60°: 93,9 + 83,6;
90°: 3955+ 197,2; 120°: 646,7 £ 151,8; 4h: 1506,2 + 543,4 IL-6 (Rechteck, gestrichelte Linie): 15¢: 5,2 +
5,0; 30%: 3,7+ 0,9; 60¢: 36,5 £29,7; 90¢: 716 + 623,8; 120¢: 5362 + 883,9; 4h: 33157,7 + 28358,2; (15 -
120:n=2)
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Es zeigte sich bei IL-1p und IL-6 bereits nach 60 min eine Steigerung der Transkription,
die bis zum 120 min Zeitpunkt weiter anstieg (Abb. 26), passend zu den nach 3 h erho-
benen Ergebnissen. Bei ICAM-1, VCAM-1 und IL-10 zeigten sich weniger eindeutige
Ergebnisse. ICAM-1 und IL-10 zeigten nach 90 min beziehungsweise 120 min einen ge-
ringen Anstieg der Transkription, die dann wieder auf Kontrollniveau sank. Bei VCAM-
1 konnte bereits nach 15 und 30 min eine gesteigerte Transkription gemessen werden, die
zum 60 min Zeitpunkt wieder sank, zum 120 min Zeitpunkt hin jedoch erneut anstieg
(Abb. 27).
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Abbildung 27: Ergebnisse der Transkriptionsanalyse der Adhdsionsmolekille (ICAM-1, VCAM-1) und
des antiinflammatorischen Zytokins (IL-10) anhand des mMRNA-Gehalts mittels gPCR.

Behandlung mit 500 ng/ml COC1f fur den genannten Zeitraum. Geringe Verénderung der Transkription bei
allen Zielgenen mit nicht sicher festzustellender Tendenz. Symbole entsprechen dem Mittelwert des Fold-
Change gegeniber des Kontrollniveaus. ICAM-1 (leerer Kreis, gepunktete Linie): 15 1,9 +£1,0; 30°: 1,4
+0,02; 60¢: 1,6 £0,5;90°: 3,4+ 1,3; 120¢: 2,55+ 0,06; 4h 2,3 + 0,8; VCAM-1 (leeres Dreieck, durchgezo-
gene Linie): 15¢: 3,7 = 1,5; 30: 5,6 + 0,9; 60¢: 1,5+ 0,7; 90°: 1,0 + 0,4; 120°: 2,7 + 0,4; 4h: 4,7+ 0,1; IL-
10 (leeres Rechteck, gestrichelte Linie: 15¢: 0,4 +0,1; 30°: 0,3 £ 0,02; 60°: 0,4 +0,1; 90°: 0,2 £ 0,03; 120°:
2,3+2,0;06£0,3(15°-120:n=2)
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Es erfolgte ebenso eine Versuchsreihe, bei der die verwendete COC1f-Konzentration von
500 ng/ml auf 50 ng/ml reduziert wurde. Hierbei zeigte sich, dass trotz einer Reduktion
der COC1f-Konzentration bei IL-6 und IL-1p ein Anstieg der Transkription gemessen
werden konnte, beginnend jeweils zum 3 h Zeitpunkt (Abb. 28 B und C). Insbesondere
bei IL-6 zeigte sich bereits nach 3 h eine deutliche Steigerung der Transkription, die nach
6 h weiter zunahm und hier statistisch signifikant ist (43,8 + 38,0-fach, p=0,0106, Abb. 28
C). Bei IL-1p zeigten sich die Verédnderungen der Transkription weniger stark ausgepragt,
aber mit gleicher Tendenz (Abb. 28 B). Bei den lbrigen Zielgenen, TNF-a (Abb. 28 A),
ICAM-1, VCAM-1, TGF-B und IL-10 (Abb. 29) zeigt sich keine Anderung der Tran-

skription im Vergleich zum Kontrollniveau.
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Abbildung 28 A bis C: Ergebnisse der Transkriptionsanalyse der inflammatorischen Zytokine (TNF-a, IL-
1B, IL-6) anhand des mMRNA-Gehalts mittels gPCR.

Behandlung mit PBS fiir 6 h (Kontrolle) und 50 ng/ml COC1f flr den genannten Zeitraum. Anstieg der
Transkription von IL-1p und IL-6 bereits nach 3 h. Bei den (brigen Zielgenen zeigt sich kein Anstieg der
Transkription. Saulen mit Fehlerindikatoren entsprechen Mittelwert + Standardfehler (SEM) des Fold-
Change gegeniiber des Kontrollniveaus. TNF-a.. Kontrolle: 1,0 £ 0,7; 3h: 0,38 £ 0,16; 6h: 0,11 £ 0,04; 9h:
0,12 + 0,04; 24h: 0,09 £ 0,04; IL-18: Kontrolle: 1,0 +0,3; 3h: 4,9 £ 2,1; 6h: 6,2+ 4,7; 9h: 0,4 £ 0,2; 24h:
1,2+0,7; IL-6: Kontrolle: 1,0 + 0,4; 3h: 86,9 + 73,0; 6h: 142,9 + 94,5; 9h: 11,2 + 3,6; 24h: 43,8 + 38,0;
(Kontrolle: n = 10; 3h —24h: n = 3)
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Abbildung 29: Ergebnisse der Transkriptionsanalyse der Adhasionsmolekiile (ICAM-1, VCAM-1) und
der profibrotischen beziehungsweise antiinflammatorischen Zytokine (TGF-p, IL-10) anhand des mRNA-
Gehalts mittels gPCR.

Behandlung mit PBS fir 6 h (Kontrolle) und 50 ng/ml COCLf fir den genannten Zeitraum. Bei den unter-
suchten Zielgenen zeigt sich kein relevanter Anstieg der Transkription nach Behandlung mit COC1f. Saulen
mit Fehlerindikatoren entsprechen Mittelwert + Standardfehler (SEM) des Fold-Change gegeniiber des
Kontrollniveaus. ICAM-1: Kontrolle: 1,0 +0,3; 3h: 1,3+ 1,0; 6h: 1,3 +0,5; 9h: 1,2+ 0,7; 24h: 1,4 £ 0,9;
VCAM-1: Kontrolle: 1,0 + 0,62; 3h: 0,73 + 0,72; 6h: 0,01 +£ 0,01; 9h: 0; 24h: 0,01 + 0,01; TGF-B: Kon-
trolle: 1,0 +0,6; 3h: 0,3+0,2; 6h: 0,1 £0,1; 9h: 0,2 £0,1; 24h: 0,2+ 0,1; IL-10: Kontrolle: 1,0 + 0,4; 3h:
0,6 £0,3; 6h: 0,8 £ 0,3; 9h: 0,7 £ 0,3; 24h: 0,3 + 0,1. (Kontrolle: n = 10; 3h — 24h: n = 3)

4.6 Transkriptions- und Expressionsanalyse von humanen Monozyten
nach Behandlung mit cMyBP-C-Fragmenten

Die zuvor mit murinen BMDM gewonnen Ergebnisse sollten nun in einem humanen in

vitro-Modell reproduziert werden. Hierfir erfolgt die Isolation von humanen Monozyten
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aus buffy coats. Wie bereits erwahnt, zeigten die BMDMSs nach Behandlung mit COC1f
die stérkste proinflammatorische Reaktion, sodass die Versuche lediglich mit COC1f und
CO-L durchgefiihrt wurden. Es erfolgte dann die Ermittlung des mRNA-Gehalts der Zel-
len fur die entsprechenden Zielgene mittels qPCR. Es zeigte sich nach Behandlung mit
500 ng/ml COC1f und 100 ng/ml LPS fir 6 h, wie in den vorrangegangenen Versuchen
mit BMDM, eine gesteigerte Transkription der proinflammatorischen Gene TNF-a (2,9
+1,1-fach; Abb. 30), IL-1p (60,9 + 18,5-fach, p=0,0001; Abb. 31 A) und IL-6 (533,5
123,7-fach, p=0,0001; Abb. 31 B) Bei TNF-a zeigte sich zu diesem Zeitpunkt jedoch nur
ein geringer, statistisch nicht signifikanter Effekt. Bei Behandlung mit CO-L konnte keine

signifikant verstérkte Transkription der oben genannten Gene gemessen werden.
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Abbildung 30: Ergebnisse der Transkriptionsanalyse des proinflammatorischen Zytokins TNF-a, anhand
des mMRNA-Gehalts mittels gPCR.

Behandlung mit PBS (Kontrolle), 500 ng/ml CO-L und COC1f sowie 100 ng/ml LPS fir 6 h. Es zeigt sich
eine geringe Steigerung der Transkription bei Behandlung mit COC1f. Sdulen mit Fehlerindikatoren ent-
sprechen Mittelwert + Standardfehler (SEM) des Fold-Change gegeniiber des Kontrollniveaus. TNF-a:
Kontrolle: 1,0 + 0,7; CO-L: 1,4 £0,8; COC1f: 2,9 +1,1; LPS: 24,3 £10,2; (Kontrolle: n = 10; CO-L: n =9;
COC1f:n=11; LPS: n=16)
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Abbildung 31 A und B: Ergebnisse der Transkriptionsanalyse der proinflammatorischen Zytokine (IL-1p,
IL-6) anhand des mRNA-Gehalts mittels gPCR.

Behandlung mit PBS (Kontrolle), 500 ng/ml CO-L und COC1f sowie 100 ng/ml LPS fir 6 h. Es zeigt sich
bei IL-1B und IL-6 eine deutliche Steigerung der Transkription durch Behandlung mit COC1f und LPS.
Saulen mit Fehlerindikatoren entsprechen Mittelwert + Standardfehler (SEM) des Fold-Change gegentiber
des Kontrollniveaus. IL-/8: Kontrolle: 1,0 £ 0,3; C0-L: 13,8 + 3,0; COC1f: 60,9 + 18,5; LPS: 228,8 +
116,6; IL-6: Kontrolle: 1,0 + 0,4; CO-L: 171,9 + 58,8; COC1f: 533,5 + 123,7; LPS 1198,2 + 283,6; (Kon-
trolle: n = 12; CO-L: n = 10; COC1f: n = 10; LPS: n=6)
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Bei der Untersuchung der Transkription der Adhdsionsmolekile ICAM-1 (Abb. 32) und
VCAM-1 (Abb. 33) zeigte sich weder nach der Behandlung mit CO-L, COC1f noch LPS

eine signifikante Anderung gegeniiber des Kontrollniveaus.
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Abbildung 32: Ergebnisse der Transkriptionsanalyse des Adh&sionsmolekiils ICAM-1, anhand des
MRNA-Gehalts mittels gPCR.

Behandlung PBS (Kontrolle), 500 ng/ml CO-L und COC1f sowie 100 ng/ml LPS flr 6 h. Es zeigt sich Ver-
anderung der Transkription nach Behandlung mit den genannten Substanzen. Saulen mit Fehlerindikatoren
entsprechen Mittelwert + Standardfehler (SEM) des Fold-Change gegenlber des Kontrollniveaus. ICAM-
1: Kontrolle: 1,0 +0,3; CO-L: 1,4 £ 0,4; COC1f: 2,1 +0,7; LPS: 3,2 £ 1,1; (Kontrolle: n = 12; CO-L: n =
9; COC1f: n=10; LPS: n =6)
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Abbildung 33: Ergebnisse der Transkriptionsanalyse des Adhé&sionsmolekiils VCAM-1 anhand des
MRNA-Gehalts mittels qPCR.

Behandlung mit PBS (Kontrolle), 500 ng/ml CO-L und COC1f sowie 100 ng/ml LPS fiir 6 h. Es zeigt sich
keine statistisch signifikante Veranderung der Transkription nach Behandlung mit den genannten Substan-
zen. Saulen mit Fehlerindikatoren entsprechen Mittelwert + Standardfehler (SEM) des Fold-Change ge-
genlber des Kontrollniveaus. VCAM-1: Kontrolle: 1,0 + 0,6; CO-L: 2,7 + 1,2; COC1f: 1,3+ 0,7; LPS 3,5
+1,6; (Kontrolle: n = 12; CO-L: n =9; COC1f: n = 10; LPS: n = 6)

Bezlglich der profibrotischen beziehungsweise antiinflammatorischen Gene zeigte sich
keine Veranderung der Transkription bei TGF-p (Abb. 34 A), jedoch eine signifikante
Steigerung der Transkription von IL-10 (Abb. 34 B) in Folge der Behandlung mit COC1f
(5,9 £ 1,5-fach, p=0,001) und LPS. Die Behandlung mit CO-L bewirkte fur beide Gene

wiederum keinen vergleichbaren Effekt.
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Abbildung 34 A und B: Ergebnisse der Transkriptionsanalyse der profibrotischen beziehungsweise anti-
inflammatorischen Zytokine (TGF-p, IL-10) anhand des mMRNA-Gehalts mittels qPCR.

Behandlung mit PBS (Kontrolle), 500 ng/ml CO-L und COC1f sowie 100 ng/ml LPS fir 6 h. Bei TGF-$
konnte keine Veranderung der Transkription durch Behandlung mit den genannten Substanzen gemessen
werden. Bei IL-10 zeigt sich eine Steigerung der Transkription durch Behandlung mit COC1f und LPS.
Saulen mit Fehlerindikatoren entsprechen Mittelwert + Standardfehler (SEM) des Fold-Change gegeniiber
des Kontrollniveaus. TGF-A: Kontrolle: 1,0 + 0,6; CO-L: 0,5 +0,2; COC1f: 0,7+ 0,3; LPS 1,1 £0,4; (TGF-
f: Kontrolle: n = 12; CO-L: n = 7; COC1f: n = 9; LPS: n = 5). IL-10: Kontrolle: 1,0 + 0,4; CO-L: 2,5 +
0,9; COC1f: 5,9 + 1,5; LPS: 16,2 + 6,1; (Kontrolle: n = 12; CO-L: n = 10; COC1f: n = 10; LPS: n = 6)
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Im Weiteren erfolgte, analog zum Vorgehen bei den BMDM, die Variation der Behand-
lungsdauer. Die Zellen wurden fir 3 h, 6 h, 9 h und 24 h mit COC1f behandelt und an-
schlielend die Transkription anhand des mRNA-Gehalts der Zellen mittels gPCR analy-
siert. Bereits nach 3 h konnte eine gesteigerte Transkription von IL-1p sowie IL-6 (Abb.
35) gemessen werden. Diese blieb, mit sinkender Tendenz, bis zu 24 h bestehen. Bei
TNF-a (Abb. 35) zeigte sich innerhalb von 6 h nur ein geringer Effekt, erst nach 9 h
konnte eine signifikante Steigerung der Transkription festgestellt werden, die sich inner-
halb von 24 h wieder zuriickbildete. Bezlglich IL-10 (Abb. 36) liel sich eine gesteigerte
Transkription nach 6 h und 9 h darstellen, die sich mit fallender Tendenz auch nach 24 h
zeigte. Bei ICAM-1 und VCAM-1 (Abb. 36) zeigten sich keine relevanten Veranderun-

gen.
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Abbildung 35: Ergebnisse der Transkriptionsanalyse der inflammatorischen Zytokine (TNF-a, IL-1p, IL-
6), anhand des mRNA-Gehalts mittels gPCR.

Behandlung mit 500 ng/ml COCL1f fiir den genannten Zeitraum. Symbole entsprechen dem Mittelwert des
Fold-Change gegeniiber des Kontrollniveaus. TNF-a (Kreis, gepunktete Linie): 3h: 5,0 £ 2,1; 6h: 2,9 +
1,1; 9h:9,2 + 3,8; 24h:0,7 + 0,3; IL-18 (Dreieck, durchgezogene Linie): 3h: 116,1 + 44,8; 6h: 60,9 + 18,5;
9h:59,9+19,1; 24h: 44,7 £ 10,9; 1L-6 (Rechteck, gestrichelte Linie): 3h: 773,0 £ 199,8; 6h: 533,5+ 123,7;
9h: 426,8 + 94,7; 24h: 368,1 + 95,2; (3h, 6h: n =10; 9h: n=9; 24h: n = 11)
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Abbildung 36: Ergebnisse der Transkriptionsanalyse der Adhdsionsmolekiile (ICAM-1, VCAM-1) und
des antiinflammatorischen Zytokin (IL-10), anhand des mMRNA-Gehalts mittels gPCR.

Behandlung mit 500 ng/ml COCL1f fur den genannten Zeitraum. Symbole entsprechen dem Mittelwert des
Fold-Change gegentber des Kontrollniveaus. ICAM-1 (leerer Kreis, gepunktete Linie): 3h: 1,8 + 0,5; 6h:
2,1+£0,7;9h:2,0£0,7; 24h: 1,2 + 0,4; VCAM-1 (leeres Dreieck, durchgezogene Linie): 3h: 1,3 £0,7; 6h:
1,3+£0,7;9n:1,7+0,9; 24h: 1,2 + 0,6; 1L-10 (leeres Rechteck, gestrichelte Linie): 3h: 2,0 £ 0,6; 6h: 5,9 +
1,5;9h: 7,8 £ 1,8; 24h: 4,8 £ 1,6; (3h, 6h: n=10; 9h: n =9; 24h: n = 11)

Im Weiteren sollten mittels Western Blot, die mit der gPCR auf mRNA-Ebene erhobenen
Ergebnisse, auf Proteinebene reproduziert werden. Es erfolgte erneut die Behandlung von
humanen Monozyten mit 500 ng/ml COC1f fur 3 h, 6 h, 9 h und 24 h sowie mit 500 ng/ml
CO-L fir 6 h. Als positive Kontrolle erfolgte wiederum die Behandlung mit 100 ng/ml
LPS fur 6 h. Es liel sich bei dem Vorlauferprotein pro-IL-1p, aus dem das biologisch
aktive IL-1B durch proteolytische Spaltung gebildet wird, eine Erhohung der Protein-
menge bereits nach 3 h COC1f-Behandlung feststellen. Die hdchste Proteinmenge konnte
nach 24 h gemessen werden (Abb. 37 und 38 A). Die Behandlung mit LPS fihrte eben-
falls zu einer Erhdhung der pro-IL-1p Proteinmenge. Keinen solchen Effekt hatte die Be-
handlung mit CO-L. Bei IL-1p zeigte sich ein dhnlicher, zeitlicher Verlauf, jedoch mit
einer Abnahme der Proteinmenge nach 9 h (Abb. 37 und 38 B).
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Abbildung 37: Exemplarische Abbildung der Western Blot Ergebnisse.

Dargestellt sind jeweils die ausgeschnittenen Banden des Propeptids pro-1L-1p, des proinflammatorischen
Zytokins IL-1p sowie des Haushaltsgens GAPDH. Die Kontrollen wurden fiir 6 h mit PBS behandelt. Die
Behandlung mit 500 ng/ml COC1f erfolgte fiir die angegebene Dauer. Die Behandlung mit CO-L und LPS
erfolgte fiir 6 h.
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Abbildung 38 A und B: Quantifizierung der obenstehenden Western Blot Ergebnisse.

Saulen mit Fehlerindikatoren entsprechen Mittelwert + Standardfehler (SEM) des Fold-Change gegeniiber
des Kontrollniveaus (Kontrollniveau = 1). Pro-1L-15: CO-L: 4,6 + 1,8; 3h: 9,7 + 2,7; 6h: 30,7 + 5,6; 9h:
31,2+ 6,5; 24h: 94,7 + 26,9; LPS: 46,0 + 27,6; IL-18: CO-L: 3,5+ 1,3; 3h: 6,7 £ 2,9; 6h: 33,1 + 18,2; 9h:
11,1+ 2,8; 24h: 60,7 + 33,5; LPS: 67,0 £ 34,4; (n = 3).
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Bei IL-6 konnte durch die Behandlung mit COC1f ebenfalls bereits nach 3 h eine deutliche
Erh6hung der Proteinmenge gemessen werden, die nach 24 h ihren Maximalwert im Un-
tersuchungszeitraum erreichte (Abb 39 und 40 A). Die Behandlung mit LPS fuhrte eben-
falls zu einem Anstieg der IL-6 Proteinmenge. Die Behandlung mit CO-L zeigte auch hier

keinen vergleichbaren Effekt.

Beim Adhasionsmolekil ICAM-1 zeigte sich nach 6 h Behandlung mit COC1f eine
leichte Erhéhung der Proteinmenge (Abb. 39 und 40 B). Die Behandlung mit LPS und
CO-L hatten keinen Effekt.
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Abbildung 39: Exemplarische Abbildung der Western Blot Ergebnisse.

Dargestellt sind jeweils die ausgeschnittenen Banden des proinflammatorischen Zytokins IL-6, des Adha-
sionsmolekils ICAM-1sowie des Haushaltsgens GAPDH. Die Kontrollen wurden fiir 6 h mit PBS behan-
delt. Die Behandlung mit 500 ng/ml COC1f erfolgte fur die angegebene Dauer. Die Behandlung mit CO-L
und LPS erfolgte fiir 6 h.
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Abbildung 40: Quantifizierung der oben stehenden Western Blot Ergebnisse.

Saulen mit Fehlerindikatoren entsprechen Mittelwert + Standardfehler (SEM) des Fold-Change gegenliber
des Kontrollniveaus (Kontrollniveau = 1). IL-6: CO-L: 3,1 + 1,2; 3h: 53,8 + 35,5; 6h: 57,1 + 8,1; 9h: 66,8
+40,8; 24h: 194,5 + 68,6; LPS: 392,0 £ 177,5; ICAM-1: C0-L: 3,6 £1,3; 3h: 4,2+ 2,3; 6h: 2,7 + 1,4; 9h:
2,3+1,2;24h:2,1+1,2; LPS2,5+0,5; (n=23).
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5 Diskussion

5.1 Charakterisierung der verwendeten Zellarten

Grundlage der préasentierten Versuche sind zum einen die Verwendung von aus murinen
Knochenmarkstammzellen differenzierten Makrophagen (BMDM), zum anderen aus hu-
manen buffy coats, mittels Dichtegradientenzentrifugation und Gegenstromelutriation,
isolierten Monozyten. Die Differenzierung von murinen Knochenmarkstammzellen
durch Behandlung mit M-CSF ist eine gangige Methode zur Gewinnung von murinen
Makrophagen [179] und wurde in unserer Arbeitsgruppe, in Anlehnung an das von Fortier
und Falk [43] beschriebene Vorgehen, durchgeflhrt. Mittels Durchflusszytometrie er-
folgt die Charakterisierung der erzeugten Zellen anhand der vorhandenen Oberflachen-
proteine. Hierbei wurde der Marker der myeloischen Zellreihen CD11b und der Makro-
phagen-Marker F4/80 sowie MHC-I11 mittels fluorophorkonjugierter Antikdpern markiert
und untersucht [8, 189]. Es konnten 99 % der Zellen als CD11b" identifiziert werden. Auf
diesen CD11b* Zellen konnten ebenfalls die Oberflachenproteine F4/80 sowie MHC-II
nachgewiesen werden. Die Zellen kénnen so als CD11b*/F4/80°/MHC-1I* bezeichnet
werden. Auffallig war ein breites Intensitatsspektrum fur MHC-11 (Abb. 14 B), was da-
rauf hinweist, dass auf den einzelnen Zellen unterschiedlich viel MHC-I1 vorhanden ist.
Es ist bekannt, dass mit M-CSF differenzierte BMDM MHC-II auf der Zelloberflache in
geringerem Malie exprimieren als mit GM-CSF differenzierte BMDM [175]. Hieraus
konnte eine grofiere Variabilitat der MHC-I1-Expression auf der Zelloberflache resultie-
ren und somit die Verteilungsbreite der MHC-11-Signalintensitat erklaren. In Bezug auf
die von Zhang et al [189] sowie Becker et al. [8] vorgeschlagenen Vorgehensweisen,
kdnnen die von uns erzeugten Zellen als Makrophagen identifiziert werden. Die Diffe-
renzierung der Zellen kann daher als erfolgreich angesehen und die erhobenen Ergebnisse

der Transkriptionsanalysen murinen Makrophagen zugeordnet werden.

Ebenfalls ist die Kombination von Dichtegradientenzentrifugation und Gegenstromelut-
riation eine géngige Methode zur Gewinnung von humanen Monozyten [50, 177]. Bei
kombinierter Anwendung beider Methoden erreicht der Anteil der HLA-DR* Monozyten
im Isolat nach Wahl et al. durchschnittlich 88 % [177]. Es erfolgte direkt nach der Isola-
tion (Tag 0) mittels Durchflusszytometrie die Charakterisierung der Zellen, anhand der

Oberflachenproteine, nach dem von Abeles et al. [1] vorgeschlagenen VVorgehen. Hierbei
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wurden fluorophorkonjugierte Antikérper gegen einen Marker neutrophiler und eosino-
philer Granulozyten CD66b, den B-Zell-Marker CD19, den T-Zell-Marker CD3, den
Marker der NK-Zellen CD56 sowie die Monozyten-Marker HLA-DR, CD14 und CD16
verwendet. Monozyten werden als CD66b/CD19/CD3/CD56 /HLA-DR*/CD14" defi-
niert [1, 63]. Es konnten von uns weiterhin Zellen identifiziert werden, die den als Mo-
nozyten definierten Zellen entsprechen, sich fur CD56 jedoch schwach positiv zeigen
(CD66b/CD19/CD3/CD56'°"/HLA-DR*/CD14%). Eine solche Zellpopulation wurde
von Sconocchia et al. [151] bei gesunden Spendern ebenfalls identifiziert und weiter un-
tersucht. Es handelt sich bei dieser Population phénotypisch und funktionell um Monozy-
ten [151]. Sie wird daher von uns anteilsméRig den Monozyten zugeschlagen. Der Anteil
der identifizierten, nicht-monozytéren Zellen an allen lebenden Zellen, lag durchschnitt-
lich bei 5,9 %, wobei der Hauptteil dieser Zellen von T-Lymphozyten gebildet wurde.
Der Anteil der Monozyten an allen HLA-DR™ Zellen lag durchschnittlich bei 91 %, wobei
die HLA-DR™ Zellen durchschnittlich 86 % aller lebenden Zellen darstellten. Die anteils-
maRig grofite Verunreinigung des Zellisolates, durchschnittlich 4,3 % der lebenden Zel-
len, bildeten T-Lymphozyten. Aus diesem Grund erfolgte, vor der Behandlung mit den
cMyBP-C-Fragmenten, eine Inkubation des Isolates in Zellkulturmedium tber Nacht.
Das erste verwendete Zellkulturmedium wurde am Folgetag abgesaugt und verworfen.
Da die Lymphozyten im Gegensatz zu Monozyten nicht vollstandig an der Oberflache
der Zellkulturflasche adhérieren, sollten sie (iberwiegend, gemeinsam mit dem Medium,
aus der Zellkultur entfernt werden [125]. Im umgekehrten Sinne wird die Effektivitét die-
ses VVorgehens dadurch unterstrichen, dass bei Versuchsreihen, fir die Lymphozyteniso-
late bendtigt werden, die Adhérenz der Monozyten an den Kunststoffoberflachen der
Zellkulturflaschen genutzt wird, um diese von den benétigten Lymphozyten zu trennen,
wie von Fuss et al. beschrieben [50]. Die vor Inkubation in der Zellkultur, direkt nach
Isolation gemessene Verunreinigung mit Lymphozyten sollte daher an Tag 1 geringer
ausfallen. Zur noch exakteren Charakterisierung, der fiir die Versuche verwendeten Zell-
population, wére die direkte durchflusszytometrische Analyse der in Zellkultur befindli-
chen, Uber Nacht inkubierten, adhdrenten Zellen denkbar. Diese ist jedoch methodisch
schwierig, da hierfir ein Abldsen der Zellen von der Zellkulturflasche notwendig ist und
dies, in ausreichender Zellzahl, nur mechanisch (Cell-Scraping) gelang. Es entstanden
hierbei viele avitale Zellen sowie groRe Mengen von Zelltrimmern, welche das spezifi-
sche Férben von Oberflachenproteinen sowie die korrekte Interpretation der Ergebnisse

erschweren. Es erfolgte dennoch eine Analyse mit den bereits verwendeten Antikorpern.
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Es zeigte sich ein Anteil an nicht-monozytéren Zellen von durchschnittlich 4 % an allen
noch lebenden Zellen, von denen durchschnittlich 2,1 % als T-Lymphozyten identifiziert
werden konnten, was geringer ist als in den Zellisolaten an Tag 0 und fir die Effektivitat
der Entfernung nicht adharenter Zellen Uber den beschriebenen Wechsel des Zellkultur-
mediums spricht. Den grof3ten Anteil, der noch lebenden Zellen bildeten die CD66b
/CD19/CD3/CD56/HLA-DR* Monozyten. Die Nachweisbarkeit der Oberflachenprote-
ine CD14 und CD16 war jedoch bei einem groRen Teil der Monozyten deutlich geringer.
Der Verlust von CD14 spricht fur eine beginnende Differenzierung hin zu einem Makro-
phagen Phé&notyp, wie von Gantner et al. beschrieben [51]. Es kann jedoch angenommen
werden, dass es sich bei den durchflusszytometrisch untersuchten und fur die Zellkultur
verwendeten Zellen nicht um vollstandig differenzierte Makrophagen handelt. Es wurden
bei unseren Versuchen keine externen, differenzierenden Stimuli, wie etwa autologes,
humanes Serum, M-CSF oder GM-CSF, hinzugefligt, was bei Versuchen mit vollstandig
differenzierten, humanen Makrophagen eine gangige Methode ist [51, 68, 107, 175]. Es
soll angemerkt werden, dass Hou et al. [68] die Verwendung eines mit TNF-o und IL-1$
angereicherten Zellkulturmediums als weitere Mdglichkeit beschrieben haben, humane
Monozyten in Makrophagen-ahnliche Zellen zu differenzieren. Anhand dieser Ergebnisse
postulierten sie, dass in vivo die Freisetzung der genannten Zytokine autokrin die Diffe-
renzierung von Monozyten in Richtung eines Makrophagen Phanotypen anstoRen kann.
Durch Behandlung mit COC1f kam es, bei den durchgefuhrten in vitro-Versuchen, zu
einer Steigerung der Transkription und mutmaRlich auch Freisetzung von TNF-o und IL-
1B. In Bezug auf die von Hou et al. bei Ihren Versuchen verwendeten Inkubationszeiten
erscheint es jedoch unwahrscheinlich, dass die Freisetzung der genannten Zytokine in-
nerhalb der bei unseren Versuchen maximal vorliegenden Kulturdauer von 48 Stunden
eine vollstandige Differenzierung zu Makrophagen ausgeldst haben kdnnte [68]. Hin-
weise auf eine vollstdndige, spontane Differenzierung von humanen Monozyten zu Mak-
rophagen in vitro, innerhalb der hier vorliegenden maximalen Kulturdauer von 48 Stun-
den, lassen sich in der Literatur nicht finden. Auch wenn man eine geringe Verunreini-
gung mit anderen Zellpopulationen nachgewiesen werden kann, darf davon ausgegangen
werden, dass die erhobenen Ergebnisse der Transkriptionsanalysen sowie der Analyse der
exprimierten Proteine, humanen Monozyten beziehungsweise sich zu Makrophagen dif-
ferenzierenden Monozyten, allerdings nicht vollstandig differenzierten Makrophagen, zu-

zuordnen sind.
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5.2 Reaktion von murinen BMDM und humanen Monozyten auf Be-

handlung mit N-terminalen Fragmenten des cMyBP-C

Die Wirkung von cMyBP-C-Fragmenten als Antigen und Immunogen mit nachfolgender
Bildung von Auto-Antikérpern konnte bereits 1994 von Kasahara et al. [78] beschrieben
werden. Im Gegensatz zur Auto-Antikorperbildung, die auf Ebene des adaptiven
Immunsystems ablauft, geben die von uns vorgestellten Ergebnisse, im in vitro Model
unter Verwendung von murinen BMDM und humanen Monozyten, erstmals Hinweise
auf die immunogenen Eigenschaften von cMyBP-C-Fragmenten auf Ebene des
angeborenen Immunsystems. Die BMDM wurden fur sechs Stunden mit PBS, den N-
terminalen cMyBP-C-Fragmenten CO, CO-L, COC1, COC1f, COC2 sowie cTnl und LPS
behandelt. Im Vergleich zu den mit PBS behandelten Negativ-Kontrollen zeigte sich
durch die Behandlung mit COC1f und dem bekanntermaRen inflammatorisch
aktivierenden LPS eine deutliche, statistisch signifikante Steigerung der Transkription bei
den proinflammatorischen Zytokinen Tnf-a, II-1B und II-6 und den Adh&sionsmolekdilen
Icam-1 und Vcam-1. In geringem Ausmall zeigte sich dies ebenso beim
antiinflammatorischen Zytokin 11-10, nicht jedoch beim profibrotischen Zytokin Tgf-p.
Nach Behandlung mit cTnl lieBen sich keine vergleichbaren Effekte beobachten. Das
Ausmal der proinflammatorischen Antwort der BMDM zeigte sich weiterhin abhangig
von der Behandlungsdauer mit COC1f, wobei bereits nach drei Stunden eine Steigerung
der Transkription der proinflammatorischen Zytokine II-1p und Il-6 zu erkennen war, die,
insbesondere bei 11-6, bis 72 Stunden nach Beginn der Exposition deutlich gesteigert
blieb.

Das beschriebene Transkriptionsprofil nach Kontakt mit COC1f deutet auf eine klassi-
schen Aktivierung der BMDM hin, die zur Ausbildung eines M1-&hnlichen Phanotyps
fuhren wirde [118, 152]. Es zeigen sich auf mMRNA-Ebene keine Hinweise auf eine nicht
klassische Aktivierung der Makrophagen, die zur Ausbildung eines M2-Phanotyps fiihren
wirde. Diese Schlussfolgerungen basieren auf der einerseits gesteigerten Transkription
der proinflammatorischen Zytokine Tnf-a, 111-p und II-6, der Adh&sionsmolekile Icam-
1 und Vcam-1 und andererseits der weitgehend unveranderten Transkription von antiin-
flammatorischen, beziehungsweise profibrotischen Mediatoren wie 11-10 und Tgf-p [118,
152]. Die geringgradige Steigerung der Il-10-Transkription interpretieren wir nicht als
direkte antiinflammatorische Antwort oder Zeichen einer M2-Aktivierung auf die Be-
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handlung mit COC1f, sondern im Rahmen eines von Platzer et al. beschriebenen, immun-
regulatorischen Feedbackmechanismus zur Kontrolle einer (berschielenden proin-
flammatorischen Reaktion, als Folge der Freisetzung von Tnf-a [132]. In diesem Sinne
zeigt sich ebenfalls die Transkription der, fir die M2-Aktivierung typischen Gene Mrc-1
und Arg-1, unverandert [118, 152]. Fir die M2-Aktivierung sind weiterhin Zell-Zell-In-
teraktion zwischen den Leukozytenpopulationen, insbesondere mit apoptotischen Gra-
nulozyten, Tu-1-Zellen und regulatorischen T-Lymphozyten notwendig [118, 152], so-
dass in dem gewdhlten Zellkulturmodell eine solche Aktivierung auch nicht wahrschein-

lich gewesen waére.

In der zweiten Versuchsreihe sollten die bisher gewonnen Erkenntnisse in einem huma-
nen Monozyten-in vitro-Modell reproduziert werden, wobei die Zellen nun lediglich mit
den Fragmenten CO-L und COC1f sowie den Kontrollsubstanzen PBS und LPS behandelt
wurden. Es zeigte sich nach drei Stunden, tendenziell bereits nach 90 Minuten, eine deut-
lich gesteigerte Transkription der proinflammatorischen Zytokine IL-1 und IL-6 durch
die Behandlung mit COC1f, die sich bis 24 Stunden nach Versuchsbeginn nachweisen
lieBen. Weniger deutlich zeigte sich dies fur TNF-a. Es zeigte sich ebenfalls die bereits
diskutierte Steigerung der IL-10-Transkription. Durch die Behandlung mit dem CO-L-
Fragment wurden keine vergleichbareren Effekte erzielt. Im Western Blot konnten die
Ergebnisse auf Proteinebene nachvollzogen werden. Dies gelang mit eindeutiger Tendenz
fur das proinflammatorische Zytokin 1L-6 sowie fiir das VVorl&uferprotein von IL-1p, pro-
IL-1B, das nach 24 Stunden die hochste Nachweisbarkeit zeigte, weniger fur IL-1p selbst.
Aktives IL-1p wird mittels proteolytischer Spaltung durch Caspase-1 aus pro-IL-1pB ge-
bildet und aus Monozyten direkt freigesetzt [125], was die nur geringe Nachweisbarkeit
von intrazellularem IL-1P im Western Blot erklart. Grundséitzlich wiére jedoch zu erwar-
ten gewesen, dass kein IL-1p nachweisbar ist. Moglicherweise spielt hier die bereits dis-
kutierte Tatsache eine Rolle, dass die untersuchte Zellpopulation aus Zellen besteht, die
sich zum Teil bereits auf dem Differenzierungsweg in einen Makrophagen Phanotyp be-
finden. Wie von Netea et al. [125] gezeigt, bendtigen Makrophagen im Gegensatz zu
Monozyten zwei Signale zur Freisetzung von IL-1p. Dieses zweite Signal war hier mog-
licherweise nicht vorhanden, sodass ein Teil des IL-1p intrazelluldr verblieben ist und im

Western Blot nachgewiesen werden kann.

Eine Steigerung der ICAM-1 und VCAM-1-Transkription bei humanen Monozyten nach

Behandlung mit COCLf konnte nicht gezeigt werden, im Gegensatz zu Ergebnissen von
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Kawamura et al., die bei Patienten mit akutem Myokardinfarkt eine vermehrte Expression
von ICAM-1 auf humanen Monozyten mittels FACS nachweisen konnten [79] und auch
im Gegensatz zu unseren Ergebnissen bei BMDM. Fir die Vergleichbarkeit mit letzteren
Ergebnissen bestehen allerdings Einschrankungen aufgrund des Speziesunterschieds so-
wie der unterschiedlichen Zellarten. Moglicherweise spielen andere monozytare Adhasi-
onsmolekile (L-Selektin, LFA-1, VLA-4, Mac-1) oder auch andere Zielzellen (koronare
Endothelzellen) eine groliere Rolle bei der Vermittlung der verstarkten Leukozytenmig-
ration in das Infarktgebiet [53].

Das Transkriptionsprofil der humanen Monozyten lasst im Gegensatz zu den BMDM nur
eingeschrankt Rickschlusse auf die initiale Verteilung und anschlielende Veranderung
der Monozytensubpopulationen nach Behandlung mit COC1f zu. Wie Stansfield und In-
gram [161] in ihrer Ubersichtsarbeit darstellen, liberschneidet sich das von uns unter-
suchte Zytokinprofil innerhalb der drei Subpopulationen CD147*/CD16 (klassisch),
CD14"*/CD16" (intermedidr) und CD14"/CD16™" (nicht klassisch). Zu vermuten ist, dass
wie auch im peripheren Blut, zu Beginn des Versuchs die CD14"*/CD16™ Monozyten do-
minieren [161]. Eine mogliche Erklarung fur den Anstieg der TNF-o und auch der IL-10-
Transkription neun Stunden nach Versuchsbeginn (zusétzlich zum bereits erwahnten im-
munregulatorischen Feedbackmechanismus), waére eine beginnende Zunahme der
CD14**/CD16" Anzahl, im Sinne einer lokalen Konversion aus CD14**/CD16" Monozy-
ten, wie von Hilgendorf et al. [64] fiir murine Ly-6C"9" Monozyten beschrieben. Dieser
Mechanismus wird in verschiedenen Ubersichtsarbeiten, etwa von Stansfield und Ingram
[161] und Kratofil et al. [82], auch fiir humane Monozyten postuliert. Den so entstehen-
den CD14"*/CD16* Monozyten wird eine hohe TNF-o [161] und IL-10 [154] Transkrip-
tionsfahigkeit zugeschrieben, sodass ihre anteilsmaRige Zunahme, die kumulativ gemes-
sene Transkriptionsanderung erklaren kénnte. Dem gegeniiber steht etwa eine Arbeit von
Wong et al. [184], die den CD14*/CD16™" Monozyten die hdchste Transkription von
TNF-a und den CD14™"/CD16~ Monozyten die hdchste Transkription von IL-10 zu-
schreibt, was die eingangs erwéhnte, sich tberschneidende Datenlage deutlich macht.
Letztlich kann die Frage nach einer Anderung der Subpopulationsverteilung im Rahmen
der COC1f Behandlung, kaum durch die Betrachtung des Transkriptom beantwortet wer-
den, eher durch eine weitere Analyse, der flr die Subpopulationen spezifischen Oberfla-
chenproteine. Die Durchfiihrung spezifischer Farbungen fir eine durchflusszytometri-

sche Analyse ist jedoch, wie in Kapitel 4.4 und 5.1 beschrieben, nach dem mechanischen
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Ablosen der adhdrenten Zellen methodisch schwierig. Ein moglicher Losungsansatz ware
etwa die Kultivierung der Monozyten in Zellkulturbehaltnissen mit besonders gestalteter
Oberflachenstruktur, die nur eine geringe Zelladharenz erlaubt (ultra-low attachment

flasks/plates), sodass keine mechanische Ablésung der Monozyten notwendig ist.

Die erhobenen Ergebnisse bestatigen unsere initiale Vermutung, dass N-terminale Frag-
mente des cMyBP-C eine proinflammatorische Wirkung auf murine Makrophagen und
humane Monozyten in vitro haben. Kasahara et al. zeigten bereits 1994, durch Induktion
einer experimentellen Myokarditis, die Immunogenitidt zweier cMyBP-C-Fragmente
(Aminosduren 205 - 916, 945 - 1270) [78]. Matsumoto et al. konnten nach Injektion N-
terminaler Fragmente (Aminoséduren 1 - 323, 317 - 647) eine besonders schwer verlau-
fende experimentelle Myokarditis beobachten [108, 109]. Insbesondere in Bezug auf eine
weitere Arbeit von Matsumoto et al., bei der eine Immunogenitat auch flr ein weiter C-
terminal gelegenes Fragment (Aminosduren 615 - 647) gezeigt werden konnte [108],
wurde die Vermutung geédulert, dass bei cMyBP-C mehrere immunogene Proteinab-
schnitte vorliegen [109]. In einer aktuelleren Arbeit von Lynch et al. [101] konnten im
Serum von Patienten mit akutem Koronarsyndrom (AKS), DCM sowie HCM Auto-An-
tikdrper gegen verschiedene cMyBP-C-Fragmente (COC1f, COC3, C3C6, C6C8. C8C10)
und das komplette Protein nachgewiesen werden. Die meisten dieser Auto-Antikorper
waren hierbei wiederum gegen C-terminale Fragmente, von C3 - C10, gerichtet. Interes-
santerweise zeigten unsere Ergebnisse, in beiden untersuchten Zellarten, die starkste pro-
inflammatorische Reaktion auf das am N-Terminus gelegene COC1f-Fragment (Amino-
séuren 1-271,[134]), welches zum Grof3teil dem N-terminalen Fragment von Matsumoto
etal. (Aminosauren 1 - 323) entspricht, durch das eine starke, experimentelle Myokarditis
induziert werden konnte [109]. Dies unterstreicht damit die Immunogenitat des N-Termi-
nus von cMyBP-C. Die Ubrigen, in unseren Versuchen genutzten Fragmente erstrecken
sich maximal bis zur C2-Doméne (COC2, Aminosaure 1 - 451, [87]). Sie erfassen also
nicht die weiter C-terminal gelegenen Fragmente, die von Lynch et al. bezliglich Auto-
Antikorperbildung untersucht wurden (C3 - C10) [101] und ebenfalls nicht, die von
Matsumoto et al. beschriebene Aminosauresequenz 615 - 647, welche im Fragment C3C6
enthalten wére. Die Wirkung der C-terminalen cMyBP-C-Fragmente auf Makrophagen
und Monozyten bleibt somit zundchst unbeantwortet. Die Behandlung mit den tbrigen
N-terminalen Fragmenten C0, CO-L und COC1 fiihrte zu keinerlei Veranderung der Tran-

skription der untersuchten Zielgene. Eine Ausnahme bildete hierbei das COC2-Fragment,
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welches bei TNF-a in geringem Mafe eine statistisch signifikante Steigerung der Tran-
skription ausldsen konnte. Eine Gemeinsamkeit der kirzeren N-terminalen Fragmente
(CO, CO-L, COC1) ist das Fehlen des M-Motivs, wohingegen COC1f und COC2 zumindest
Teile des M-Motivs enthalten. Dem M-Motiv wird als Bindungsstelle bei der Interaktio-
nen von cMyBP-C mit Aktin und Myosin eine wichtige Rolle zugeschrieben [10, 134].
Man konnte mutmalien, dass das M-Motiv als wichtiges Immunogen wirkt, indem es auch
als Bindungsstelle fir DAMP erkennende Rezeptoren auf der Zelloberflache von Makro-
phagen und Monozyten wie TLRs oder RAGE [2, 103] fungiert und auf diese Weise die
proinflammatorische Wirkung der Fragmente COC1f und geringer auch COC2 vermittelt.
Im Unterschied zu COC1f ist bei COC2 das M-Motiv intakt und zudem beiderseits durch
eine C-Domane flankiert. Mdglicherweise wird durch diese zentrale Position im COC2-
Fragment die Bindung an einen DAMP erkennenden Rezeptor erschwert, weshalb sich
lediglich eine geringe proinflammatorische Reaktion zeigt. Bei COC1f hingegen liegen
die ersten 17 Aminosduren des M-Motivs frei und einfach zugénglich an einem Ende des
Fragments, da die Abspaltung des restlichen, C-terminalen cMyBP-C im M-Motiv erfolgt
[134]. Es konnten so mutmaRliche Rezeptorbindungen leichter als bei COC2 ablaufen.
Dies konnte die beobachtete starkere proinflammatorische Reaktion erklaren. Weiterhin
scheint das Vorhandensein der ersten 17 Aminosdauren des M-Motivs ausreichend und
essentiell fiir die Ausldsung der beobachteten proinflammatorischen Reaktion zu sein, da
das COC1-Fragment keine vergleichbare Reaktion hervorrufen kann. Weith et al. zeigten
bei Versuchen zur Wirkung von cMyBP-C-Fragmenten auf die Aktin-Myosin-Motilitét
in vitro [180], dass Fragmente die wie COC1 kein M-Motiv enthalten, eine deutlich ge-
ringere Bindungsaffinitat zu Aktin haben, als Fragmente mit M-Motiv (COC1f, COC2,
C0C3, C1C2). Weiterhin konnte von Weith et al. gezeigt werden, dass die im COC1f-
Fragment enthaltenen ersten 17 Aminosauren des M-Motivs, die Bindung an Aktin, tber
positiv geladene Arginin-Reste, vermitteln und durch Entfernung dieser Arginin-Reste
die Bindungsaffinitdt von COC1f auf das Niveau von COC1 gesenkt werden kann [180].
Die diskutierten Schlussfolgerungen konnten ein Erklarungsansatz fiir die besonders stark
ausgepragte proinflammatorische Reaktion auf das COC1f-Fragment sein und unterstrei-
chen, zusammen mit unseren Ergebnissen, die vermutete, wichtige Rolle des N-Terminus
von cMyBp-C, insbesondere des M-Motivs, bei der Protein-Protein-Interaktion sowie als

Immunogen.
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5.3 Vergleichbarkeit von murinen Makrophagen mit humanen

Monozyten

Ein direkter Vergleich von Art oder Intensitat der Antwort von murinen Makrophagen
und humanen Monozyten auf die Behandlung mit Fragmenten des cMyBP-C ist nicht
Intention dieser Arbeit. Die Interpretation der Schlussfolgerungen, die aus einem solchen
Vergleich resultieren wirden, wére durch Interspezies-Differenzen sowie die Tatsache,
dass zwei unterschiedliche Zelltypen untersucht wurden, schwierig. Beide Versuchsrei-
hen sind eher als isolierte in vitro-Modelle zu betrachten, wobei die definierte und homo-
gene Zellpopulation der BMDM gute Bedingungen fir erste Versuche bot. Erst anschlie-
Rend erfolgte die Anwendung der bereits gewonnenen Erkenntnisse, wie etwa der ge-
waéhlten Zielgene oder der Verlagerung der Versuche auf das COC1f-Fragment, auf ein
humanes Monozyten-in vitro-Modell. In diesem ist aufgrund von unklaren Altersunter-
schieden, Vorerkrankungen, Medikamenteneinnahme, Nikotin oder Alkoholkonsum mit
groReren interindividuellen Schwankungen zu rechnen. Daher waren Vorversuche mit
BMDM notwendig und sinnvoll. Es erscheint aber umso interessanter, dass die Antwort
von murinen Makrophagen derjenigen von humanen Monozyten in vielen Punkten dhnelt.
Ruparelia et al. konnten, in einer auf das Transkriptom von murinen und humanen Mo-
nozyten bei akutem Myokardinfarkt fokussierten Untersuchung zeigen, dass fir 163
Gene, unter anderem TLR-2, &hnliche Reaktionsmuster bei beiden Spezies existieren
[142]. Es konnten also, in Bezug auf diese Arbeit, der von uns beobachteten inflammato-
rischen Reaktion ebenfalls, Uber Speziesgrenzen hinweg konservierte Reaktionsmuster,
zu Grunde liegen. Weitere Studien sollten diese Mechanismen und Reaktionsmuster tie-
fergehend untersuchen.

5.4 Limitationen der erhobenen Ergebnisse hinsichtlich ihrer Uber-
tragbarkeit in das in vivo Geschehen

Die durchgefiihrten Versuche erfolgten in vitro mit aus murinen Knochenmarkstammzel-
len differenzierten Makrophagen sowie aus buffy coats isolierten humanen Monozyten.
Es wurde dann mit molekularbiologischen Verfahren die grundlegende Antwort einzelner
Zelltypen auf die Behandlung mit cMyBP-C-Fragmenten untersucht. Interaktionen der

Leukozytensubpopulationen sollten zur Vereinfachung des experimentellen Modells
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hierfur zunéchst vernachlassigt werden. Der Isolations- sowie der Differenzierungsvor-
gang konnen fir experimentelle Artefakte verantwortlich sein. Ebenso kénnen Zell-Zell-
Interaktionen der Leukozytenpopulationen mit den brigen myokardialen Zellen (Gra-
nulozyten, Lymphozyten, Kardiomyozyten, Fibroblasten, Myofibroblasten, Endothelien)
und eine hierdurch bedingte Beeinflussung der proinflammatorischen Reaktion nicht er-
fasst werden. Dennoch ist die Zellkultur eine gute Methode zur Untersuchung isolierter
Zelltypen ex vivo und mit guter Kontrolle der Umweltvariablen. Fir die zu beantwortende
Fragestellung erscheint daher die Zellkultur isolierter, primérer Zellen am Geeignetsten
[92]. Die erhobenen Ergebnisse erlauben also grundsatzliche Aussagen tiber die Reaktion
von murinen BMDM und humanen Monozyten auf Kontakt mit cMyBP-C-Fragmenten,
jedoch ohne Bertcksichtigung des komplexen, physiologischen Interaktionsnetzwerks
der Leukozytensubpopulationen, weshalb die Ubertragbarkeit in eine in vivo Situation als

eingeschrankt betrachtet werden muss.

Weiterhin ist unklar, in welcher Menge bzw. Konzentration die Leukozyten im In-
farktareal und im systemischen Blutstrom in vivo mit COC1f-Fragmenten konfrontiert
werden. Fir unsere Versuche wurden Konzentrationen von 50 ng/ml und 500 ng/ml ver-
wendet, wobei die Verwendung der niedrigeren Konzentration ebenfalls eine proin-
flammatorische Reaktion der humanen Monozyten, jedoch in geringerem MaRe, hervor-
rufen konnte. Die bekannten Messwerte fir cMyBP-C bei Patienten mit akutem Myokar-
dinfarkt wurden in peripheren Blutproben bestimmt und lagen bei Govindan et al. im
Mittel bei 227 ng/ml [58] und 116,5 ng/ml [57], also in einer niedrigeren aber mit den
von uns verwendeten Konzentrationen vergleichbaren GréRenordnung. Der zur Konzent-
rationsbestimmung verwendete Antikdrper war allerdings gegen die CO-Domane des
cMyBP-C gerichtet und detektiert so alle N-terminalen Fragmente und das vollstandige
Protein [57, 58], sodass die eigentliche COC1f-Konzentration unklar bleibt. Es ware je-
doch denkbar, dass die lokal im Infarktgebiet vorliegenden COC1f-Konzentrationen ho-
her sind als die im systemischen Blutstrom. Daher wéren residente, myokardiale Makro-
phagen oder lokal patrouillierende Monozyten maoglicherweise auch héheren Konzentra-
tionen von COC1f, dhnlich unserem Zellkulturmodell, ausgesetzt. Eine weitere Steigerung
der COC1f-Konzentration auf 1000 ng/ml fiihrte zum Untergang der in der Zellkultur be-
findlichen Monozyten, wobei zytotoxische Eigenschaften von COC1f durch Govindan et

al., tber die Induktion von Apoptose in Kardiomyozyten der Ratte in vitro, bereits gezeigt
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wurden [59]. Ob in unserem Fall der Untergang der Monozyten durch direkte zytotoxi-
sche Eigenschaften der hohen Proteinkonzentration, Apoptose oder eine stérkste proin-

flammatorische Reaktion mit Pyroptose [153] vermittelt wurde, ist unklar.

5.5 Schlussfolgerung und Relevanz der prasentierten Arbeit

CMyBP-C qilt als potentieller Biomarker einer myokardialen Schadigung [58, 74] und
ist insbesondere sensitiv und spezifisch fur die Erkennung eines akuten Myokardinfarkts
[76, 77, 150]. Wahrend einer myokardialen Ischdmie kommt es in den Kardiomyozten zu
einem raschen Anstieg der intrazelluldren Ca?*-Konzentration [73], was zur Aktivierung
von p-Calpain [73] und bevorzugten proteolytischen Spaltung von cMyBP-C [6, 58]
fuhrt, da dieses im ischdmischen Myokard (Infarkt- und Grenzzone) (berwiegend
dephosphoryliert vorliegt und daher besonders anfallig fur eine Proteolyse ist [6, 32, 33,
58]. In Folge der cMyBP-C-Dephosphorylierung und des ischamiebedingten Ca?*-Ein-
stroms entstehen Fragmente, welche sich aus dem Sarkomer I6sen [32, 33, 134] und dann
im systemischen Blutstrom von Versuchstieren und Patienten mit Myokardinfarkt rasch
nachweisbar sind [4, 57, 58, 75-77, 85]. Diese Arbeit zeigt erstmalig, dass COC1f, ein N-
terminales Fragment des cMyBP-C, eine deutliche, proinflammatorische Reaktion in
murinen BMDM sowie in humanen Monozyten in vitro auslésen kann. Andere N-termi-
nale Fragmente (CO, CO-L, COC1, COC2) weisen diese Eigenschaft nicht in vergleichba-
rem Ausmal auf. Wir schlielen aus der beschriebenen proinflammatorischen Reaktion
der untersuchten Zellen, dass COC1f potentiell immunogen ist und zur Gruppe der
DAMPs gehoren konnte, die nach abgelaufener myokardialer Ischdmie fiir die Initiation
der nun folgenden sterilen, inflammatorischen VVorgénge verantwortlich sind. Diese min-
den letztlich in der Ausheilung des infarzierten Myokardareals und der Bildung einer
stabilen kollagenen Narbe [45]. COC1f konnte in diesem Rahmen beispielsweise zur pro-
inflammatorischen Aktivierung der residenten, myokardialen Makrophagen [131] und
der neu in das infarzierte Myokardareal rekrutierten Monozyten [123] beitragen. Anhand
der beobachteten Steigerung der Transkription von TNF-a, IL1- und IL-6 ware die Ver-
mittlung eines solchen Effektes tiber den TLR-Signalweg und somit eine M1-&hnliche
Aktivierung von Makrophagen denkbar [118, 152, 172]. Zeichen M2-&hnlicher Aktivie-
rung durch Kontakt mit COC1f lieRen sich bei unveranderter Transkription von IL-10,
TGF-B, MRC-1 und ARG-1 nicht beobachten [118, 152]. Ein Ungleichgewicht zwischen
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Pro- und Antiinflammation, wie etwa ein prolongierter oder unkontrollierter inflammato-
rischer Prozess, bei der Ausheilung des infarzierten Myokardareals, wird im Rahmen des
cardiac remodeling fiir Spatkomplikationen eines Myokardinfarktes wie Myokardhyper-
trophie, -dilatation, - fibrose und letztlich Herzinsuffizienz verantwortlich gemacht [23,
44, 123]. Betrachtet man die préasentierten Ergebnisse in diesem Kontext, unter dem Vor-
behalt der Ubertragbarkeit von in vitro generierten Ergebnissen, konnte beispielsweise
eine pharmakologische Reduktion der cMyBP-C Dephosphorylierung und damit der Pro-
teinfragmentierung [6, 146] eine Uberschielende proinflammatorische Makrophagen-
und Monozytenreaktion verringern und eine stabile Narbenbildung positiv beeinflussen.
Weiterhin betonen die Hinweise auf die Polaritdt der Makrophagenaktivierung durch
COCL1f erneut die Notwendigkeit fir die weitere Aufklarung der intrazellularen Mecha-
nismen sowie die ldentifizierung externer, therapeutischer Einflussnahme auf das Aus-
mal der klassischen und alternativen Makrophagenaktivierung. Die in dieser Arbeit ge-
wonnen Erkenntnisse kdnnten tber die Identifizierung eines potentiell weiteren DAMPS
sowie der Betonung der Wichtigkeit zentraler Effektorzellen, der Makrophagen und Mo-
nozyten, der immunmodulatorischen Beeinflussung der inflammatorischen Prozesse nach
Ablauf einer myokardialen Ischédmie, einen neuen, zu verfolgenden Ansatz zur Verfligung

stellen.
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5.6 Ausblick

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit liefern verschiedene Ansatzpunkte fiir weitere

Forschungsarbeiten.

Wie wird die proinflammatorische Reaktion auf COC1f Kontakt vermittelt (Zell-
membran Rezeptor, intrazelluldrer Rezeptor, intrazelluldre Signaltransduktion)?
Kann eine pharmakologische Beeinflussung erfolgen? Diese Fragestellung wurde,
wéhrend der Anfertigung dieser Arbeit, in unserer Arbeitsgruppe im Rahmen eines
Folgeprojekts bearbeitet und aus Grinden der Aktualitat, gemeinsamen mit Teilen
der hier vorgestellten Ergebnisse, bereits veroffentlicht [93].

Warum resultiert gerade der COC1f Kontakt in einer Aktivierung der Immunzellen
und andere untersuchte Fragmente zeigen keine vergleichbare Wirkung? Spielt hier
das Vorhandensein des M-Motivs, das sonst fur die Bindung an Aktin und Myosin
verantwortlich ist, fir die Bindung an einen Oberflachenrezeptor eine Rolle? Weith
et al. zeigten 2013, dass die Aminosaurestruktur mit positiv geladenen, C-terminalen
Argininen im verbleibenden M-Motiv des COC1f fur die Vermittlung der inhibieren-
den Einflisse auf die Aktin-Myosin Verschiebegeschwindigkeit und damit fir die
Aktin- und Myosinbindung verantwortlich sind. Ein Ersatz der Arginine durch Ala-
nine (COC1fmn) schwéchte diese Interaktion fast véllig ab [180]. Wie verhélt sich die-
ses Protein in Kontakt mit BMDM und Monozyten?

Welche Effekte zeigen die weiter C-terminal gelegenen Fragmente auf Makrophagen
und Monozyten, die von Lynch et al. [101] in vivo als Immunogene beschrieben wur-
den und auch die von Matsumoto et al. beschriebene Aminosauresequenz 615 - 647
[108] beinhalten?

Wie wirkt COC1f auf andere Effektorzellen? Wie reagieren Granulozyten, die als
erste in das Infarktareal einwandern? Verhalten sich vollstandig differenzierte hu-
mane Makrophagen ahnliche wie Monozyten und BMDM? Hat COC1f eine Auswir-
kung auf T-Lymphozyten? Wie ausgepragt ist die proinflammatorische Reaktion von
Makrophagen, die ins Netzwerk der Zell-Zell-Interaktionen eingebunden sind, etwa
in Co-Kultur mit T-Lymphozyten?
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Wie stark ist der Einfluss des COC1f Kontakt auf die Makrophagen Polarisierung
(M1-vs. M2-Aktivierung) bzw. die Verteilung der Monozytensubpopulationen? Hier
konnte beispielsweise eine erweiterte Analyse der spezifischen Oberflachenproteine
aufschlussreich eingesetzt werden.

Hat COCL1f nur eine proinflammatorisch-aktivierende Funktion oder wirkt es selbst
leukotaktisch? Hier konnte beispielweise eine Intravitalmikroskopie muriner Mo-
nozyten eingesetzt werden.
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6 Zusammenfasssung/Abstract

6.1 Deutsch

Im Rahmen eines nekrotischen myokardialen Zelluntergangs kommt es zur Dephospho-
rylierung des kardialen Myosinbindungsproteins-C (cMyBP-C), eines Myosin bindenden
Proteins des dicken Filaments [89, 98]. Das Protein wird calciumabhéangig, durch das
Enzym p-Calpain gespalten und es kommt zur Freisetzung der Fragmente aus dem Sar-
komer in den extrazelluldren Raum [32, 58, 99, 134]. Im experimentellen Infarktmodell
sowie bei Myokardinfarkt Patienten konnte gezeigt werden, dass es bei Ablauf eines My-
okardinfarktes zur raschen Ausschuttung dieser Fragmente in die Blutzirkulation kommt
[32, 33, 58, 77]. Die Freisetzungskinetik und die Kardiospezifitat ist dabei mit der, etab-
lierter Biomarker der myokardialen Zellschadigung, vergleichbar [4, 77, 85]. Eine An-
wendung als neuer Myokardinfarkt-Biomarker ist denkbar [76, 106]. Weiterhin haben die
Fragmente dramatische, negative Auswirkungen auf die kontraktilen Eigenschaften, die
Ca?*-Sensitivitat sowie die Vitalitat von Kardiomyozyten [59, 183]. Ebenso wurden im-
munogene Eigenschaften wie die Induktion einer Auto-Antikdérper-Bildung und einer ex-

perimentellen Autoimmunmyokarditis beschrieben [78, 101, 109].

Aufgrund dieser Charakteristiken bearbeiteten wir die Hypothese, dass cMyBP-C-Frag-
mente im Rahmen eines Myokardinfarkts als Danger associated molecular patterns
(DAMPs) fungieren kdnnen. Sie wirden so eine wichtige Rolle fur die Aktivierung von
Effektorzellen, wie etwa Makrophagen und Monozyten und damit die Initiation der ste-
rilen, inflammatorischen VVorgange ubernehmen, die in der Ausheilung des infarzierten
Myokardareals minden [45]. Diese Arbeit zeigt erstmalig, dass COC1f, ein N-terminales
Fragment des cMyBP-C, eine proinflammatorische Reaktion in murinen bone marrow-
derived macrophages (BMDM) sowie in humanen Monozyten in vitro auslésen kann,
hingegen andere N-terminale Fragmente diese Eigenschaft nicht in vergleichbarem Aus-
mal’ aufweisen. Nach COCLf Kontakt zeigt sich bereits innerhalb von drei Stunden eine
Steigerung der Transkription des Tumor Nekrose Faktor-o (TNF-a), des Interleukin-1f3
(IL-1P) und des Interleukin-6 (IL-6), was als proinflammatorische Aktivierung der Zellen

in vitro interpretiert wird.

Daher erscheint COC1f als neuer, proinflammatorischer Aktivator von Makrophagen und
Monozyten in vitro und kdnnte so auch in vivo eine wichtige Rolle im Rahmen der Initi-

ation der Infarktheilung einnehmen.
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6.2 Englisch

During necrotic myocardial cell death, cardiac Myosin binding Protein-C (cMyBP-C), a
thick filament binding Protein [89, 98], is dephosphorylated and therefore becomes sus-
ceptible for proteolytic cleavage by the calcium-dependent enzyme p-Calpain [32, 58, 99,
134]. Then cMyBP-C fragments are rapidly released from the sarcomere into extracellular
fluids. In a porcine model as well as in patients with myocardial infarction (Ml), these
fragments can be detected in the circulation quickly after the cardiac event [32, 33, 58,
77]. Because of similar cardio specificity and release kinetics, in comparison to estab-
lished biomarkers of M1 [4, 77, 85], the measurement of cMyBP-C fragments could be
employed as a promising new approach for detecting myocardial cell damage [76, 106].
Furthermore, not only have the fragments detrimental effect on cardiomyocyte contrac-
tility, Ca?* handling, and vitality [59, 183], they also bear immunogenic potential by me-
diating the generation of autoantibodies in patients with DCM and can induce autoim-
mune myocarditis [78, 101, 109].

Therefore we hypothesized that cMyBP-C fragments could work as danger-associated
molecular patterns (DAMPSs) during myocardial infarction, leading to activation of im-
portant effector cells, like macrophages and monocytes, and the initiation of sterile in-
flammatory processes, which lead up to the healing of the damaged myocardium [45].
This work shows for the first time that among the N-terminal fragments of cMyBP-C,
only COC1f triggers robust proinflammatory reactions in murine bone marrow-derived
macrophages (BMDM) as well as in human monocytes in vitro. Already three hours after
COCL1f treatment, an upregulation of the proinflammatory cytokines tumor necrosis fac-
tor-a (TNF-a), interleukin-1p (IL-1P) and interleukin-6 (IL-6) was measured.

Thus, COC1f appears to be a novel, proinflammatory activator of macrophages and mon-
ocytes in vitro and, therefore, could also play a crucial role in the initiation of cardiac

repair after M1 in vivo.

102



Abkurzung
Abb.
AKS

Arg-1/ARG-1

ATP
ATPase
BMDM/s
BSA

Ca2+
CABG
CCE
CCR2
CD
cDNA
cMyBP-C
CO2

Ct
C-Terminus

cTnC, cTnl,
cTnT
CX3CR1

DAMP/s
DCM
DMEM
DNA
DNase
E. coli
EDTA
ELC

7 Abkirzungsverzeichnis

Ausgeschriebene Bezeichnung
Abbildung

Akutes Koronarsyndrom
Arginase-1 (Maus/Mensch)
Adenosintriphosphat
Adenosintriphosphatase

Bone marrow-derived macrophage/s
Bovines Serumalbumin

Calcium lon

Coronary artery bypass grafting
Counterflow centrifugal elutriation
CC Chemokine receptor type 2
Cluster of differentiation
complementary DNA

Kardiales Myosinbindungsprotein-C
Kohlenstoffdioxid

Threshold cycle

Carboxy-Terminus

Kardiales Troponin C, I, T

CX3C Chemokine Receptor Type 1, Fraktalkin Rezeptor

Danger associated molecular pattern/s
Dilatative Kardiomyopathie
Dulbecco’s modified Eragle medium
Desoxyribonukleinsaure
Desoxyribonuklease

Escherichia coli
Ethylendiamintetraacetat

Essential light chain

103



F-Aktin
Fn3

FSC
GAPDH
HCM

His
HMGB-1
HRP
HSP/s

Ilcam-1/ICAM-
1
iFBS

Ig
/1L

IL-1R2

KHK

LAD

LMM

LPS

Ly6ce

M1

M2

MCP-1/3
M-CSF

MHC

MHC-1I

MLC
Mrc-1/MRC-1
MRNA
MyBP-C
NEAA

Filamentdres Aktin

Fibronektin 3

Forward scatter
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
Hypertrophe Kardiomyopathie

Histidin

High-mobility group protein box-1
Meerrettichperoxidase

Heat shock Protein/s

Intercellular adhesion molecule-1 (Maus/Mensch)

inaktiviertes, fetales, bovines Serum
Immunglobulin

Interleukin (Maus/Mensch)

Interleukin 1 receptor type 2

Koronare Herzerkrankung

Left anterior descending (coronary artery)
Light meromyosin

Lipopolysaccharide

Lymphocyte antigen 6 complex

klassisch aktivierter Makrophage

Nicht klassisch aktivierter Makrophage
Monocyte chemotactic protein-1/3
Macrophage colony-stimulating factor
Myosin heavy chain

Major histocompatibility complex-11
Myosin light chain

Mannose receptor C-type-1 (Maus/Mensch)
Messenger-RNA
Myosinbindungsprotein-C

Nicht-essentielle Aminosauren

104



NF-«xB

NK-Zellen
NO

NOS
N-Terminus
oD
PBMC/s
PBS

PCI

PCRI/s
PK-A
PMT
PVDF
gPCR/s
RAGE
RLC

RNA
RNase
ROS

SD

SDS

SSC

TBS

Tof- BITGF-B
TLR/s

TnC, Tnl, TnT
Tnf- o /TNF-a

TR-FRET

Vcam-
1/VCAM-1
VEGF

Nuclear factor "kappa-light-chain-enhancer" of activated
B-Cells
Natrliche Killerzellen

Stickstoffmonoxid

NO-Synthase

Amino-Terminus

Optische Dichte

Peripheral blood mononuclear cell/s
Phosphate-buffered saline

Percutaneous coronary intervention
Polymerase chain reaction/s

Proteinkinase A

Photomultiplier tube

Polyvinylidenfluorid

Real-time quantitativ polymerase chain reaction/s
Receptor for advanced glycation endproducts
Regulatory light chain

Ribonukleinséure

Ribonuklease

Reaktive Sauerstoffspezies

Subdomane

Sodium lauryl sulfate

Side scatter
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan-buffered saline
Transforming growth factor-f (Maus/Mensch)
Toll-like receptor/s

TroponinC, I, T

Tumornekrosefaktor-a (Maus/Mensch)
Time-resolved fluorescence energy transfer

Vascular cell adhesion protein-1 (Maus/Mensch)

Vascular endothelial growth factor

105



8 Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1: Schematische Darstellung eines Sarkomers, mit angrenzenden

TeIISArKOMEIEN. .. bbb ere s 2
Abbildung 2: Vereinfachte, schematische Darstellung eines dicken (lila) und diinnen

FHAMENTS (GIUN). coeiiieie et te e b e nbeeneenreenas 3
Abbildung 3: Vereinfachte, schematische Darstellung eines Myosin-11 Molekiils......... 4
Abbildung 4: Schematische Darstellung der Doménenstruktur von cMyBP-C. ............. 8

Abbildung 5: Zusammenfassende, schematische Darstellung des M1- und M2-
phéanotypischen Zytokinprofils und die daraus resultierende Wirkung im Gewebe. ......22
Abbildung 6: Schematische Darstellung der rekombinanten cMyBP-C-Fragmente.....29
Abbildung 7: Schematische Darstellung des zentrifugalen
GegenstromMelUtriatiONSSYSEIMS. ...c..iieiirieiecie e ettt e et re e ae e sreer e e e sreenee 33
Abbildung 8: Einbringen der Zellsuspension in die Elutriationskammer,..................... 33
Abbildung 9 A und B: A: Zonale Anordnung der Zellen nach Masse und GroRRe
wahrend der Gleichgewichtszentrifugation, B: Bei Erhohung der
Durchflussgeschwindigkeit elutriieren kleinere und leichtere Zellen zuerst aus der

KBIMIMIBT. <.ttt ettt e et ne e snn e e a b e e s nn e e nne e e 34
Abbildung 10 A bis D: Ablauf einer mit SYBR Green durchgefiihrten gPCR.............. 40
Abbildung 11: Schematische Darstellung des Aufbaus und der Funktionsweise eines

DUIChTIUSSZYIOMELELS. ...t sre e 50

Abbildung 12: Dot Plots einer durchflusszytometrischen Analyse eines buffy coat,
links: x-Achse: FSC, y-Achse: Vitalitatsfarbung; rechts: x-Achse: FSC, y-Achse:

(O 111 o ST 53
Abbildung 13: Ergebnis der durchflusszytometrischen Analyse muriner
Knochenmarkzellen nach sieben Tagen M-CSF Behandlung...........cccccoovevviieiveiiccnnenn, 56
Abbildung 14 A und B: Ergebnisse der durchflusszytometrischen Analyse muriner
Knochenmarkzellen nach sieben Tagen M-CSF Behandlung............ccccoovevviiciieiieenene, 57
Abbildung 15 A und B: Ergebnisse der Transkriptionsanalyse der inflammatorischen
Zytokine (Tnf-a, 11-1B) anhand des mRNA-Gehalts mittels gPCR. .........c.cccceeveernnee. 59
Abbildung 16: Ergebnisse der Transkriptionsanalyse des inflammatorischen Zytokins
11-6 anhand des MRNA-Gehalts mittels qPCR.........ccoiiiiiiiie e 60
Abbildung 17 A und B: Ergebnisse der Transkriptionsanalyse der Adhdsionsmolekiile
(Icam-1, Vcam-1) anhand des mMRNA-Gehalts mittels gPCR..........ccccccvveviveiviieieenne 61

Abbildung 18: Ergebnisse der Transkriptionsanalyse des profibrotischen
beziehungsweise antiinflammatorischen Zytokins Tgf-f, anhand des mRNA-Gehalts

MITEEIS QP CR. . et e et e e e re e nre e 62
Abbildung 19: Ergebnisse der Transkriptionsanalyse des antiinflammatorischen
Zytokins 11-10 anhand des MRNA-Gehalts mittels qPCR. ..o 63

Abbildung 20 A und B: Ergebnisse der Transkriptionsanalyse des M2-typischen
Mannose Rezeptors Mrc-1 und des M2-typischen Enzyms Arg-1 anhand des mRNA-

Gehalts MIEElS GPCR. ... 64
Abbildung 21: Ergebnisse der Transkriptionsanalyse der inflammatorischen Zytokine
(Tnf-a, II-1pB, 11-6) anhand des MRNA-Gehalts mittels gPCR. .........cccccviiiiiiiiiinne 66

106


file:///D:/Eigene%20Dokumente/%23cMyBP/%23%23%23Manuskript/%23Der%20proinflammatorische%20Einfluss%20von%20N-terminalen%20Fragmenten%20des%20kardialen%20Myosinbindungsproteins-C%20auf%20murine%20Makrophagen%20und%20humane%20Monozyten%20in%20vitro.docx%23_Toc102237757
file:///D:/Eigene%20Dokumente/%23cMyBP/%23%23%23Manuskript/%23Der%20proinflammatorische%20Einfluss%20von%20N-terminalen%20Fragmenten%20des%20kardialen%20Myosinbindungsproteins-C%20auf%20murine%20Makrophagen%20und%20humane%20Monozyten%20in%20vitro.docx%23_Toc102237757

Abbildung 22: Ergebnisse der Transkriptionsanalyse der Adhdsionsmolekiile (Icam-1,
Vcam-1) und des antiinflammatorischen Zytokin (I11-10) anhand des mRNA-Gehalts
MITEEIS GPCR. <.t eb e ene s 67
Abbildung 23: Ergebnisse der Transkriptionsanalyse der inflammatorischen Zytokine
(Tnf-a, II-1pB, 11-6) und Adhéasionsmolekile (Icam-1, Vcam-1) anhand des mRNA-

Gehalts MILEElS GPCR. .....ovoie e re e 68
Abbildung 24 A bis G: Repréasentative Ergebnisse der durchflusszytometrischen
Analyse der Monozytenisolate an Tag 0, dargestellt als dot plots. .........ccccovevveieinnnne. 70
Abbildung 25 A bis G: Représentative Ergebnisse der durchflusszytometrischen
Analyse der Monozytenisolate an Tag 1, dargestellt als dot plots. ... 71
Abbildung 26: Ergebnisse der Transkriptionsanalyse der inflammatorischen Zytokine
(IL-1B, IL-6) anhand des MRNA-Gehalts mittels qPCR...........ccocviiiiiiiis 72

Abbildung 27: Ergebnisse der Transkriptionsanalyse der Adhasionsmolekiile (ICAM-1,
VCAM-1) und des antiinflammatorischen Zytokins (IL-10) anhand des mRNA-Gehalts

MILEEIS GPCR. ..o te e s be e be e e saeesteeneesreenreenee s 73
Abbildung 28 A bis C: Ergebnisse der Transkriptionsanalyse der inflammatorischen
Zytokine (TNF-a, IL-1p, IL-6) anhand des mMRNA-Gehalts mittels gPCR. ................... 75

Abbildung 29: Ergebnisse der Transkriptionsanalyse der Adhasionsmolekiile (ICAM-1,
VCAM-1) und der profibrotischen beziehungsweise antiinflammatorischen Zytokine

(TGF-B, IL-10) anhand des mMRNA-Gehalts mittels qPCR..........cccoeiiiiiiniiiiiie 76
Abbildung 30: Ergebnisse der Transkriptionsanalyse des proinflammatorischen
Zytokins TNF-a, anhand des mRNA-Gehalts mittels gPCR. ..........ccccovvveveieciecieceee, 77

Abbildung 31 A und B: Ergebnisse der Transkriptionsanalyse der
proinflammatorischen Zytokine (IL-1p, IL-6) anhand des mRNA-Gehalts mittels gPCR.

Abbildung 32: Ergebnisse der Transkriptionsanalyse des Adh&sionsmolekiils ICAM-1,
anhand des MRNA-Gehalts mittels gPCR. ..........ccoiiiiiieee 79
Abbildung 33: Ergebnisse der Transkriptionsanalyse des Adhésionsmolekils VCAM-1
anhand des MRNA-Gehalts mittels gPCR. .........ccooieiieieceeeece e 80
Abbildung 34 A und B: Ergebnisse der Transkriptionsanalyse der profibrotischen
beziehungsweise antiinflammatorischen Zytokine (TGF-p, IL-10) anhand des mRNA-

Gehalts MItEElS GPCR. ..ot re e 81
Abbildung 35: Ergebnisse der Transkriptionsanalyse der inflammatorischen Zytokine
(TNF-o, IL-1p, IL-6), anhand des mMRNA-Gehalts mittels qPCR............ccceoviiiiinenen. 82

Abbildung 36: Ergebnisse der Transkriptionsanalyse der Adhasionsmolekiile (ICAM-1,
VCAM-1) und des antiinflammatorischen Zytokin (IL-10), anhand des mRNA-Gehalts

MITEEIS GPCR. <.t b bbb 83
Abbildung 37: Exemplarische Abbildung der Western Blot Ergebnisse....................... 84
Abbildung 38 A und B: Quantifizierung der obenstehenden Western Blot Ergebnisse.

......................................................................................................................................... 84
Abbildung 39: Exemplarische Abbildung der Western Blot Ergebnisse....................... 85
Abbildung 40: Quantifizierung der oben stehenden Western Blot Ergebnisse. ............ 86

107



9 Tabellenverzeichnis

Tabelle 1: Elutriationsfraktionen mit Flussgeschwindigkeiten, aufgefangenen Volumina

UNG ZEIISOITEN ... bbbttt et bbb 35
Tabelle 2: Protokoll eines SYBR Green qPCR LaufS.........ccocoviiiiiiiniiicccc e 43
Tabelle 3: Protokoll eines TagMan gPCR Laufs ..o 44
Tabelle 4: Allgemeine Gerate, Verbrauchsmaterialien und Reagenzien ..................... 109
Tabelle 5: Geréte, Verbrauchsmaterialien und Reagenzien fur Maus Tétung und
BMDM DiffereNZIEIUNG.....c..eiveiiiiiiiieieieie e 110
Tabelle 6: Geréte, Verbrauchsmaterialien und Reagenzien fir die Isolation humaner
PBMCS UNA IMONOZYEEN .....vevieiieeie ettt te ettt e e sre e e sneenas 111
Tabelle 7: Geréte, Verbrauchsmaterialien und Reagenzien fir RNA-Isolation, rtPCR

0] 1o [ 0| = O SR 111

Tabelle 8: Sequenzen der verwendeten Primer fur murine und humane Zielgene......113
Tabelle 9: Geréte, Verbrauchsmaterialien und Reagenzien fir Proteinisolation und

LAV =] (=] T =] (o) USSR 113
Tabelle 10: Verwendete Erstantikorper fur das Western BIOtting ..........cccccocevvivnienne. 115
Tabelle 11: Verwendete Zweitantikdrper fur das Western Blotting ...........cccccoevveneee. 115
Tabelle 12: Gerate, Verbrauchsmaterialien und Reagenzien fir die

DUIChTIUSSZYLOMELIIE ... re e 116

Tabelle 13: Verwendete Antikorper flr die Durchflusszytometrie humaner Proben ..116
Tabelle 14: Verwendete Antikorper fir die Durchflusszytometrie muriner Proben,...117

108



10 Materialien, Reagenzien, Gerate und Software

10.1 Allgemein

Tabelle 4: Allgemeine Geréte, Verbrauchsmaterialien und Reagenzien

Hersteller-Bezeichnung

Hersteller

6-Well Platten

Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen, D

Analysewaage

Sartorius ENTRIS

Sartorius AG, Gottingen, D

Combi-Stopper

Combi-Stopper-Verschlussko-

B. Braun Melsungen AG, D

Dulbecco‘s 10x PBS = CC pro GmeH, Oberdorla,
E"thylendiamintetraessig— EDTA CC pro GmbH, Oberdorla,
saure D
Elektrische Pipettierhilfe PIPETBOY acu INTE(;I;ﬁe?t;?:sgences,
(E)pg ef’gf)gfr:gbe Eppendorf Safe-Lock Tubes Eppendorf, Hamburg, D
5|;pr$]r|1dorf PCR Tube Eppendorf PCR Tubes Eppendorf, Hamburg, D

Escherichia coli
Lipopolysaccharid

LPS EB Ultrapure

Invivogen, Toulouse, FR

Ethanol
(70, 80, 100 %)

Carl Roth GmbH + Co. KG,
Karlsruhe, D

Zentrifugenréhrchen
(15,50 ml)

Greiner centrifuge tubes

Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen, D

Heraeus, Thermo Fisher

Gefrierschrank (-80 °C) Hera freeze Scientific, Waltham, MA,
USA
Glas Pasteurpipetten Pasteurpipetten, ohne Carl Roth GmbH + Co. KG,
Wattestopfen Karlsruhe, D
Glukose CC pro GmeH, Oberdorla,
Hereaus, Thermo Fisher
Inkubator HERA cell 150 Scientific, Waltham, MA,
USA
. IKA Werke GmbH & Co.
Magnetrihrer

KG, Staufen im Breisgau, D

Natrium Chlorid > 99,5 %

Carl Roth GmbH + Co. KG,
Karlsruhe, D

Penicillin/Streptomycin

CC pro GmbH, Oberdorla,
D

Pipettenspitzen
(10, 20, 50, 200, 1000 pl)

SafeSeal-Tips
Professional

Biozym Scientific GmbH,
Hessisch Oldendorf, D

Plattformschittler

Heidolph Polymax 2040

Heidolph Instruments
GmbH & Co. KG, Schwab-
ach, D

Préazisionspipetten
(10, 20, 50, 200, 1000 pl)

Eppendorf Research Plus

Eppendorf, Hamburg, D
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Prazisionspipetten

(10, 20, 50, 200, 1000 pl)

Eppendorf Research

Eppendorf, Hamburg, D

Serologische Pipetten
(1, 2,5, 10, 25,50 ml)

Serologische Pipetten

Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen, D

Sicherheitswerkbank

Hera Safe KSP12

Hereaus, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA,
USA

Graph Pad, La Jolla,

Software GraphPad Prism V 5.0 Californien, USA

. Microsoft Corporation,
Software Microsoft Excel 2013 Redmond, WA, USA
Software Microsoft Word 2013 Microsoft Corporation,

Redmond, WA, USA

Spritze (5, 10 ml)

Injekt Solo

B. Braun Melsungen AG, D

Steriles,
apyrogenes Wasser

Aqua B. Braun

B. Braun Melsungen AG, D

Schittelmischer

Vortex-Genie 1 und 2

Scientific Industries, Inc.,
Bohemia, NY, USA

Neubauer-Zahlkammer,

Zahlkammer verbessert Brand, Wertheim/Main, D
Zellfilter Cell Strainer (70 um) Becmfafg‘s’,k:\rl‘f{f”o Frankiin
Zentrifuge Multifuge 3SR+ Th\?\;g}fh;izb%i?isgic’
Zentrifuge Eppendorf 5804 Eppendorf, Hamburg, D
Zentrifuge Eppendorf 5402 Eppendorf, Hamburg, D
Zentrifuge Eppendorf 5417R Eppendorf, Hamburg, D

10.2 Stammezellisolation und BMDM Differenzierung

Tabelle 5: Geréte, Verbrauchsmaterialien und Reagenzien flir Maus Totung und BMDM Differenzierung

Hersteller Bezeichnung Hersteller
Carl Roth GmbH + Co. KG,

B-Mercaptoethanol Karlsruhe, D
iFBS CC pro GmbH, Oberdorla, D
Kantile, 26 G Sterican B. Braun Melsungen AG, D
L-Glutamin CC pro GmbH, Oberdorla, D

Lyse-Puffer

BD Pharm Lyse Lysing
Buffer

BD Biosciences, San Jose,
California, USA

M-CSF

Mouse M-CSF

Milteny Biotec, Bergisch
Gladbach, D

Murinens kardiales
Troponin |

Mouse Cardiac Troponin-I

Life Diagnostics, Inc. West
Chester, PA, USA

NEAA

CC pro GmbH, Oberdorla, D
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Protease Inhibitor

cOmplete Mini Protease In-
hibitor Cocktail

Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, D

QIlAshredder Saulen

QIAshredder Saulen

QIAGEN GmbH, Hilden, D

1x RIPA Lysis and Extrac-

Thermo Fisher Scientific,

RIPA-Puffer tion Buffer Waltham, MA, USA
RLT-Puffer QIAGEN GmbH, Hilden, D
Zell Schaber Greiner Bio-One GmbH, Fri-

ckenhausen, D

Zellkulturmedium

Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM)

CC pro GmbH, Oberdorla, D

Zellkulturmedium

DMEM + 4,5¢/1 Glukose +
1 % L-Glutamin

CC pro GmbH, Oberdorla, D

Zellkulturschale, 10 cm

Greiner Bio-One GmbH, Fri-
ckenhausen, D

10.3 Isolation von humanen PBMCs und Monozyten

Tabelle 6: Geréte, Verbrauchsmaterialien und Reagenzien flr die Isolation humaner PBMCs und

Monozyten
Hersteller Bezeichnung Hersteller
CCE Zentrifuge J6-MC Beckman Instruments nc.
CCE Kammer Beckman Instruments Inc.,

Palo Alto, CA, USA

Dichte Gradienten Me-
dium

Histopaque 1077

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Miinchen, D

Humanes Serum
Albumin

Albumin from human serum

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Miinchen, D

Pyruvat

Sodium Pyruvate (100 mM)

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA

Zellkulturmedium

GIBCO Macrophage-Se-
rum-free Medium

Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA

Zellkulturschale, 15 cm

Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen, D

10.4 RNA-Isolation,

rt-PCR, qPCR

Tabelle 7: Gerate, Verbrauchsmaterialien und Reagenzien fir RNA-Isolation, rtPCR und gPCR

Hersteller Bezeichnung

Hersteller

Multiplate PCR Plates 96-

Bio-Rad Laboratories Inc.,

96-Well Platte Well, clear Miinchen, D
Carl Roth GmbH + Co. KG,
Chloroform
Karlsruhe, D
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Invitrogen, Carlsbad, CA,

DNase 1 USA
. Invitrogen, Carlsbad, CA,
dNTP Mix USA
DTT-Puffer Super Script I_I Reverse Tran- | Invitrogen, Carlsbad, CA,
scriptase USA
First-Strand-Puffer, | Super Script Il Reverse Tran- Invitrogen, Carlsbad, CA,
5x scriptase USA
iScript cDNA Bio-Rad Laboratories Inc.,
Synthesis Kit Minchen, D
. ) Scientific Specialties Inc.,
Kuhlstéander IsoFreeze Tube Rack Lodi, CA. USA
PCR Tube (0,2 ml) Eppendorf PCR Tubes Eppendorf, Hamburg, D
PCR Master Mix, Power SYBR Green PCR Applied Biosystems,
SYBR Green, 2x Master Mix Warrington, UK
PCR Master Mix, TagMan Gene Expression Invitrogen, Carlsbad, CA,
TagMan Master Mix USA
i Applied Biosystems, Foster
PCR-Thermocycler | PCR-System Gene Amp 7500 City,CA, USA

Photometer

Spektralphotometer Nano-
Drop ND-1000

Peglab — Biotechnologie
GmbH, Erlangen, D

Primer und Sonde,
TagMan-Kit

20x TagMan Gene Expres-
sion Assay

Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA

QIA Shredder Saule

QIA Shredder Séule

QIAGEN GmbH, Hilden, D

QIlAzol QlAzol QIAGEN GmbH, Hilden, D
PCR-Gerit CFX96 Real-Time PCR De- Bio-Rad Laboratories Inc.,
q tection System Miinchen, D
Random Primers Random Primers Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA
RDD-Puffer RNase-free DNase Set QIAGEN GmbH, Hilden, D
Reverse Super Script Il Reverse Tran- | Invitrogen, Carlsbad, CA,

Transkriptase

scriptase

USA

RNase-freies Wasser

RNase free water

QIAGEN GmbH, Hilden, D

RNase-Out

RNase Out

Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA

RNeasy Mini Kit

RNeasy Mini Séule

QIAGEN GmbH, Hilden, D

RNeasy Mini Kit RPE-Puffer QIAGEN GmbH, Hilden, D
RNeasy Mini Kit RW1-Puffer QIAGEN GmbH, Hilden, D
RNeasy Mini Kit RWT-Puffer QIAGEN GmbH, Hilden, D

Software

Bio-Rad CFX Manager V 3.0

Bio-Rad Laboratories Inc.,
Minchen, D

Software (Internet)

NCBI Primer-Blast https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/pri-
mer-blast/index.cgi?LINK_LOC=BlastHome

Versiegelungsfolie

Bio-Rad Laboratories Inc.,
Minchen, D

Werkbank

PCR Werkbank Captairbio

Erlab, Kéln, D

112




Tabelle 8: Sequenzen der verwendeten Primer fir murine und humane Zielgene

Gen 5’ Primer 3’ Primer Sf’niz'
Gapdh TGGCAAAGTGGAGATTGTTGCC AAGATGGTGATGGGCTTCCCG Maus
GAPDH TGTGGGCATCAATGGATTTGG ACACCATGTATTCCGGGTCAAT | Mensch
Tnf-o CCAGTGTGGGAAGCTGTCTT AAGCAAAAGAGGAGGCAACA Maus
TNF-a GCCCAGGCAGTCAGATCATCTTC TGAGGTACAGGCCCTCTGATGG | Mensch
-1p CAACCAACAAGTGATATTCTCCATG | GATCCACACTCTCCAGCTGCA Maus

IL-1B TCCCCAGCCCTTTTGTTGA TTAGAACCAAATGTGGCCGTG | Mensch
11-6 TCCAGTTGCCTTCTTGGGAC GTGTAATTAAGCCTCCGACTTG Maus
IL-6 GTACATCCTCGACGGCATCTC GGTTCAGGTTGTTTTCTGCCA Mensch

Icam-1 GCCTTGGTAGAGGTGACTGAG GACCGGAGCTGAAAAGTTGTA Maus
ICAM-1 TTGGGCATAGAGACCCCGTT GCACATTGCTCAGTTCATACACC | Mensch

Vcam-1 TGCCGAGCTAAATTACACATTG CCTTGTGGAGGGATGTACAGA Maus
VCAM- GGGAAGATGGTCGTGATCCTT TCTGGGGTGGTCTCGATTTTA Mensch

11-10 TTTGAATTCCCTGGGTGAGAA GGAGAAATCGATGACAGCGC Maus

IL-10 GACTTTAAGGGTTACCTGGGTTG TCACATGCGCCTTGATGTCTG Mensch

Tgf-p TGACGTCACTGGAGTTGTACGG GGTTCATGTCATGGATGGTGC Maus

Mrc-1 TAGTACCGGAGGGTGCAGAC TTTGCATCAGTGAAGGTGGA Maus

Arg-1 GGAATCTGCATGGGCAACCTGTGT | AGGGTCTACGTCTCGCAAGCCA | Maus

Tag- Primer-Sonden Paar Hersteller Spez-

TGF-p Hs00998133_m1 Invitrogen Mensch

10.5 Proteinisolation, Western Blot

Tabelle 9: Gerate, Verbrauchsmaterialien und Reagenzien fur Proteinisolation und Western Blot

Hersteller Bezeichnung

Hersteller

10x TRIS, Glycin,

Bio-Rad Laboratories Inc.,

SDS-Puffer Minchen, D
Bildaufnahme Sys- ChemiDoc MP System Bio-Rad Iraboratorles Inc.,
tem Minchen, D
Bovines Serum . Bio-Rad Laboratories Inc.,
Albumin Protein Standard Il Miinchen, D
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Bromphenolblau

Carl Roth GmbH + Co. KG,
Karlsruhe, D

Coomassie Blau

Brillant Blau G 250

Carl Roth GmbH + Co. KG,
Karlsruhe, D

Chemilumineszenz
Substrat Losung

Clarity™ and Clarity Max™
Western ECL Blotting Sub-
strates

Bio-Rad Laboratories Inc.,
Minchen, D

Sigma-Aldrich Chemie

DTT GmbH, Miinchen, D
Sigma-Aldrich Chemie
EDTA GmbH, Minchen, D
Elektrophorese Criterion™ Blotter Bio-Rad Iraboratorles Inc.,
Kammer Miinchen, D
Glveerin Sigma-Aldrich Chemie
y GmbH, Miinchen, D
Sigma-Aldrich Chemie
HEPES GmbH, Miinchen, D
Sigma-Aldrich Chemie
Leupeptin GmbH, Minchen, D

Mikrotitterplatten

Titramax 100

Heidolph Instruments
GmbH & Co. KG,

Schuttler Schwbach. D
Milchpulver Carl Roth GmbH + Co. KG,

Karlsruhe, D
Komigrationsstan- Precision Plus Protein™ Bio-Rad Laboratories Inc.,
dard Standard, Unstained Minchen, D

Sigma-Aldrich Chemie

NazMoos GmbH, Miinchen, D
Netzteil Biorad Power Pac 3000 BiO-RagALuﬁtéﬁg?]t,oges Inc.,
NP 40 IGEPAL CA-630 ngglf'm%hcﬁe?]e”ge
PMSF " Gmbth, Minchen, D
Polysorbat 20 Tween 20 Sigma-Aldrich Chemie

GmbH, Minchen, D

Ponceau Farbstoff

Ponceau S solution

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Miinchen, D

PVDF Membran,

Trans-Blot Turbo™ Transfer

Bio-Rad Laboratories Inc.,

Filterpapier Packs Minchen, D
RC DC Protein As- Reagent A, B, S Bio-Rad I:aboratones Inc.,
say Miinchen, D
Bio-Rad Laboratories Inc.,
Software Image Lab vV 5.2.1 Miinchen, D
Strep-Tactin-HRP Precision Protein™ Strep- Bio-Rad Laboratories Inc.,
Konjugat Tactin-HRP Conjugate Miinchen, D
Transfer Kammer Trans-Blot Turbo™ Transfer | Bio-Rad Laboratories Inc.,
Unit Minchen, D
Carl Roth GmbH + Co. KG,
TRIS Karlsruhe, D
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Voraefertiate Gele Criterion TGX 4-20 % Tris- Bio-Rad Laboratories Inc.,
9 9 Glycine Minchen, D
. L Lo Bio-Rad Laboratories Inc
- 0, _ "
Vorgefertigte Gele Criterion XT 4-12 % Bis-Tris Miinchen, D
Tabelle 10: Verwendete Erstantikorper fur das Western Blotting
Zielprotein | Klon Hersteller Reaktivitat Verdunnung
GAPDH FL-335 Santa Cruz Biotechnology | Maus, Mensch 1:1000
ICAM-1 H-108 Santa Cruz Biotechnology Mensch 1:1000
IL-1B H-153 Santa Cruz Biotechnology | Maus, Mensch 1:1000
IL-6 Polyklonal Abcam (ab6672) Mensch 1:500
TGF-p Polyklonal Abcam (ab53169) Mensch 1:1000
TNF-a L-19 Santa Cruz Biotechnology Mensch 1:500
TNF-a H-156 Santa Cruz Biotechnology Maus 1:500
Tabelle 11: Verwendete Zweitantikdrper fir das Western Blotting
Zielprotein Hersteller Konjugat
Goat IgG (sc-2020) Santa Cruz Biotechnology HRP
Rabbit 1gG (sc-2004) Santa Cruz Biotechnology HRP
Mouse 1gG (sc-2005) Santa Cruz Biotechnology HRP
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10.6 Durchflusszytometrie

Tabelle 12: Geréate, Verbrauchsmaterialien und Reagenzien fiir die Durchflusszytometrie

Hersteller Bezeichnung

Hersteller

Dimethylsulfoxid

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Carl Roth GmbH + Co.
KG, Karlsruhe, D

BD Biosciences, San Jose,

Durchflusszytometer FACScan California, USA

BD Biosciences, San Jose,
Durchflusszytometer FACSVerse California, USA
Durchflusszytometrie 5ml Round Bottom Poly- Corning Inc., Corning,
Tube styrene Test Tube New York, USA

Farbe-Puffer

Cell Staining Buffer

BioLegend Europe,

London, UK
Fc-Rezeptor Blocker Human TruStain FeX™ BioLegend Europe,
London, UK
Compensation beads ArC Amine _Reactive Com- | Invitrogen, Carlsbad, CA,
pensation Beads USA

BD Biosciences, San Jose,

Compensation beads BD ComBead California, USA

. BD Biosciences, San Jose,
Software BD FACSDiva California, USA
Software BD EACSuite BD Biosciences, San Jose,

California, USA

Vitalitats Farbung

LIVE/DEAD Fixable Aqua
Dead Cell Stain Kit, for
405 nm

Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA

Tabelle 13: Verwendete Antikorper fur die Durchflusszytometrie humaner Proben

Zielprotein Funktion Klon | Fluorophor | Hersteller | Volumen

T-Zell Rezeptor assozi- | UCHT BioLegend

CD3 ot Sianaltransdukti APC-Cy7 Europe, 3ul
iert, Signaltransduktion 1 London, UK
BioLegend

CD14 LPS-Rezeptor MS5SE2 Alexa 488 Europe, Sul
London, UK
. BioLegend

CD16 Fcy-Rezeptor llla 3G8 Pacific blue Europe, Sul
London, UK
B-Zell Aktivierung BioLegend-

CD19 - i HIB19 PE Europe, 2,5l
und Differenzierung London, UK
MEM- BioLegend

CD56 NCAM PE-Cy7 Europe, 3l
188 London, UK

116




Glykosylphosphatidyl- BioLegend
inositol-Anker-Protein '

London, UK
HLA-KIlasse-1l1 Rezep- BioLegend
tor London, UK

Modifiziert nach: Sack, U., Tarnok, A. und Rothe, G.H., Technische und methodische Grundlagen der
Durchflusszytometrie, in Zellulare Diagnostik. Grundlagen, Methoden und klinische Anwendungen der

Durchflusszytometrie.2007, Karger: Basel. p. pp 27-70

Tabelle 14: Verwendete Antikorper flr die Durchflusszytometrie muriner Proben,

Zielprotein Funktion Klon | Fluorophor | Hersteller | Volu-
Mac-1, Untereinheit des APC- Invitrogen,
CD11b Komplement-Rezeptors | M1/70 eFluor780 Carlsbad, 0,25 pl
3 CA, USA
EMR1, Zell-Zell-Inter- Caltag,
F4/80 aktion BM8.1 PE Buckingham, 2 ul
und Signaltransduktion UK
AF6- BioLegend
MHC-11 Antigenprésentation PE-Cy7 Europe, Lon- 1yl
120.1
don, UK

Modifiziert nach: Sack, U., Tarnok, A. und Rothe, G.H., Technische und methodische Grundlagen der
Durchflusszytometrie, in Zelluldre Diagnostik. Grundlagen, Methoden und klinische Anwendungen der

Durchflusszytometrie.2007, Karger: Basel. p. pp 27-70

10.7 Zellkulturmedien, selbst hergestellte Pufferlésungen

1x PBS - Allgemein:

Aqua B. Braun, Dulbeccos® 10x PBS, Verhiltnis 9:1

Zellkulturmedium-1 - murine Knochenmarkstammzellen:

DMEM, 4,5 g/l Glukose, 1 % Glutamin, 1 % NEAA, 10 % iFBS, 1 % Penicillin-Strepto-

mycin

Zellkulturmedium-2 - BMDM:

DMEM, 4,5 g/l Glukose, 1 % Glutamin, 2,5 % iFBS, 1 % Penicillin-Streptomycin
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L&sungspuffer - BMDM:

10 mM Glukose, 3 mM EDTA, 1x PBS

RIPA-Puffer (Lysepuffer) - BMDM

10 ml 1x RIPA-Puffer, vor Benutzung wird eine Tablette des cOmplete Mini Protease

Inhibitors hinzugefigt.

Waschpuffer-1 — Gegenstromelutriation:

400 ml Aqua B. Braun, 50 ml 10x PBS, 25 ml 100mM Pyruvat, 25 ml 1x EDTA, 2,5 ml
20 % Albumin

Elutriationspuffer - Gegenstromelutriation:

800 ml Aqua B. Braun, 100 ml 10x PBS, 50 ml 100mM Pyruvat, 50 ml 1 % EDTA,
10 ml 10 % Glukose

Zellkulturmedium-3 - humane Monozyten:

1x Macrophage-Serum-free Medium + 1 % Penicillin/Streptomycin

WCE-Puffer — Proteinisolation

0,2ml 1 M Hepes pH 7,8,0,9mI 5 M NaCl, 4 ul 0,5 M EDTA,

0,1 ml 1 M Na2M004, 2,5 ml Glycerin, 10 ul 1 M DTT, mit Aqua B. Braun auf 15 ml
auffullen, vor Benutzung werden pro ml hinzugefigt: 2 pl 0,25 M PMSF,
5 ul 1 % Leupeptin, 5 pl Aprotinin

Ldsung A - Proteinbestimmung

Aus biorad RC DC Protein Assay: 20 ul Reagent S, 1 ml Reagent A

Ladepuffer - Western Blot

20 ml1 M Tri, pH 6,8, 80 ml 10 % SDS, 0,4 g Bromphenolblau, 40 ml Glycerin, je 200 ul
Ladepuffer werden vor Verwendung 50 pl 1 M DTT hinzugefgt.

Laufpuffer - Western Blot

Agua B. Braun , 10x TRIS/Glycin/SDS-Puffer, Verhéltnis 9:1

Blockpuffer - Western Blot

200 ml Waschpuffer, 12 g Milchpulver
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Waschpuffer-2 - Western Blot

51 Aqua B. Braun, 500 ml 10x PBS, 5 ml Tween 20

Gebrauchslésung des LIVE/DEAD Fixable Aqua Dead Cell Stain Kit - Durchflusszyto-
metrie

Auflosen des Inhaltes eines vials in 50 pl Dimethylsulfoxid, anschlieRend Herstellung ei-
ner 1 % Gebrauchsldosung mit 1x PBS
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