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1. Einleitung

1.1. Bedeutung und Pravalenz der Atherosklerose

Die Atherosklerose ist laut Weltgesundheitsorganisation WHO der haufigste
Grund fur Tod und Behinderung in der westlichen Welt, wobei die koronare
Herzkrankheit (KHK), der ischamische Apoplex sowie die periphere arterielle
Verschlusskrankheit (pAVK) hierbei die bedeutendsten Endorganschaden

darstellen.

Im Jahr 2010 verstarben in Deutschland 352.689 Menschen an Erkrankungen
des Herz-Kreislaufsystems und somit im Wesentlichen an Folgen der
Atherosklerose. Dies entspricht in etwa 41,1 % aller Todesfalle [144]. Hiervon
starben mehr als 190.000 (54 %) Menschen an ischamischer Herzerkrankung
und Myokardinfarkt [144]. Ebenso werden in Deutschland jahrlich zwischen
200.000 und 250.000 Patienten mit einem akut erstmalig, oder erneut
aufgetretenem Schlaganfall stationar behandelt. Wobei auch hier ein durchaus
relevanter Teil der arterio-arteriell verursachten apoplektischen Insulte auf dem
Boden atherosklerotischer Lasionen der groRen hirnversorgenden Gefalle
entstehen [40, 71, 75]. Diese Zahlen rechtfertigen und erklaren den enormen
Forschungsaufwand der betrieben wird, um diese medizinisch und ékonomisch
bedeutsame Volkskrankheit auch noch in fortgeschrittenen Stadien, effektiv

bekampfen zu konnen.

Die Atherosklerose ist eine multifaktoriell bedingte Erkrankung, der eine ganze
Reihe exogener Risikofaktoren sowie eine genetische Disposition zugrunde
liegen. Sie ist die mit Abstand haufigste pathologische Veranderung des
GefalRsystems und betrifft v.a. das Endothel und die glatte GefaRmuskulatur
der Arterienwande der grof3en und mittelgro3en Arterien [138]. Die Entstehung
von atheromatdsen Plaques betrifft v.a. die arteriellen GefaRabschnitte mit
besonders turbulenten Stromungsverhaltnissen [121]. Die Erkrankung
entwickelt sich Uber viele Jahre und beginnt asymptomatisch bereits im

Kindesalter, wo erste Lasionen als sogenannte ,Fatty streaks® in Erscheinung



treten. Im mittleren bis hohen Erwachsenenalter fuhrt sie schlieRlich zu den
typischen klinischen Manifestationen wie KHK, pAVK oder cerebrovaskularer

Insuffizienz.

Neben den klassischen Risikofaktoren, wie Hypercholesterinamie,
Nikotinabusus, arterieller Hypertonie, genetischer Pradisposition und Diabetes
mellitus bestehen noch eine ganze Reihe anderer Risikofaktoren, wie
mannliches Geschlecht, Bewegungsmangel, Adipositas, und Stress, die zu
einer mehr oder weniger starken Progredienz der Atherosklerose beitragen und
nur zum Teil aktiv beeinflussbar sind (Tab. 1.) [35, 49, 138, 175]. Als
Hauptrisikofaktor wird seit langem ein erhdhter LDL-Cholesterinspiegel
diskutiert, dessen atherogene Wirkung durch den Einfluss anderer

Risikofaktoren, wie Rauchen oder Hypertonie potenziert wird [88, 138].

Genetische Pradisposition Umweltfaktoren
* Erhdhte LDL/VLDL-Spiegel * Fettreiche Ernahrung
* Reduzierte HDL-Spiegel * Nikotinabusus
* Erhdhte Lipoprotein-A-Spiegel * Niedrige Antioxidantienspiegel
* Homozysteinamie * Bewegungsmangel
* Familiare Haufung * Infektionen (Chlamydien,
* Diabetes mellitus und Adipositas Cytomegalievirus)

* Erhdhte Spiegel von
Gerinnungsfaktoren

* Depression und
Verhaltensstérungen

* Geschlecht

* Systemische
EntzGndungserkrankungen

* Hypertonie

* Metabolisches Syndrom

Tabelle 1. Risikofaktoren fiir atheromatdse L&asionen [21, 52, 64, 86, 88]

Lange Zeit wurde die Atherosklerose als reine Fettspeicherkrankheit
angesehen, wobei die Einlagerung von Blutfetten in die GefalBwand im
Mittelpunkt des Krankheitsgeschehens stand. Wie oben bereits erwahnt, fand
man heraus, dass es sich bei den schadigenden Fetten um low density

lipoproteins (LDL) handelt, welches sich in oxidierter Form (oxLDL) in die Intima




der Gefallwand einlagert. Die GefalRwand spielte in dieser Hypothese eine rein
passive Rolle [56, 97].

Der deutsche Pathologe Robert Virchow postulierte bereits Mitte des 19.
Jahrhunderts die Beteiligung einer Entzindungsreaktion an arteriellen
Erkrankungen [97]. Erst hundert Jahre spater wurden Makrophagen erstmalig in
arteriosklerotischen Plaques nachgewiesen [57, 88, 138]. Zu dieser Zeit stand
jedoch immer noch der Cholesterinmetabolismus als Ursache der
Atherosklerose im Mittelpunkt der medizinischen Forschung, wodurch es zu
keiner weiteren experimentellen Analyse der hierfir verantwortlichen
pathophysiologischen  Mechanismen kam [4, &7]. Die Bedeutung
inflammatorischer Zellen (inkl. Monozyten und Makrophagen) fur die
Pathogenese der Arteriosklerose, konnte erst nach Etablierung adaquater
Versuchsmodelle nachgewiesen werden [77]. Nach heutigem Stand des
Wissens zahlt man die Atherosklerose zu den chronisch inflammatorischen
Erkrankungen. Dabei lielen sich in der Vergangenheit immer mehr
Pathomechanismen aufklaren, die durch verschiedene primare Noxen
letztendlich die gleichen proinflammatorischen Kaskaden initierten und
unterhalten [138].

1.2. Pathogenese der Atherosklerose

Eine Wandlung in der Sichtweise der Pathomechanismen der Atherosklerose
brachte die ,response to injury“-Hypothese des amerikanischen Pathologen
Russell Ross, der erstmals die Meinung vertrat, dass Verletzungen des
Endothels und der Intima der Gefallwand das initierende Ereignis fur die
Entstehung der Atherosklerose seien [137]. Diese Verletzungen werden durch
hamodynamische Faktoren, Immunreaktionen, oxidative Radikale, Viren,
Nikotin und bestimmte andere Toxine verursacht, welche im Endeffekt alle zur
endothelialen Dysfunktion fihren [12, 13, 136, 137]. Die endotheliale
Dysfunktion ist als Funktionsstdérung des Endothels, bzw. der Endothelzellen zu
sehen. Diese Stérung umfasst alle Funktionsbereiche des Endothels, wie die

Regulation der GefalRweite, die GefalRpermeabilitat, die Expression adhasiv



wirksamer Oberflachenmolekille und als weiteren wesentlichen Faktor die
Thrombozytenaggregationshemmung [99, 137]. Diese initiale Schadigung des
Endothels flhrt schlieRBlich auch zu einer erhohten Permeabilitat fir Low-

density-Lipoproteine inkl. ihrer Apolipoprotein-B-Komponente [13].

Am Anfang dieses komplexen Geschehens stehen die ,fatty streaks®,
Lipidflecken die bereits bei Kindern ab 10 Jahren regelhaft nachweisbar sind
und die auf Grund ihrer Reversibilitdt keinen nennenswerten Krankheitswert
besitzen. Wie die spateren atherosklerotischen Plaques sind auch diese
Lipidflecken in der Intima der GefalRwand lokalisiert und bestehen Gberwiegend
aus Lipid speichernden Schaumzellen, die zum einen leiomyogener zum

anderen monohistiozytarer Herkunft sind [21].

Wie in der Framingham Heart Study gezeigt werden konnte, sind diese frihen
GefalRveranderungen abhangig von geographischen und ethnischen Faktoren
und es besteht auch eine offensichtliche Assoziation zu Geschlecht oder
spezifischen Umweltfaktoren. Pathomorphologisch treten sie an anatomischen
Lokalisationen auf, an denen es auch spater bevorzugt zur Bildung
atherosklerotischer Plagues kommt. Mittlerweile gibt es auch experimentelle
Anhaltspunkte flr das Konzept einer Progression von fatty streaks zu

atherosklerotischen Plaques.

Zusammenfassen lasst sich sagen, dass fatty streaks als spontan
ruckbildungsfahig gelten, eine Progression in klassische atherosklerotische

Lasionen mdglich, jedoch nicht obligat sind [116].

Gelangen nun, durch die bereits erwahnte endotheliale Dysfunktion,
cholesterinreichen Lipoproteine in das subintimale Bindegewebe, kommt es dort
zu einer minimalen Oxidation und zur Ablagerung von minimal oxidiertem LDL
[13, 48, 132]. Es folgt eine inflammatorische Phase in der es zur Akkumulation
von oxidiertem LDL kommt. In dieser Phase werden die Endothelzellen zur
Produktion von inflammatorisch wirksamen Chemokinen stimuliert, welche die
Adhasion der Monozyten Uber bestimmte Adhasionsmolekile, wie das
intercellular cell adhesion molecule-1 (ICAM-1), das vascular cell adhesion
molecule-1 (VCAM-1), E-Selectin und P-Selectin fordern [58, 99, 114, 169]. Die

Monozyten durchwandern das Endothel und differenzieren und proliferieren



unter dem Einfluss von bestimmten Wachstumsfaktoren, wie M-CSF und GM-
CSF, in der Intima zu Makrophagen. Diese sezernieren nun selbst wieder
Wachstumsfaktoren, Zytokine und Matrixkomponenten und halten den
proinflammatorischen Stimulus aufrecht [26, 132, 134, 166, 176].

Eine bedeutende Rolle in diesem Krankheitsgeschehen, spielen ebenfalls die T-
Zellen. Diese Zellen werden durch die Interaktion mit Antigen prasentierenden
Zellen, wie Makrophagen, oder dentritischen Zellen aktiviert [60]. In
atherosklerotischen Lasionen findet man v.a. CD4" T-Zellen, in erster Linie T-
Helfer-Zellen [56]. Diese Zellen haben ein ausgepragtes proinflammatorisches
Potential, da sie Zytokine wie z.B. Interferon-y, Tumor Nekrose Faktor-a und
Interleukin-12 sezernieren koénnen [146]. Diese Zytokine haben einen
synergistischen Effekt und stimulieren wiederum Makrophagen zur Produktion
von inflammatorischen Molekulen, Proteasen und Endothelzellen zu einer
gesteigerten Expression von Adhasionsmolekilen [58, 60]. Durch die
vorgenannten Mechanismen wird ein fortlaufender Entzindungsprozess
aufrecht gehalten [83, 129] Eine antiinflammatorische Wirkung in diesem
Kreislauf kommt hierbei dem Zytokin IL-10 zu. Dieses wird von T-Helferzellen,
Monozyten sowie Makrophagen sezerniert und hat eine entscheidende
regulatorische Auswirkung auf die Reaktion von Th1 bzw. Th2 Lymphozyten
[44].

In experimentellen Studien konnte gezeigt werden, dass durch eine
Verabreichung von IL-10 die Entstehung der Atherosklerose verzdgert werden
kann. Ebenso konnte in IL-10 defizienten Knock-out Mausen eine gesteigerte T-
Zell Akkumulation, eine erhohte Interferon-y Sekretion, sowie ein verminderter
Kollagengehalt in den atherosklerotisch veranderten Gefallen nachgewiesen
werden [44, 156]. Zusammenfassend konnte in mehreren experimentellen
Untersuchungen ein protektiver Effekt von IL-10 auf die Entstehung der
Atherosklerose beobachtet werden [27, 44, 156]. Ebenso konnte gezeigt
werden, dass IL-10 einen positiven Effekt auf die Stabilitat fortgeschrittener

atherosklerotischer Plaques hat [27, 156].

Wie bereits beschrieben, wird das im subintimalen Raum durch reaktive

Sauerstoffspezies (ROS), Myeloperoxidase, = Sphingomyelinase  und
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sekretorische Phospholipase extensiv modifizierte LDL Uber Scavenger-
Rezeptoren (u.a. MSR-1, CD36) der subintimal liegenden Makrophagen
phagozytiert [20, 27].

Dabei kann das ,hoch oxidierte“ LDL von Makrophagen leichter und schneller
aufgenommen werden, als das im Plasma zirkulierende LDL. Dagegen kann es
aber weniger gut umgewandelt und sezerniert werden. So entstehen aus
Makrophagen schlieldlich Lipid speichernde Schaumzellen [20, 48, 103].
Wahrend der LDL-Rezeptor einer negativen Feedback Regulation unterliegt,
sind es v.a. die Scavenger-Rezeptoren die zu einer vermehrten Aufnahme von
oxLDL in Makrophagen und Monozyten fihren. OxLDL induziert hierbei sogar
eine vermehrte Expression der Scavenger-Rezeptoren, was im Endeffekt zu

einer massiven Lipidaufnahme in die Zellen flhrt [72].

In der Folge kommt es zu einer Akkumulation von Schaumzellen und aktivierten
Makrophagen in den atherosklerotischen Lasionen, wo diese vermehrt
Chemokine, Zytokine, Metalloproteinasen (MMPs) und andere proteolytische
Enzyme sezernieren. Da Makrophagen zwar Uber einen
Ruckkoppelungsmechanismus verfigen, uber den sie die Aufnahme von
Cholesterin und Lipiden steuern konnen akkumulieren diese Zellen dennoch bei
einem Uberangebot dieser Substanzen schlieRlich in der Intima, gehen im
weiteren Verlauf zu Grunde und hinterlassen, bzw. setzen eine zunehmende

Menge an hochgradig oxidiertem LDL und Zelldebris frei [20].

Durch diesen Prozess wird ein nekrotischer Kern (Lipidcore/necrotic core)
gebildet, der Uberwiegend aus Schaumzellen, Makrophagen, abgestorbenen
Zellen und extrazellularen Lipiden besteht.  Schliellich entstehen durch die
Einwanderung und Proliferation glatter Muskel Zellen, im Sinne eines
Reparationsmechanismus, fibrose atherosklerotische Plaques, die sich Uber
den nekrotischen Kern legen. Dieses Geschehen wird durch Risikofaktoren wie
erhdhte Spiegel von Homozystein und Angiotensin-Il getriggert und flhrt dazu,
dass die glatten Muskelzellen der Intima extrazellulare Matrix bilden, was im
Endeffekt zur Bildung einer fibroésen Kappe fuhrt [12, 21, 136].

Das in der Entziindungsreaktion ausgeschuttete INF-y hemmt die Bildung einer

sogenannten fibrosen Kappe. Dieser Prozess der zunehmenden
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Matrixinstabilitat wird durch Proteasen die von Makrophagen sezerniert werden
zusatzlich verstarkt. Zu diesen gehoéren v.a. die Metalloproteinasen, eine
Familie aus 23 Enzymen, deren Expression (v.a. der MMPs 1-3, MMPs 8-9
sowie MMPs 11-14) vermehrt in atherosklerotischen Plagues nachgewiesen
werden konnte und deren physiologische Aufgabe primar im Abbau

extrazellularer Matrix zu sehen ist [112].

Auf diese Weise tragen inflammatorische Zellen und die daraus resultierende
Immunreaktion zur Destabilisierung atherosklerotischer Plaques bei. Kommt es
zu Plaquerupturen, sind Thrombosen, Stenosen und Embolien geflrchtete
klinische Konsequenzen [53, 56, 112]. In diesen Plaques zeigten die
vorhandenen Makrophagen eine massive Expression des natriuretischen
Peptids Typ-C (CNP) und seiner Rezeptoren NPR2 und NPR3 [30]. Diese
vermehrte Expression konnte ebenfalls flr die natriuretischen Peptide Typ-A,

sowie Typ-B nachgewiesen werden [30].

Zudem zeigte sich in Plaques der A. carotis, dass NPR3 in instabilen Plaques
signifikant starker exprimiert wird als in stabilen Plaques. Die genaue
Bedeutung des CNP und seiner Rezeptoren wahrend der Plaqueentstehung,
insbesondere ihre Wirkung auf Monozyten/Makrophagen, ist weiterhin unklar

und deshalb Gegenstand dieser wissenschaftlichen Arbeit.

1.3. Die Funktion humaner Monozyten/Makrophagen

und deren Rolle in der Atherogenese

Monozyten zahlen, ebenso wie die Makrophagen, Monoblasten und
Promonozyten zum mononukledaren Phagozytensystem [167]. Historisch
betrachtet wurden alle Zelltypen, die in der Lage sind Partikel zu phagozytieren,
wie Makrophagen, Monozyten, Endothelzellen, Fibroblasten usw. zum
retikuloendothelialen System (RES) zusammengefasst [7]. Als man erkannte,
dass Makrophagen eine essenzielle Rolle in der Immunabwehr spielen und
Monozyten deren Vorlauferzellen sind, wurde der Begriff des mononuklearen

Phagozytensystems eingefuihrt [43]. Hierzu zahlt man die Makrophagen-
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Vorlauferzellen, sowie samtliche reife Makrophagentypen [85]. Monozyten und
Makrophagen sind Zellen die dem Knochenmark entstammen. Dort sind auch
residierende Makrophagen und deren Vorlauferzellen nachweisbar. Die
unreifste Zelle des mononuklearen Phagozyten Systems ist der Monoblast, aus
dem durch Zellteilung der Promonozyt und nach weiteren Zellteilungen der
Monozyt entsteht. Nach ihrer Ausschwemmung aus dem Knochenmark
zirkulieren die Monozyten flr zwei bis drei Tage im Blut, bevor sie via
Leukopedese aus den Blutgefallen in das Gewebe auswandern (siehe Abb.
1.)[73].

Pluripotente Stammzelle

\}-1, IL-3, IL-6 Makrophag
CD133 Eg;g
CD34 Myeloische Stammzelle
(CFU-GEMM) CD68
v \lL-3, GM-CSF
CD33
CFU-GM o
\ j GM-CSF, M-CSF, IL-3 GM-CSF
CD13 e’
€oag CFU-M Monozyt
CD117 \M-CSF M-C7
CD13 Monoblast M-CSF
CD33 ———Promonozyt
CD117 CD13 Ch14
CD15 CD13 CD16
CD33 CD33 CD36

CD64

Abbildung 1: Entwicklung der Monozyten/Makrophagen, aus pluripotenten Stammzellen.
Expression der jeweils spezifischen Oberflachenmarker (CD, Cluster of Differentiation).

Dort angekommen differenzieren sie zu Makrophagen und werden je nach
Lokalisation als Alveolarmakrophagen, Kupffersche Sternzellen (Leber),
Mesangiumzellen (Niere), Dendritische Zellen oder Mikrogliazellen (Gehirn)
bezeichnet [73]. Sowohl bei der Migration der Monozyten ins Gewebe, als auch
bei der Differenzierung zu Gewebsmakrophagen haben bestimmte Zytokine
und Chemokine eine bedeutende, steuernde Funktion. Zu diesen Substanzen
zahlen Wachstumsfaktoren, wie GM-CSF, M-CSF und Interleukin-3, die sowohl
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auf die Produktion, als auch auf die Reifung von mononuklearen Phagozyten
einen malgeblichen Einfluss haben. Diese Faktoren werden durch
unterschiedliche Zellen sezerniert. So produzieren stimulierte Makrophagen
selber GM-CSF und M-CSF, Interleukin-1 und Tumornekrosefaktor-a [9, 26,
46], wodurch wiederum Fibroblasten und Endothelzellen zur Produktion von M-
CSF und GM-CSF angeregt werden [15, 25, 109]. T-Lymphozyten sind
ebenfalls in der Lage GM-CSF und Interleukin-3 zu produzieren, wodurch auch

sie die Funktion des MPS beeinflussen kdnnen [28].

Mit etwa 12-15 ym im Durchmesser gehdren die Monozyten, zu den grof3ten
Zellen die im peripheren Blut zu finden sind. Die Gesamtzahl, der im Blut eines
Erwachsenen Menschen zirkulierenden Monozyten betragt in etwa 1,7 x 10°
Zellen, wodurch sie 2-6 % der Leukozytenfraktion darstellen [73]. Monozyten
haben die Fahigkeit aus dem Blut in das umliegende Gewebe zu wandern und
dort differenzieren sie, unter dem Einfluss diverser Stimuli, zu Makrophagen.
Diese haben ein bis zu funffach groReres Volumen, als Monozyten und damit
eine entsprechend hdohere Phagozytosekapazitat. Sowohl Makrophagen, als
auch Monozyten sind in der Lage Mikroorganismen, geschadigte korpereigene
Zellen, Immunkomplexe, Fremdstoffe und gealterte Erythrozyten zu
phagozytieren, um diese dann in Lysosomen durch Enzyme, oder durch
Oxidase erzeugte Sauerstoffradikale zu lysieren [9, 14, 46]. Die Fahigkeit zur
Phagozytose wird Uber ein groRes Spektrum von Rezeptoren vermittelt. Dazu
zahlen u.a. die Scavenger-Rezeptoren MSR-1 bis MSR-10, CD36 und der LPS-
Rezeptor LBP. In hoheren Konzentrationen kann LPS jedoch auch tber TLR-2,
bzw. TLR-4 wirken. In manchen Situationen ist eine Phagozytose nur dann
mdglich, wenn die zu phagozytierenden Substanzen, bzw. Organismen durch
Opsonine markiert sind, dies betrifft v.a. eingekapselte Bakterien [73]. Durch
ihre Fahigkeit phagozytierte Fragmente per MHC-II Antigene den T-Helferzellen
zu prasentieren, kommt den Makrophagen bei der Abwehr von
Infektionserregern eine Schllsselrolle zu, diese koénnen Kkorperfremde
Substanzen nur dann erkennen wenn sie an kérpereigene Molekule, wie MHC-

I, gekoppelt sind [73].

Monozyten und Makrophagen sind nicht nur Phagozyten, sie verfigen auch

Uber eine ganze Reihe von zytotoxischen Mechanismen, wie z.B. die
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Produktion von Lymphotoxinen (TNF-B) nach Stimulation mit LPS [94, 115].
Ebenfalls sezernieren sie eine Vielzahl von Zytokinen, weshalb sie haufig in die
Mitte des Zytokinnetzwerkes gestellt werden [41]. Durch die Sekretion von IL-1,
IL-6 und TNF-a nehmen die Makrophagen malgeblichen Einfluss auf die
komplexe Immunantwort der B- und T-Lymphozyten, sowie des
Komplementsystems und sind selbst in der Lage eine Entziindungsreaktion zu
induzieren [41, 45, 153].

Bei Monozyten ist die Aktivierung durch verschiedene Zytokine (u.a. LPS, IL-2,
Interferon-a, Interferon-y und GM-CSF) im Gegensatz zu Makrophagen, nur mit
einer geringflgigen Proliferation im Blut bzw. im peripheren Gewebe verbunden
[73]. Diese findet im Knochenmark statt und durch diverse physiologische und
pathophysiologische Stimuli wird dieser Pool an Monozyten aktiviert und

mobilisiert um Uber das Gefallsystem in das Gewebe einzuwandern.

Wie oben bereits beschrieben kommt den Monozyten und Makrophagen bei der
Entstehung der Atherosklerose eine Schllsselrolle zu. So waren Monozyten
und Makrophagen die ersten inflammatorischen Zellen, die mit der
Atherosklerose in Verbindung gebracht werden konnten [47]. Monozyten sind
sogar schon in den am frihesten sichtbaren atherosklerotischen Lasionen, den

sogenannten, bereits erwahnten ,fatty streaks” nachweisbar [110].

Die Oxidierung von LDL in der Gefalwand hat eine durch Chemotaxis bedingte
Rekrutierung von Monozyten zur Folge mit den oben dargestellten
pathophysiologischen Konsequenzen [48]. Das modifizierte, oxidierte LDL wird
von den aktivierten Makrophagen Uber deren Scavenger-Rezeptor
aufgenommen, welcher bei der Ausdifferenzierung von Monozyten zu

Makrophagen hochreguliert wird [151].

Die Aufnahme von modifiziertem oxLDL induziert schlieRlich die Bildung von
sogenannten Schaumzellen. Eine wichtige Rolle in diesem Mechanismus
kommt dabei den Scavenger-Rezeptoren zu. Diese waren in den letzten Jahren
Gegenstand intensiver Forschung und durch ihre Entdeckung konnte die
exzessive Aufnahme von Lipiden und Cholesterin durch Makrophagen erklart
werden. Scavenger bedeutet Ubersetzt so viel wie ,Aasfresser” und erklart sich

aus der Fahigkeit der Rezeptoren eine grof’e Anzahl verschiedener Liganden
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binden und entsorgen zu konnen. Die Scavenger-Rezeptoren sind in 10
Klassen aufgeteilt (A-J), wobei die Klassen A-H in atherosklerotischen Plaques
nachgewiesen werden konnten [76, 161]. Die Scavenger-Rezeptoren werden
zu den Pattern-Recognition Rezeptors (PRRs) gezahlt. Diese Rezeptoren
erkennen Pathogene an charakteristischen Merkmalen, bzw. Mustern den
sogenannten PAMPs (Pathogen-assoziierte molekulare Muster) und sind damit

wesentlich an der Einleitung einer Immunantwort beteiligt [161].

In den letzten 25 Jahren wurde durch mehrere wissenschaftliche Arbeiten
angedeutet, dass fir die Rolle von Monozyten, einerseits bei der Abwehr
pathogener Keime und andererseits bei der pathophysiologischen
EntzGndungsreaktion, madglicherweise funktionell unterschiedliche
Untergruppen verantwortlich sind [9]. Mittlerweile gilt es als gesichert, dass es
verschiedene monozytere Untergruppen gibt, die sich sowohl im Phanotypus
als auch funktionell unterscheiden [9, 50]. Die Existenz von mindestens zwei

funktionellen Untergruppen ist mittlerweile wissenschaftlich anerkannt.

Eine dieser Untergruppen kann durch die Expression von CD16 (FcyR-IIl)
identifiziert werden, die andere, die etwa 80-90% der im Blut zierkulierenden
Monozyten ausmacht exprimiert den CD14 Rezeptor. Diese hat eine hohere
Phagozytose Aktivitat, aber eine geringere Zytokin Produktion, als die CD16
exprimierende Untergruppe [81, 179]. Die CD14"CD16™ Monozyten exprimieren
uberwiegend den Chemokinrezeptor CCR2 und nur in geringem Ausmal} den
CX3CR1 Rezeptor. Bei Stimulation mit LPS produziert und sezerniert diese
Untergruppe vorwiegend antiinflammatorisch wirksames IL-10 und kaum TNF-a
und IL-1. Im Gegensatz dazu tragen die CD16°CD14" Monozyten Uberwiegend
den CX3CR1 Rezeptor und produzieren bei Stimulation mit LPS vermehrt TNF-
a und IL-1, weshalb sie auch als proinflammatorische Monozyten bezeichnet
werden [8, 9, 46].

In mehreren Studien wurde nachgewiesen, dass CD16°CD14" Monozyten in
hdherer Zahl im Blut von Patienten mit floriden Entziindungen, oder akuten
Infektionskrankheiten, vorkommen [9]. Interessanterweise wird die Anzahl
dieser CD16°CD14" Monozyten durch eine Behandlung mit Glucocorticoiden

signifikant reduziert [9]. Neben den bereits genannten Untergruppen gibt es
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auch noch eine Population, die CD16 exprimiert, aber kaum CD14
(CD149™CD16") [42, 106]. Diese Population besitzt eine geringe Phagozytose
Aktivitat und produziert bei Stimulation mit LPS kaum TNF-a und IL-1 [42, 63,
106]. Die Funktion dieser Zellreihe ist nur schwer nachvollziehbar,
interessanterweise wird sie aber vermehrt im Blut von septischen Patienten

nachgewiesen [63].

Die Rolle der einzelnen Untergruppen bei der Entstehung und dem
Fortschreiten der Atherosklerose ist bislang ungeklart, auch Versuche im
Tiermodell konnten bislang keine sichere Aussage zur Bedeutung der
Untergruppen, bei der Plagueentstehung liefern [76]. Allerdings wurden bei
KHK Patienten hohere Anteile an CD14"CD16" Monozyten gefunden als in
einer gesunden Kontrolligruppe [152]. Ebenso korreliert die CD14°CD16"
Monozyten Anzahl negativ mit dem HDL Serumspiegel und positiv mit der

Serumkonzentration atherogener Lipide und Cholesterine [171].

In diesem Zusammenhang erscheint es sehr interessant, dass CD16 ein
schwach affiner Rezeptor fur den Fc Teil von IgG Antikorpern ist und diese
bekanntlich erst spat nach Immunisierung mit einem Antigen entstehen. Ob
dieser Befund den chronisch verlaufenden Krankheitsprozess der
Atherosklerose wiederspiegelt ist nach aktuellem Wissenstand noch ungeklart
[84].

1.4. Das natriuretische Peptid Typ-C

1.4.1. Die natriuretischen Peptide

Vor fast 30 Jahren erbrachte der Kardiologe Adolfo J. de Bold eine
Pionierleistung, indem er den Nachweis erbringen konnte, dass bestimmte
Substanzen, die in den Vorhéfen des Herzens synthetisiert und sezerniert
werden, eine ausgesprochen starke natriuretische Aktivitat besitzen [38]. Im
Zuge dieser Arbeit wurde das erste Mal das atriale natriuretische Peptid (ANP)

isoliert.
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Durch diese Entdeckung wurde das Forschungsgebiet der Natriuretischen
Peptide begrindet [120]. Die NPs sind eine Peptidgruppe, welche eine
wesentliche Rolle in der Steuerung und Homdostase renaler, kardiovaskularer,
endokriner und skelettaler Funktionen spielt [24, 98, 119, 120]. Das ANP wurde
als erstes Mitglied dieser Hormonfamilie beschrieben und besitzt natriuretische,

diuretische, vasorelaxierende und antimitogene Eigenschaften [24, 119].

Dieses Hormon wird v.a. bei vermehrter Volumenbelastung durch
Dehnungsreize des Herzvorhofs ausgeschittet und bewirkt u.a. Uber eine
Hemmung des Renin-Angiotensin-Aldosteron Regelkreises eine forcierte
Natriumausscheidung sowie eine Senkung des Blutdruckes durch
Vasodilatation [119, 120].

In den Folgejahren wurden noch weitere Vertreter dieser Hormonfamilie
gefunden, darunter das BNP (brain natriuretic peptide) und das CNP (C-type
natriuretic peptide) [80, 143, 148]. ANP und BNP werden Uberwiegend im
Herzen synthetisiert und zirkulieren im Plasma, wahrend CNP groftenteils im
Gefallsystem zu finden ist und von Endothelzellen produziert wird [79]. BNP hat
mittlerweile Einzug in den klinischen Alltag gefunden. Es kann als NTproBNP
(N-terminales Spaltprodukt des Hormons) im Plasma von Patienten
nachgewiesen werden und hat, einen hohen negativen pradiktiven Wert fur das
Fehlen einer enddiastolischen Druckerhbhung am Ventrikel. In diesem
Zusammenhang kommt dem BNP in der Differenzialdiagnose von Dyspnoe und

Herzinsuffizienz eine wichtige Rolle zu [90].
1.4.2.  Struktur und Biosynthese

Das natriuretische Peptid Typ-C (CNP) wurde erstmals 1990 von Sudoh et al.
identifiziert und ist entwicklungsgeschichtlich das alteste Mitglied der Familie
der natriuretischen Peptide [66, 148]. Strukturell besteht CNP aus einem 17
Aminosaurering der durch eine Disulfidbricke gebildet wird. Dieser
Aminosaurering findet sich bei allen Natriuretischen Peptiden und ist essenziell

fur die Bindung an Rezeptoren verantwortlich (Abb. 1.) [140].
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Abbildung 2: Struktur und Aminosauresequenz der Natriuretischen Peptide
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CNP scheint unter den Natriuretischen Peptiden das am langsten konservierte

Protein zu sein und konnte auch in primitiven Lebensformen nachgewiesen

werden [154]. Auch gibt es Untersuchungen, die darauf deuten, dass das CNP
die Vorlauferform darstellt, aus der sich ANP und BNP entwickelt haben [66].

Aus Genomanalysen lasst sich die Evolution der natriuretischen Peptide wie in

Abbildung 3. dargestellt rekonstruieren. Durch vergleichende Genanalysen

konnte man herleiten, dass es wahrend der

Evolution der Fische zu einer

Differenzierung innerhalb der natriuretischen Peptide kam, was am ehesten

eine notwendige Veranderung wiederspiegelt, welche bei der Adaptierung an

verschiedene osmotische Umgebungsbedingungen notwendig wurde [66].
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Abbildung 3: Evolution der Natriuretischen Peptide [Inoue et al. 2003]
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Das CNP Gen ist auf Chromosom 2 lokalisiert und beinhaltet drei Exons und
zwei Introns [124]. Nach der Abspaltung des Signalpeptides durch eine
Signalpeptidase, wird das 126-aa prepro-CNP in das Propeptid umgewandelt.
In dieser Form wird es als Pro-CNP gespeichert und anschlie®end durch das
Enzym Furin gespalten wodurch CNP-53 entsteht [140, 158]. Furin ist eine
ubiquitare Proprotein Convertase die v.a. im Trans-Golgi Netzwerk vorhanden
ist [172]. Dieses Peptid wird durch einen bisher ungeklarten Mechanismus in
die aktive Form des 22-aa CNP umgewandelt. Das CNP-53 wird in
menschlichen Endothelzellen gefunden, genauso wie im Hirngewebe von
Schweinen und kénnte ebenfalls eine spezifische neurophysiologische Funktion
haben, die man bislang jedoch noch nicht im Detail entschlisseln konnte [147].
CNP wird in hohem MalRe im Gehirn und ebenfalls in peripherem Gewebe
exprimiert, hierbei besonders in Endothelzellen des GefalRsystems [147].
Wahrend ANP und BNP als ,cardiale natriuretische Peptide vorwiegend in
Vorhéfen und Kammern des Herzens exprimiert werden, findet man dort nur
geringe Konzentrationen von CNP [164]. Bei gesunden Individuen sind die
Plasma CNP Konzentrationen typischerweise niedrig, in Endothelzellen
dagegen ausgesprochen hoch [17, 65, 69]. Untersuchungen hierzu wurden von
unserer Arbeitsgruppe durchgefihrt, wobei gezeigt werden konnte, dass zur
Bestimmung der CNP Spiegel im Blut NT-proCNP besser geeignet ist als CNP.
Diese Tatsache beruht auf einer langeren biologischen Halbwertszeit des NT-
proCNP [78].

Zusammenfassend fihren diese Befunde zu der These, dass die Funktion des
CNP eher einem autokrinen/parakrinen Mechansimus entspricht und nicht wie

bei ANP und BNP einem endokrinen Wirkmechanismus [180].
1.4.3. Rezeptoren

Mittlerweile konnten drei Typen von Rezeptoren identifiziert werden, die ganz
spezifisch Natriuretische Peptide binden. Diese wurden beim Menschen als
Natriuretic Peptide Rezeptor-1, -2 und -3 bezeichnet [113, 128]. Diese drei
Rezeptor Untertypen bilden die Familie der natriuretischen Peptid Rezeptoren,
auch wenn sie sich in der Spezifitdt der Ligandenbindung, sowie der

transmembranen Signaltransduktion deutlich unterscheiden [118, 128, 139]. Die
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allgemeine topologische Struktur von NPR-1 und NPR-2 besteht aus
mindestens vier unterschiedlichen Domanen [113, 128]. Beide Rezeptorentypen
sind Transmenbranproteine mit einer extrazellular gelegenen Liganden
bindenden Doméane, einem kurzen transmembranen Teil, welcher das Protein in
zwei Halften teilt und einem intrazellularen Bereich mit einer homologen
regulatorischen Kinase, cGMP-dependent Kinase (cGK) und einer katalytischen
Guanylyl-Cyclase (GC) an seinem C-terminalen Ende [3, 118, 128]. NPR-1 und
NPR-2 sind sich strukturell sehr ahnlich, jedoch hat NPR-2 eine weitaus héhere
Affinitat fir CNP, als flr die anderen natriuretischen Peptide [31, 74]. Nach
Bindung von CNP an den NPR-2 Rezeptor kommt es zu einer Aktivierung der
Proteinkinase G (cGMP-dependent kinase (cGK)) Uber eine Erhdhung des
intrazellularen cGMP Spiegels [118, 159]. Neben den beiden bereits erwahnten
Rezeptoren existiert noch ein weiterer Rezeptor, der als NPR-3 Rezeptor
bezeichnet wird. NPR-3 ist in der Lage die Aktivitat der Protein Kinase A zu
hemmen, indem es Uber eine Gi-protein abhangige Hemmung der

Adenylatcyclase zu einem Abfall des cAMP-Spiegels kommt [3, 159].

NPR-3 bindet Uber seinen extrazellular gelegenen Anteil alle drei
natriuretischen Peptide, mit derselben Affinitdt und entfernt diese Uber
Rezeptor vermittelte Endozytose aus der Blutzirkulation. Dadurch scheint NPR-
3 einen modulatorischen Einfluss auf die Verflgbarkeit der Natriuretischen
Peptide zu haben [3, 89]. NPR-1 ist die dominante Form der NP-Rezeptoren,
wird in fast allen peripheren Organen exprimiert und ist fur die meisten
bekannten physiologischen Effekte von ANP und BNP verantwortlich [119].
NPR-2 dagegen wird Uberwiegend im Gehirn und Gewebe des Gefallsystems

exprimiert und scheint dort die Effekte von CNP zu modulieren [139].

Mittlerweile gibt es aber auch eindeutige Hinweise darauf, dass der NPR-3
Rezeptor mehr ist als nur ein sog. ,Clearance“-Rezeptor. Sofern er mit CNP

F*+23 stimuliert wird kann

oder dem selektiven, synthetischen Liganden cAN
dieser Rezeptor ebenfalls Uber ein Gi-Protein seine spezifische physiologische

Wirkung entfalten [3].

Eine Aktivierung von NPR-3 flhrt ebenso zu einer Aktivitatssteigerung der
Phospholipase-C (PLC) und damit zum Anstieg von IP; und DAG. IP3 flhrt zu



21

einer Ausschittung von Kalzium aus dem ER und spielt vor allem bei
Stoffwechsel- und Exozytosevorgangen eine Rolle, wahrend DAG die
Proteinkinase-C aktiviert. Auch wurde beschrieben, dass NPR-3 zur
Stimulierung von eNOS und Inhibition des MAP-Kinase Pathways flhren kann,
wodurch die Signaltransduktion diverser Wachstumsfaktoren (FGF, PDGF)

sowie von Endothelin und Phorbolester gehemmt werden kann [90].

In Betrachtung dessen hat NPR-3 durchaus Einfluss auf Zellwachstum,
Zellproliferation und Differenzierung [122]. Die NPR-3 vermittelte Hemmung der
Adenylat-Cyclase Aktivitat, konnte des Weiteren ein Mechanismus sein, der in
der Regulation der chronischen Hypertonie eine Rolle spielt [90]. Auch gibt es
Hinweise, dass die NPR-3 vermittelte Inhibierung der Endothelinsekretion durch
ANP eine Rolle in der Blutdruckregulation spielt [95, 122]. Versuche an NPR-3
Knockout Mausen konnten zeigen, dass diese Tiere eine Neigung zu

Hypertonie und eine verminderte Fahigkeit zur Harnkonzentrierung haben [95].

Rezeptor Verteilung Spezifitat Funktion bei knock-out
Hypertonus,
ANP > cGMP? kardiale Hypertrophie,
NPR-1(A) Arterien, Niere Vasodilatation kardiale Fibrose,
BNP >> CNP )
Diurese? Testosteronmangel,

Volumenuberladung

VSMC, Gehirn, Kleinwuchs
NPR-2(B) aktivierte ECs, CNP >> cGMP1 Enile siene,i un
Chondrozyten, ANP > BNP Vasodilatation Uﬁfrupt):htbarl?eit 9

Fibroblasten

Hypotension

CNP > cAMP | gesteigerte Diurese
ANP, BNP Clearance Riesenwuchs
Knochendeformitaten

NPR-3(C) nahezu ubiquitar

Tabelle 2. Ubersicht iiber Verteilung und Funktion der natriuretischen Peptid Rezeptoren [118,
139]

1.4.4. Physiologische Bedeutung des CNP

Die relativ hohe Konzentration von CNP in Endothelzellen und die hohe
Expression seines spezifischen Rezeptors NPR-2 auf den darunter liegenden

glatten Muskelzellen, deutet darauf hin, dass dieses Peptid die Fahigkeit
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besitzt, Einfluss auf den Gefal’tonus zu nehmen. In einer experimentellen
Studie konnte gezeigt werden, dass eine lokale Infusion von CNP den Blutfluss
in den Unterarmen von Probanden NO unabhangig, deutlich steigern konnte
[62]. Mittlerweile konnte in mehreren Studien nachgewiesen werden, dass
exogen zugefuhrtes CNP sowohl bei menschlichen als auch tierischen
Blutgefal’en als ein Uberaus potenter Vasodilatator fungiert [32, 145, 170].
Dieser Mechanismus variiert jedoch deutlich, je nach Grdéflie der untersuchten
Gefalle, was vermutlich die Heterogenitat in der Expression der einzelnen NPR-

Untergruppen wiederspiegelt [140].

Der Nachweis, dass CNP, auch wenn nicht in groRBeren Mengen, in
Endothelzellen gespeichert wird und die Fahigkeit besitzt Uber
Hyperpolarisation eine Relaxation der glatten Gefallmuskulatur zu bewirken,
hat zu der Ansicht gefuhrt, dass es sich bei CNP um einen EDHF (endotelium-
derived hyperpolarising factor) handelt [18]. Experimentelle Untersuchungen an
kleinen Arterien deuteten darauf hin, dass klassische Endothel abhangige
Dilatatoren, wie Acetylcholin (ACh) oder Bradykinin ihre relaxierende Wirkung
zum Teil Uber die Freisetzung von CNP entfalten [18]. Es konnte kurzlich sogar
gezeigt werden, dass ACh direkt die Freisetzung von CNP aus Endothelzellen
stimuliert und damit die Relaxation von kleinen Arterien verursacht [18]. Dieser
Vorgang ist mit einer Zell-Hyperpolarisation verbunden und wird tber den NPR-
3 Rezeptor vermittelt [32]. Hierbei kommt es zu einer NPR-3 vermittelten
Aktivierung eines Kalium Kanals (GIRK), damit zum Kaliumefflux und
schliel3lich zur Hyperpolarisation der Muskelzelle [163]. Diese Erkenntnisse
weisen darauf hin, dass die CNP/NPR-3 Signal Transduktion ein wichtiger
Bestandteil im Regulationssystem des peripheren Blutkreislaufes ist und das
CNP als EDHF fungiert [140].

CNP fuhrt nicht nur im arteriellen, sondern auch im venésen System zu einer
Vasodilatation. Dieser Effekt wird ebenfalls Uber eine Hyperpolarisation glatter
Muskelzellen ausgelost. Allerdings scheint der zu Grunde liegende
Mechanismus ein ganzlich anderer zu sein. Die Rezeptor Untergruppe Uber
welche die Dilatation bewirkt wird, konnte bisher noch nicht charakterisiert
werden. Fur diesen Mechanismus ist nach neuestem Stand des Wissens eher

der GC-NPR-2 Rezeptor verantwortlich. Interessanterweise ist die
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Konzentration von CNP in den Endothelzellen des vendsen System scheinbar
hoéher, als im arteriellen Kreislauf, woraus man schliefen kdénnte, dass CNP
einen erheblichen Einfluss auf die Druckverhaltnisse im vendsen System haben
muss [16, 140].

Dieser durchaus potente Einfluss auf den Gefal3tonus lasst darauf schliel3en,
dass CNP auch die Fahigkeit besitzen kénnte, direkt Einfluss auf den Blutdruck
zu nehmen. In einer Studie mit mehr als 2000 japanischen Teilnehmern konnte
gezeigt werden, dass ein Polymorphismus im menschlichen CNP Gen
(G2628A) als Pradiktor fur die Entstehung eines Bluthochdruckes angesehen
werden kann. Deutlich wurde dies v.a. in Bezug auf die jungen
Studienteilnehmer [117]. Anhand der CNP Plasma Konzentrationen lassen sich
allerdings keine Aussagen, bzw. Nachweise bezlglich einer Hypertonie treffen
[117, 140]. Dies ist allerdings nicht verwunderlich, da CNP aulierordentlich
schnell inaktiviert wird und seine Wirkung Uber einen parakrinen/autokrinen
Mechanismus entfaltet [140]. Der Abbau des CNP findet zum Teil durch
Neprilysin statt. Diese auch als Enkephalinase, CALLA, NEP oder CD10
bezeichnete Zink(ll)-abhangige membrangebundene Endopeptidase ist an
verschiedenen Prozessen von Signalpeptiden beteiligt und scheint auch bei der
Entstehung des Bluthochdruckes eine mafdgebliche Rolle zu spielen [68]. Auch
wenn die Beziehung zwischen CNP und der Entstehung einer Hypertonie
bislang nicht geklart ist, so ist es doch bewiesen dass eine exogene i.v. Zufuhr
von CNP zu einem deutlichen Abfall des Blutdruckes fliihren kann [65]. Dieser
akute Blutdruck senkende Effekt hangt vermutlich mit dem bereits
beschriebenen direkten Einfluss von CNP auf den Gefalltonus zusammen
[140].

Zusatzlich zu diesem direkten Einfluss auf den Gefaldtonus, verringert CNP
ebenfalls die Ausdehnung von kunstlich erzeugten Myokardinfarkten an
isolierten Rattenherzen, indem es den Ischamie-Reperfusionsschaden am
Herzen reduziert [61]. Eine Infusion von CNP entweder vor oder nach dem
Ischamischen Infarktereignis fuhrte in o0.g. Studie zu einem 30-50 prozentigem
Ruckgang des Infarktes [61, 140]. Dieser Effekt auf das Gewebe wird von einer
sich normalisierenden Pumpleistung und normalen koronaren

Perfusionsdricken begleitet. Vermutlich wird durch Mediatoren, wie Bradykinin
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oder physikalische Krafte (shear stress), denen das Herz wahrend einer
Ischamie-Reperfusion ausgesetzt ist, eine Freisetzung von CNP aus den

Endothelzellen induziert um dort einen protektiven Effekt zu entfalten [61, 140].

Interessanterweise wurde in anderen Experimenten beobachtet, dass Hypoxie
alleine zu einer gesteigerten Produktion und Freisetzung von CNP flhrt [61, 69,
140]. Diese Beobachtung kann als eine Art Kompensationsmechanismus
gewertet werden welcher dazu dienen soll, die Gewebeschaden die durch eine
Ischamie entstehen, von vornherein einzudammen. Bei Patienten mit
chronischen Herzfehleren wurden ebenfalls erhdhte Konzentrationen von CNP
nachgewiesen, was unter Umstdnden einem ahnlichen protektiven

Mechanismus entspricht [69].

Durch die hohe Konzentration von CNP in Endothelzellen des Gefal3systems
steht dieses an einer zentralen Stelle, um einen modulierenden Einfluss auf
zirkulierende Blutzellen, v.a. Immunzellen, ausuben zu kénnen. Daruber hinaus
bewirkt eine inflammatorische Stimulation von Endothelzellen mittels IL-1p,
TNF-a oder LPS eine vermehrte Freisetzung von CNP aus denselben [149].
Z.B. sind bei septischen Patienten die Plasmakonzentrationen von CNP
signifikant gegenltber der Normalbevdlkerung erhdht [54]. Dieser Befund
spiegelt vielleicht die Beteiligung oder sogar die Verstarkung einer
Entzindungsreaktion durch CNP wieder [54]. So konnte bereits 2002
nachgewiesen werden, dass CNP oder der NPR-3 Ligand cANF*% die
Produktion des proinflammatorischen Prostaglandin-E, in isolierten Zellen
unterdricken kann [70]. CNP scheint ebenfalls einen hemmenden Einfluss auf
Leukozyten auszuuben, indem es das sogenannte Leukozyten-Rolling
eindammt [70, 140]. Dieser hemmende Effekt kdénnte dadurch zustande
kommen, dass CNP die Expression von Adhasionsmolekilen auf
Endothelzellen, oder den Leukozyten selbst reduziert. In anderen
experimentellen  Studien konnte gezeigt werden, dass CNP die
entzindungsbedingte neointimale Hyperplasie und damit die Stenosierung bzw.
Restenosierung von Gefalden signifikant verringern kann [79, 123]. Diese
Beobachtung hat besonders fur die interventionelle Rekanalisierung von
atherosklerotisch stenosierten oder verschlossenen Gefallen eine grolde

Bedeutung. In einem Schweinemodell konnte gezeigt werden, dass CNP die
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stenosierenden Umbauvorgange (constrictive remodelling) nach
Ballonangioplastie der Nierenarterien hemmen konnte, ohne dabei die

Reendothelialisierung negativ zu beeinflussen [79].

Die antiinflammatorischen Fahigkeiten von CNP legen nahe, dass es eventuell
auch einen protektiven Effekt auf die Entstehung von atherosklerotischen
Lasionen haben konnte. Ein kausaler Zusammenhang konnte bislang jedoch
noch nicht nachgewiesen werden. Mdglicherweise ist dieser positive Einfluss
von CNP auf inflammatorische kardiovaskulare Erkrankungen darauf
zurtuckzufihren, dass CNP die Rekrutierung von Leukozyten hemmt [140].
Desweiteren kann CNP die Migration und Proliferation von glatten Muskelzellen

unterdricken, nachdem diese durch oxLDL stimuliert wurden [123, 124].

All diese Befunde verdeutlichen den hohen klinischen Stellenwert der der
Erforschung der physiologischen Aufgaben des CNP zukommt. Klinische
Anwendung kdnnte dieses Peptid u.a. bei Behandlungen von Restenosen nach

Angioplastien sowie der Beschichtung von Stent-, bzw. Gefal3prothesen finden.

1.5. Ziele der Arbeit

Ein grolRes Augenmerk der vorliegenden Arbeit lag darauf, inwieweit sich das
physiologische und  pathophysiologische  Verhaltensmuster  humaner
Monozyten, Makrophagen und einer standardisierten leukamischen Zellreihe
(THP-1-Zellen) unterscheiden. Auch sollte mit dieser Arbeit untersucht werden,
ob sich THP-1 Zellen fir die Erforschung von arteriosklerotischen Prozessen im

Hinblick auf das CNP-System eignen.

LPS und oxidiertes LDL spielen im Rahmen von Entziindungsprozessen bzw.
bei der Atherogenese eine bedeutende Rolle. Monozyten reagieren bei
Stimulation mit LPS mit einer ausgepragten Entzindungsantwort. Dieser
Befund wurde schon durch eine Vielzahl von experimentellen Untersuchungen
bestatigt. Als Vergleich zu dieser standardisierten provozierten Inflammation,

war ein weiteres Ziel dieser Arbeit zu untersuchen, ob und wie oben genannte
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Immunzellen auf eine Stimulation mit oxidiertem LDL reagieren. Und ob auch

hierbei eine inflammatorische Antwort der Zellen ausgeldst werden kann.

Ob CNP einen direkten Einfluss auf die physiologische und
pathophysiologische Reaktion von Monozyten, bzw. Makrophagen hat, ist ein
weiterer Gegenstand dieser wissenschaftlichen Arbeit. In diesem
Zusammenhang sollte untersucht werden, ob eine Zellstimulation mit CNP eine

durch LPS, bzw. oxLDL induzierte inflammatorische Antwort beeinflussen kann.

Als Pilotversuch wurden in der vorliegenden Arbeit Monozyten zu Makrophagen
ausdifferenziert und die physiologischen, sowie pathophysiologischen
Verhaltensmuster der Zellen untersucht. Auch hierbei wurden die Zellen mit
LPS, oxLDL stimuliert und ein méglicher Einfluss von CNP auf diese provozierte
inflammatorische Reaktion Uberpruft. Das Verhalten der ausdifferenzierten

Zellen ist Gegenstand weiterfuhrender aktueller Untersuchungen.
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2. Material und Methoden

2.1.1. Gerate

Lichtmikroskop (Axioplan 2, Carl Zeiss AG, Deutschland).
Durchflusszytometer BD FACSCanto Il ( BD Bioscience, San Jose, USA)
iCycler IQ 5™ (BioRad, Miinchen, Deutschland)

Photometer (Siemens, Minchen, Deutschland)

Spektrophotometer (Tecan Scanner™, Méannedorf, Schweiz)

Pipetten (Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, Deutschland)

Thermomixer (Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, Deutschland)

Zentrifugen (Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, Deutschland)
2.1.2. Material

NH4-Heparinat Monovetten (Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland)

10 ml Zentrifugenréhrchen (Sarstedt, Deutschland)

50 ml Zentrifugenréhrchen (Sarstedt, Deutschland)

Leucosep™ Tubes (Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutschland)
Messkuvetten flr Photometer (Sarstedt, Deutschland)
Zellkulturflaschen (PAA, Colbe, Deutschland)

6-Well-Platten (PAA, Cdlbe, Deutschland)

96-Well-PCR-Platten (Sarstedt, Deutschland)

Fuchs-Rosenthal Zahlkammer (Laboroptik GmbH, Deutschland)

Objekttrager (Menzel-Glaser, Braunschweig, Deutschland)
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2.1.3. Verwendete Chemikalien und Reagenzien

2.1.3.1. Substanzen fiir die Zellkultivierung

RMPI-1640 (1% L-Glutamin, 2% HEPES) (PAA, Cdlbe, Deutschland)
Penicillin/Streptomycin (PAA, Cdlbe, Deutschland)

2.1.3.2. Substanzen fir die Isolierung von Monozyten
Histopaque-1077 (Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland)

PBS PH 7,4 (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland)

2.1.3.3. Substanzen zur Stimulierung der
Monozyten/Makrophagen

M-CSF (Recombinant human M-CSF, R & D Systems Inc., Minneapolis USA)

LPS (Sigma Aldrich, Taufkirchen, Deutschland)

Oxidiertes LDL (Biomedical Technologies, Stoughton, USA)

C-Type natriuretic peptide (32-53) (Bachem AG, Bubendorf, Schweiz)
21.3.4. Primer

GAPDH (QuantiTect Primer Assay, Qiagen, Hilden, Deutschland)

CNP (QuantiTect Primer Assay, Qiagen, Hilden, Deutschland)
NPR-2 (QuantiTect Primer Assay, Qiagen, Hilden, Deutschland)
NPR-3 (QuantiTect Primer Assay, Qiagen, Hilden, Deutschland)
TNF-a (QuantiTect Primer Assay, Qiagen, Hilden, Deutschland)
IL-1B (QuantiTect Primer Assay, Qiagen, Hilden, Deutschland)
IL-6 (QuantiTect Primer Assay, Qiagen, Hilden, Deutschland)

TGF-B (QuantiTect Primer Assay, Qiagen, Hilden, Deutschland)
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CD 14 (QuantiTect Primer Assay, Qiagen, Hilden, Deutschland)
CD 36 (QuantiTect Primer Assay, Qiagen, Hilden, Deutschland)
CD 68 (QuantiTect Primer Assay, Qiagen, Hilden, Deutschland)
MSR-1 (QuantiTect Primer Assay, Qiagen, Hilden, Deutschland)
TLR-4 (QuantiTect Primer Assay, Qiagen, Hilden, Deutschland)

2.1.3.5. Weitere Substanzen und Chemikalien

MTT-Lésung (5 mg/ml) (Roche Applied Science, Mannheim, Deutschland)
EDTA (Sigma, Taufkirchen Deutschland)

Ethanol 100% zur Analyse (Sigma, Taufkirchen, Deutschland)

Ethanol 70% vergallt (Institut fir Pathologie, Klinikum rechts der Isar, Minchen)
Paraformaldehyd (Formalin 4%) (Apotheke, Klinikum rechts der Isar)
anti-CD14 Fluoreszenzantikdrper (BD Bioscience Pharminge, San Diego USA)
anti-CD16 Fluoreszenzantikdrper (BD Bioscience Pharminge, San Diego USA)
anti-human CD14 Antikérper (Dako Denmark A/S, Golstrup, Danemark)
anti-human CD68 Antikdrper (Dako Denmark A/S, Golstrup, Danemark)
Giemsa-L6sung (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland)
May-Grinwald-Lésung (Sigma, Taufkirchen, Deutschland)

Immunhistochemie Kit (Dako Denmark A/S, Golstrup, Danemark)

peqGOLD Total RNA Kit (PEQLAB Biotech. GmbH Erlangen Deutschland)
DNAse | Reaktionsmix (Quiagen, Hilden, Deutschland)

RevertAid™ First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas Deutschland)
QuantiFast™ SYBR Green (Qiagen, Hilden, Deutschland)

Mayers Hamalaun (Institut fir Pathologie, Klinikum rechts der Isar, Minchen)
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PCR-Wasser (Sigma, Taufkirchen, Deutschland)

Xylol (Institut fur Pathologie, Klinikum rechts der Isar, Minchen)

2.2. Methoden

2.2.1. Isolierung und Kultivierung humaner Monozyten

Humane Monozyten wurden separat (nicht gepoolt) aus dem Blut von drei
gesunden Probanden isoliert. Alle Probanden waren mannlichen Geschlechts
und das mediane Lebensalter betrug zum Versuchszeitpunkt 33 Jahre. Die
Isolierung der mononukledaren Zellen aus dem Vollblut erfolgte mittels
Zentrifugation in einem Dichtegradienten, wobei die Separation durch
verschiedene Sedimentationsgeschwindigkeiten bzw. Dichten von Partikeln und
Zellen in einer Flussigkeit erreicht wird. Diese Separationsmethode beruht im
Wesentlichen auf der Vorgehensweise von Boyum, die er bereits in den Jahren
1967 und 1968 beschrieben hat [22] und auch in mehreren aktuellen Studien
Verwendung findet [22, 51, 87, 162, 178] Als Separationsmedium wurde
Histopaque-1077 (Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland)

verwendet.

Das periphere vendse Blut der Spender wurde in NH4-Heparinat Monovetten
(Sarstedt, Deutschland)  entnommen, anschlie3end in 50 mi
Zentrifugenrohrchen pipettiert und im Verhaltnis 1:1 mit PBS PH 7,4 (Sigma-
Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) verdiinnt. Das verdinnte Blut wurde nun in
Leucosep™ Tubes (Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutschland) tberfiihrt,
welche zuvor mit 15 ml Separationsmedium Histopaque-1077 beflllt worden
war. Die Leucosep™ Tubes sind mit einer pordsen Trennscheibe aus
Polyethylen ausgestattet, wodurch das zeitaufwéndige Uberschichten des
Probenmaterials Uberflissig wird. Im nachsten Schritt wurden die geflllten
Réhrchen 20 Minuten bei 1000 x g und Raumtemperatur im Ausschwingrotor
ohne Bremse zentrifugiert. Wahrend dieses Schrittes werden Lymphozyten und

PBMCs aufgrund ihrer Dichte von unerwlnschten Erythrozyten und
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Granulozyten separiert und in einer Interphase zwischen Plasmafraktion und

dem Separationsmedium angereichert.

Vollblut Monozyten/Lymphozyten
............. Trennscheibe Trennscheibe Trennscheibe
Separations- Separations-
medium medium
Erythrozyten/
\/ \/ Granulozyten
Vor Zentrifugation Nach Zentrifugation

Abbildung 4: Isolationsschritte der Dichtegradientenzentrifugation.

Nach erfolgter Separation wird durch die Trennscheibe die Rekontamination der
angereicherten Zellfraktion mit Erythrozyten und Granulozyten wahrend der

Entnahme vermieden.

Nach der Zentrifugation wurde die Plasmafraktion bis auf eine Schichtdicke von
10 mm Uber dem Buffy-Coat, einer zellularen Schicht Gberwiegend bestehend
aus Lymphozyten, Monozyten und Makrophagen, abgehoben und das
gewonnene Plasma flur die Herstellung von autologem Serum aufbewahrt. Die
angereicherte Zellfraktion aus Lymphozyten und PBMCs wurde im nachsten
Schritt aus den Leucosep™ Tubes direkt in frische 10 ml Zentrifugenréhrchen
(Sarstedt, Deutschland) Uberfuhrt. Dieses Plasma-Zell-Gemisch wurde nun 10
Minuten bei 400 x g zentrifugiert, der Uberstand wurde vorsichtig abgesaugt,
das Zellpellet in 10 ml PBS resuspendiert und anschlieend erneut bei 400 x g

abzentrifugiert.

Dieser Waschschritt wurde zweimal wiederholt. Nach der letzten Zentrifugation

wurde das PBS vorsichtig abgesaugt und die Zellfraktion in 10 ml
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Zellkulturmedium (RMPI-1640 1% L-Glutamin, 2% HEPES, 10 % autologes
Serum 1% Penicillin/Streptomycin, PAA, Colbe, Deutschland) resuspendiert.
Die angereicherte Zellfraktion aus PBMCs und Lymphozyten wurde nach
Bestimmung der Zellzahl in Zellkulturflaschen (PAA, Colbe, Deutschland)
ausgesat und fur 12 Stunden bei 37°C inkubiert. Dieser Schritt ermdglichte die
Adhasion der PBMCs am Boden der Zellkulturflasche. Dies wiederum
ermdglichte es im nachsten Schritt das Medium mit den nicht adharenten
anderen Zelltypen (z.B. Lymphozyten, verbliebene Granulozyten) abzusaugen
und zu verwerfen. Die adharenten Monozyten wurden mittels Zellschaber von
dem Boden der Zellkulturflasche abgeldst, anschliefend mit PBS gewaschen

und fir weitere Versuche ausgesat.

Die Reinheit der Monozytenpopulation wurde mittels FACS-Analyse (Anteil
CD14 positiver Zellen) uberprift. Die nun erhaltenen Zellen wurden schlieflich,
je nach Versuchsansatz in oben beschriebenem Kulturmedium unter dem
Zusatz verschiedener Substanzen und flr einen unterschiedlich langen
Zeitraum inkubiert. Auf die verschiedenen Versuchsansatze wird spater im

Detail eingegangen.

Grundsatzlich wurden die Monozyten unter standardisierten Bedingungen
kultiviert. Als Kulturmedium wurde oben beschriebenes Zellkulturmedium
verwendet (RMPI-1640 1% L-Glutamin, 2% HEPES, 10 % autologes Serum,
1% Penicillin/Streptomycin, PAA, Cdlbe, Deutschland). Die Zellen wurden in 6-
Well-Platten kultiviert, mit einer Anzahl von 750 000 Zellen pro Well.

2.2.2. Beschreibung und Kultivierung der THP-1 Zellen

Im Jahre 1980 isolierte der japanische Wissenschaftler Shigeru Tsuchyia
Monozyten aus dem Blut eines einjahrigen Jungen, der an akuter myeloischer
Leukamie erkrankt war [160]. Die daraus entstandene monozytare Zelllinie
wurde mit THP-1 bezeichnet. Diese Zellen weisen bestimmte Merkmale von
gesunden humanen Monozyten auf, wie zum Beispiel die Fahigkeit zur
Phagozytose, Differenzierungspotential zu Makrophagen, oder die Produktion
von spezifischen Zytokinen [10, 37, 130]. Aufgrund dieser Ahnlichkeiten und

gewisser anderer Vorteile, wie z. B. homogenes DNA Profil, eine einfachere
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Handhabung und Kultivierbarkeit, Lagerung, und Verfugbarkeit ist die THP-1
Zelllinie eine der meistgenutzten Zelllinien bei der Untersuchung
molekularbiologischer, immunologischer Prozesse des Monozyten und
Makrophagen Systems [10, 37, 130].

Die THP-1 Monozyten flr die vorliegenden Versuchsreihen wurden aus eigenen
Zellkultur Depots bezogen (ATCC® TIB-202 LGC Standards GmbH,
Deutschland).

Die THP-1 Zellen wurden unter allgemein ublichen Zellkulturbedingungen
kultiviert [10, 126, 130, 131]. Als Zellkulturmedium wurde RMPI-1640 verwendet
unter den Zusatz von 10% FBS, 1% L-Glutamine, 1% Penicillin/Streptomycin
[130, 160]. Die Kultivierung der THP-1 Zellen erfolgte ebenfalls in 6-Well-
Platten, mit einer Zellzahl von 500 000 Zellen pro Well. Die Zellen wurden je
nach Versuchsansatz fur bestimmte Zeitrdume mit LPS, oxLDL, M-CSF und
CNP stimuliert. Eine detaillierte Versuchsbeschreibung wird in den

nachfolgenden Kapiteln dargestellt.

2.2.3. Ausdifferenzierung von Monozyten zu

Makrophagen

Sowohl die humanen Monozyten, als auch die THP-1 Zellen wurden in Teilen
dieser Versuchsreihe zu Makrophagen ausdifferenziert. Fur beide Zelllinien
wurde das jeweilige Standardmedium verwendet, unter dem Zusatz von M-CSF
(Recombinant human M-CSF, R & D Systems Inc., Minneapolis USA). M-CSF
auch CSF-1 genannt, ist ein natirliches Zytokin, welches fiir das Uberleben, die
Differenzierung und Proliferation von Makrophagen eine entscheidende Rolle
spielt [34, 127]. Die Zellen wurden in 6-Well-Platten kultiviert, mit einer Zellzahl
von 500 000 Zellen pro Well. Die Stimulation der Zellen mit dem rekombinanten
Zytokin erfolgte fir maximal 8 Tage, wobei nach 2, 4, 6 und 8 Tagen jeweils ein
spezielles Expressionsprofil (s.u.) der Zellen mittels gPCR erstellt wurde. Des
Weiteren wurden die nach sechs Tagen ausdifferenzierten Makrophagen
anschlielend fur jeweils 48 Stunden mit LPS 0,05 ug/ml, OxLDL 50 pg/ml

sowie CNP 10 ug/ml stimuliert und wiederum ein Expressionsprofil erstellt.
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2.2.4. Charakterisierung der Monozyten/Makrophagen

2.2.4.1. FACS-Analyse

Die FACS-Analyse (Fluorescence activated cell sorting) Methode wird zur
Charakterisierung von definierten  Zellpopulationen, innerhalb eines
Zellgemisches verwendet. Die Analysemethode beruht auf den Prinzipien der
Durchflusszytometrie. Diese ist nichts anderes als ein optisches Messsystem,
welches Streulicht und Fluoreszenzsignale von Partikeln, oder Zellen detektiert,

analysiert, quantifiziert und graphisch aufarbeitet.

Die Zellen mussen sich zur Durchfiihrung der Analyse in Suspension befinden
und werden in einem FlUssigkeitsstrom nacheinander an einem Laserstrahl
vorbei geleitet. Die beim Auftreffen des Lasers auf Partikel bzw. Zellen
entstehenden Lichtbeugungen, Lichtstreuungen und emittierten Fluoreszenzen,
werden von einem Detektor registriert, analysiert und gespeichert. Die hierbei
entstehenden Signale, die sich sowohl in Qualitdt, als auch dem
Fluoreszenzmuster unterscheiden, beruhen zum einen auf Zelleigenschaften,
wie beispielsweise Faltung der Membran oder der Granularitat der Zelle und

zum anderen auf den Farbeeigenschaften.

Die Zellen fur die FACS-Analyse wurden nach oben beschriebenem Verfahren
aus dem Vollblut isoliert und kultiviert. Fur die Durchflusszytometrie wurden die
Zellen vorbereitet, indem sie einmalig mit PBS gewaschen und anschliel3end
funf Minuten bei 500 x g abzentrifugiert wurden. Das nun erhaltene Zellpellet
wurde in 1000 ul PBS resuspendiert. Schlie3lich wurde dem Zellgemisch 3000
pl Paraformaldehyd (Formalin 4%) zugegeben und die Suspension bei 4°C in
Dunkelheit asserviert. Um spezifische Zellen in der Durchflusszytometrie
detektieren zu konnen, mussen diese zuvor mit Fluoreszenzfarbstoff

gekoppelten Antikérpern markiert werden.

FiUr die Durchfihrung der FACS-Analyse wurde der Durchflusszytometer BD
FACSCanto Il (BD Bioscience, San Jose, CA, USA) verwendet. Zur Markierung
und Identifikation der Monoztyenpopulation wurden diese an anti-CD14 und
anti-CD16 Fluoreszenzantikérpern (BD Bioscience Pharminge, San Diego, CA,
USA) gekoppelt.
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2.2.4.2. Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Die HE Farbung ist eine histologische Methode, die der Darstellung von Zellen
und Gewebe dient. Die Farbung wurde anhand eines etablierten, histologischen
Standardprotokolls durchgefthrt [11]. Hierflir wurden in Suspension befindliche
Zellen abzentrifugiert und in 100 yl Formalin 4% resuspendiert. 10 ul der
Zellsuspension wurden nun auf einen Objekttrager aufgetragen und Gber Nacht
getrocknet. Die trockenen Objekttrager wurden am nachsten Tag mit Mayers
Hamalaun fir 10 Minuten inkubiert, anschliellend mit destilliertem Wasser
gewaschen und schlieBlich fur 5-10 Minuten in Leitungswasser gestellt. Im
nachsten Schritt erfolgte fir 40-60 Sekunden eine Inkubation mit 2%igem
wassrigen Eosin. Im Anschluss wurden die Praparate erneut mit destilliertem

Wasser gespult und schlieBlich in Xylol Gberfuhrt und eingedeckt.
2.2.4.3. Immunhistochemische Farbungen

Bei den immunhistochemischen Farbemethoden kann man grundsatzlich
zwischen der direkten und der indirekten Markierung differenzieren. Die direkte

Methode wurde bereits 1941 von Coons beschrieben [36].

Hierbei ist ein primarere Antikdrper kovalent mit einem Fluoreszenzfarbstoff
verknlUpft. Dies macht es mdglich, den markierten Antikdrper in nur einem
Arbeitsschritt auf ein Praparat aufzutragen, und dadurch das gewunschte
Antigen markieren zu kénnen. Der Vorteil dieses Verfahrens liegt in seiner
raschen Durchfuhrbarkeit und dem Fehlen von Kreuzreaktionen, die relativ

haufig beim Gebrauch eines sekundaren Antikérpers auftreten.

Jedoch bindet bei dieser Methode nur ein direkt konjugierter Primarantikorper
am Antigen, wodurch eine Signalverstarkung ausbleibt. Somit ist dieses
Verfahren, im Vergleich zur indirekten Markierung etwas schwacher [91].
Aufgrund der fehlenden Signalverstarkung lassen sich durch das direkte

Markierungsverfahren nur stark exprimierte Antigene sicher nachweisen [91].

Bei der indirekten Markierung wird ein unkonjugierter Primarantikdrper benétigt,
der an das Antigen bindet. Nachdem der primare Antikérper an das Antigen

gebunden hat werden sekundare Antikdrper hinzugegeben, die gegen den Fc-
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Teil des Primarantikorper gerichtet sind. Diese Methode ist sensitiver als die
direkte Markierung, da mehrere sekundare Antikérper an den primaren AK
binden und es dadurch zu einer Signalverstarkung und somit einer

verbesserten Visualisierung kommt [23].

Eine Weiterentwicklung dieses Verfahrens ist die Labelled-(Strept)-Avidin-
Biotin-Methode (LSAB). Diese Farbemethode basiert auf der hohen Affinitat von
Streptavidin und Avidin (HUhnereiweil3) fur Biotin. Sowohl Streptavidin als auch

Avidin besitzen jeweils vier Bindungsstellen fur Biotin.

In der vorliegenden Arbeit wandten wir die LSAB Markierungstechnik an.
Sowohl Monozyten als auch Makrophagen wurden mit CD14 und CD68 (Dako
Denmark A/S, Golstrup, Danemark) Antikdrpern markiert und die Ergebnisse
fotographisch dokumentiert. Die Reagenzien wurden in folgender Reihenfolge
auf die Praparate aufgetragen: Unkonjugierter Primarantikérper +
biotinmarkierter =~ Sekundarantikérper +  Avidin-Biotin-Enzymkonjugat  +
Substrat/Chromogen — Farbe. Fur die Farbung wurden Immunhistochemie Kits
von Dako gemal den Herstelleranweisungen verwendet (Dako Denmark A/S,

Golstrup, Danemark).

Die Auswertung der histologischen, sowie immunhistochemischen Praparate
bezlglich der vorhandenen Zellfraktionen erfolgte mit Hilfe eines
Lichtmikroskop  (Axioplan 2, Carl Zeiss AG, Deutschland). Fur
Ubersichtsaufnahmen wurde die 1,25-2,5-fache VergréBerung verwendet. Fiir
detaillierte Ansichten wurde eine 10-, 20- und 40-fache VergroRerung
eingesetzt. Ausgewahlte Praparate wurden schliellich fotografiert und

beispielhaft fur die einzelnen Farbemethoden im Ergebnisteil dargestelit.
2.2.44. May-Grunwald-Giemsa-Farbung

Die May-Grunwald-Giemsa-Farbung gestattet, ebenso wie die HE-Farbung
keine exakte Charakterisierung von Zellen. Allerdings ist sie schneller, einfacher
und billiger durchfihrbar und ermdglicht zumindest eine orientierende
Einschatzung der vorliegenden Zellarten. Zur Durchfihrung der Farbung stehen
mehrere kommerziell erhaltliche Ldsungen zu VerflUgung. Jede dieser

Ldsungen beinhaltet einen basischen Farbstoff, wie z.B. Methylenblau und
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einen anionischen Farbstoff, wie beispielsweise Eosin. Das Methylenblau
verbindet sich hierbei mit negativ geladenen Bestandteilen des Zytoplasmas,
bzw. des Zellkerns, wie Nukleinsauren im Zellkern oder in Ribosomen und gibt
diesen Zellbestandteilen eine blau bis violette Farbe. Eosin verbindet sich mit
positiv geladenen Zellstrukturen, wie zytoplasmatischen Proteinen, was diesen

eine rosa bis rote Farbe verleiht.

Die Zellen wurden, wie oben bereits beschrieben auf die Objekttrager
aufgetragen und fixiert. Nach Fixierung der Zellen auf dem Objekttrager,
wurden die Praparate mit May-Granwald-Lésung (Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland) far 10 Minuten inkubiert und anschlieBRend 10 Mal in
demineralisiertem Wasser gewaschen. Es folgte eine Inkubation in Giemsa
Ldsung (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) fir 10 Minuten und einem
abschlieiendem Waschschritt. AnschlieRend wurden die Praparate unter dem

Lichtmikroskop begutachtet.
2.2.5. Stimulierung der Monozyten/Makrophagen

Sowohl die humanen Monozyten, als auch die THP-1 Zellreihe wurden mit LPS,
oxLDL, sowie CNP inkubiert. Den Hauptversuchen wurde eine Testphase
vorgeschaltet, in der die optimalen Konzentrationen von LPS, oxLDL und CNP

bestimmt wurden.

Das Lipopolysaccharid (LPS) st ein, auf humane Immunzellen,
antigenwirksames Molekil, welches in der dauReren Membran gramnegativer
Bakterien enthalten ist. Beim Zerfall der Bakterien, und damit deren Zellwand
werden diese zuckerhaltigen Molekile freigesetzt und entfalten eine
endotoxische Wirkung auf den Organismus. Gelangt LPS als Endotoxin in die
Blutbahn, kann es dort an das im Serum zirkulierende Protein LBP
(Lipopolysaccharid-bindendes-Protein) binden, wodurch sich ein Komplex
bildet, der an den Membranrezeptor CD14 andocken kann [125, 172].

CD14 wir v.a. auf der Oberflache von Monozyten und Makrophagen exprimiert
und induziert bei Bindung an LPS Uber NF-kB u.a. die Freisetzung von TNF-a

und IL-1B und I6st somit eine Entzindungsreaktion aus [107, 126, 172].
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Das fur diese Versuchsreihe verwendete LPS (Sigma Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland) wurde aus Escherichia coli 0111:B4 extrahiert, durch Gel-
Permeations-Chromatographie (PBC) gereinigt und durch Bestrahlung mittels

Gamma-Strahler sterilisiert.

Fir die Stimulierungsversuche mit LPS wurden humane Monozyten, wie auch
THP-1 Zellen in dem jeweiligen Standardmedium, in 6-Well-Platten ausgesat.
Pro Well betrug die Zellzahl 750 000 Zellen. Jeweils vier Wells wurden mit einer
LPS Konzentration von 0,01 pg/ml, 0,05 ug/ml sowie 0,1 ug/ml inkubiert. Diese
Versuchsansatze wurden jeweils fur die Zeitpunkte 12, 24 und 48 Stunden
durchgefuhrt. Die THP-1 Zellen wurden mit einer LPS Konzentration von 0,1
pg/ml behandelt und fur 24 Stunden inkubiert.

Die Uber 6 Tage mit M-CSF behandelten Makrophagen wurden mit einer LPS
Konzentration von 0,05 ug/ml stimuliert und die Stimulationsdauer betrug fur

diesen Versuchsansatz 48 Stunden.

Das oxidierte LDL (#BT-910X Human Ox-LDL, Hi TBAR) wurde von Biomedical
Technologies Stoughton, USA bezogen. Das humane LDL wurde mittels
Ultrazentrifugation gereinigt und durch die Behandlung mit 3.5 pM CuSOy in
PBS 37°C fur 24 Stunden oxidiert.

Der Oxidationsprozess wurde durch die Zugabe von EDTA beendet und durch
Gel-Elektrophorese uberpruft. Hierbei wurde das oxidierte LDL gegen natives
LDL aufgetragen. OxLDL wandert in der Gel-Elektrophorese 2,7-mal weiter als
das native LDL, wodurch der erfolgreiche Oxidationsprozess nachgewiesen
werden kann. Nach der Oxidation wurde das erhaltene Produkt Uber eine

Membran gefiltert und aseptisch verpackt.

Fir die Stimulierungsversuche mit oxidietem LDL wurden die humanen
Monozyten, die Uber 6 Tage mit M-CSF ausdifferenzierten Makrophagen, sowie
die THP-1 in 6-Well-Platten und dem jeweiligen Standardmedium ausgesat. Die
humanen Monozyten wurden fur 12, 24 und 48 Stunden mit oxLDL stimuliert
hierbei wurden die Zellen jeweils oxLDL Konzentrationen von 10 ug/ml, 50
pg/ml und 100 pg/ml ausgesetzt. Die Uber 6 Tage mit M-CSF ausdifferenzierten

Makrophagen wurden fir 48 Stunden mit einer oxLDL Konzentration von 50
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pMg/ml inkubiert. Die THP-Zellen wurden mit aquivalenter Konzentration fur
ebenfalls 48 Stunden bebrutet.

Die humanen Monozyten, wie auch die Zellen unter Stimulation mit M-CSF,
LPS und oxLDL wurden mit CNP behandelt um zu prufen, ob durch die Zugabe
dieses Peptides Veranderungen im Expressionsprofil der Zellen erkennbar
werden, bzw. CNP einen Einfluss auf das pathophysiologische und

physiologische Verhalten der humanen Monozyten/Makrophagen hat.

Fir diese Versuchsansatze wurde CNP, C-Type natriuretic peptide (32-53), von
Bachem AG, Bubendorf, Schweiz, bezogen. Die humanen Monozyten wurden
in 6-Well-Platten ausgesat mit 750 000 Zellen per Well und mit CNP
Konzentrationen von 0,1 ug/ml, 1,0 yg/ml und 10 pg/ml behandelt.

Pro Konzentration wurden die Zellen fur Zeitraume von 12, 24 und 48 Stunden
inkubiert. In einem weiteren Versuchsansatz wurden Monozyten mit LPS 0,05
pg/ml + CNP 10 pg/ml fur 24 Stunden bzw. OxLDL 50 pg/ml + CNP 10 pg/ml fur
48 Stunden stimuliert. Der gleiche Versuchsansatz wurde mit Uber 6 Tage mit

M-CSF ausdifferenzierten Makrophagen durchgefihrt.

In einer weiteren Versuchsreihe wurden humane Monozyten Uber 8 Tage mit
CNP 10 pg/ml in Standardmedium sowie Standardmedium + M-CSF ausgesat
und nach zwei, vier, sechs und acht Tagen eine Expressionsprofil erstellt. Auch
hier wurden die Zellen in 6-Well-Platten zu jeweils 750 000 Zellen per Well

ausgesat.
2.2.6. RNA-Isolierung

Zur Isolierung der RNA aus Zellsuspensionen wurde das peqGOLD Total RNA
Kit (PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland) verwendet. Die
RNA aus humanen Monozyten und THP-1 Zellen wurde aus einem Zelllysat

gewonnen.

Hierfir wurden die 2zu untersuchenden Zellen aus der jeweiligen
Zellkulturflasche, bzw. Well samt Medium entnommen und bei 400 x g fur funf

Minuten abzentrifugiert. Das erhaltene Zellpellet wurde in 400 ul Lysepuffer
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resuspendiert. Das gewonnene Lysat wurde in eine sog. DNA Removing

column gegeben und anschlie3end flr eine Minute bei 12 000 x g zentrifugiert.

Der Saulendurchfluss wurde im nachsten Schritt mit 400 yl 70% Ethanol
versetzt und vorsichtig vermischt. AnschlieRend wurde das Gemisch in eine
PerfectBind RNA Column pipettiert und flir eine Minute bei 10 000 x g
zentrifugiert. Im folgenden Schritt wurde die RNA Column in einem frischen
Zentrifugenrohrchen platziert, 500 pl RNA Waschpuffer | auf die RNA Column
gegeben und fir 15 Sekunden bei 10 000 x g zentrifugiert.

Um die Reinheit und Menge der bisher erhaltenen RNA zu erhalten wurde im
Folgenden 75,0 yl DNAse | Reaktionsmix (Quiagen, Hilden, Deutschland) auf
die RNA Column gegeben. Der Reaktionsmix bestand aus 73,5 pl DNAse |
Digestion Buffer sowie 1,5 pl RNAse-freie DNAse (20 Kunitz units/ul). Der
Reaktionsmix wurde direkt auf die Membran der PerfectBind RNA Column

pipettiert und bei Raumtemperatur fur 15 Minuten inkubiert.

In die RNA Column wurde im nachsten Schritt 400 ul RNA Waschpuffer |
gegeben und die Saule inklusive Flussigkeit bei Raumtemperatur fur funf

Minuten inkubiert. Anschlief3end bei 10 000 x g fur funf Minuten zentrifugiert.

Es folgte ein weiterer Waschschritt. Hierbei wurden 600 ul des Waschpuffers |l
auf die RNA Bindungssaule pipettiert und fur 15 Sekunden bei 10 000 x g durch
die Bindungssaule zentrifugiert. Dieser Waschschritt wurde anschliel3end

nochmals durchgefuhrt.

Zum Trocknen wurde die RNA Bindungssaule fur zwei Minuten bei 10 000 x g
zentrifugiert. Die Bindungssaule wurde danach in ein steriles 1,5 ml
Zentrifugenrohrchen gestellt und die RNA durch die Zugabe von 50 ul 70 °C
heilem, sterilen RNAse freien dH,O, welches direkt auf die Membran der
Column gegeben wurde, eluiert. Die Konzentration der erhaltenen RNA wurde
photometrisch bestimmt. Die jeweiligen RNA Proben wurden flr den weiteren
Gebrauch bei -80 °C gelagert.
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2.2.7. Photometrische Konzentrationsbestimmung von
RNA

Um die Konzentration und Reinheit von Nukleinsauren und damit RNA in einer
Ldsung zu bestimmen, kann diese photometrisch bei einer Wellenlange von
260 nm erfasst und gemessen werden. Flr diese Messung mussen geeignet
verdunnte Aliquots hergestellt werden. Hierfir wurden Messkuvetten mit 99 ul
RNAse freiem, sterilem Wasser beflllt und 1 ul der zu untersuchenden Probe
dazugegeben und sorgfaltig vermischt. Der Grad der Absorption A bei einer
Wellenlange von 260 nm wird vom Photometer gemessen. Unter der
Bericksichtigung, dass fur Ageonm) = 1,0 die Konzentration der RNA 40 pg/ml
betragt, lasst sich daraus die RNA Konzentration der jeweiligen Probe

errechnen.
Die Konzentration berechnet sich demnach wie folgt:
RNA-Konzentration (ug/ml) = Absorptionzso x 40 x Verdiinnungsfaktor

Des Weiteren konnen mittels der photometrischen Messmethode Ruickschlisse
auf den Reinheitsgrad der zu untersuchenden RNA Probe gezogen werden.
Das bedeutet, dass Kontaminationen mit beispielsweise unerwlnschten
Proteinen in diesem Testverfahren detektiert werden kénnen. Hierflur bildet man
den Quotienten aus Ageonm) Und Aggonm). Das mit dem, flr die RNA-Isolation,
verwendeten Kit erzielbare Agesozso Verhaltnis lag bei etwa 2,0, was einer

Reinheit von ndherungsweise 99,9 % entspricht.
2.2.8. cDNA-Synthese

Um die zellulare Expressionsrate auf RNA Ebene analysieren zu kénnen wurde
aus der, wie oben beschrieben gewonnenen, RNA komplementare DNA sog.
cDNA synthetisiert. Diese einzelstrangige DNA bendtigt man als Template fur
die Durchflihrung der quantitativen RT-PCR. Fir die Synthese der cDNA wurde
der RevertAid™ First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas, St. Leon-Rot,

Deutschland) verwendet.
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Fir die Synthese der cDNA wurde 1 ug RNA mit destilliertem, RNAse freiem
Wasser auf 11 pl aufgefiillt. Ein yl dT4s wurde dazugegeben. Oligo(dTs) ist ein
kurzes Oligonukleotid aus 18 Thymidinbasen, welche an die Poly-As der mRNA
binden und dadurch als Primer die Startstelle flr die reverse Transkription
bilden. Dieser Mix wurde durch vorsichtiges Vortexen gemischt, kurz
abzentrifugiert und anschlieend bei 65°C fur fiUnf Minuten inkubiert. Nach der

Inkubation wurden die Proben sofort fur 2 Minuten auf Eis gelegt.

In der Zwischenzeit wurde ein Reaktionsmix vorbereitet, bestehend aus 4 pl
Reaktionspuffer, 2 ul dNTP (10 mM), 1 ul RNase inhibitor sowie 1 yl M-MuLV
(200 u/ul) Reverse Transkriptase. Auf jede Probe wurden 8 ul dieses
Gemisches gegeben, die Proben wurden vorsichtig gemischt, abzentrifugiert
und anschlie®end flr eine Stunde bei 43°C inkubiert. Dieser Reaktionsvorgang
wurde schliellich durch eine 5-Minltige Inkubation bei 70°C gestoppt. Die
gewonnene cDNA mit einem Gesamtvolumen von 20 yl wurde entweder sofort

fur die PCR verwendet, oder flr weitere Versuche bei -20°C gelagert [139].
2.2.9. quantitative RT-PCR

Die Polymerase Kettenreaktion ist eines der am haufigsten angewandten
experimentellen Verfahren in der modernen Molekularbiologie. Diese einfach
und schnell durchfuhrbare Methode dient dazu DNA und cDNA zu
vervielfaltigen. Hierbei reichen schon geringste Mengen DNA aus um das
Vorkommen eines spezifischen Genes, bzw. die Expression eines bestimmten

Gens nachzuweisen.

Durch eine zyklische Wiederholung erfolgt die Amplifikation einer bestimmten
Gensequenz, hierbei dienen die synthetisierten DNA Produkte der
vorhergehenden Zyklen, als Ausgangstoffe fir den nachfolgenden Zyklus.
Dieser Mechanismus ermdoglicht die exponentielle Vermehrung und damit den

Nachweis und Expression einer spezifischen Gensequenz.

Die in dieser Versuchsbeschreibung verwendete quantitative RT-PCR
ermdglicht Uber eine Fluoreszenz Messung, die wahrend jedem PCR-Zyklus
erfasst wird, die exakte Bestimmung der amplifizierten Menge an DNA. Hierbei

nimmt das Fluoreszenzsignal proportional zu der Menge der amplifizierten
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DNA-Produkte zu. Anhand der dadurch gewonnenen Fluoreszenzsignale kann
in der exponentiellen Phase der PCR die Quantifizierung der erhaltenen PCR-
Produkte erfolgen. Eine exakte und korrekte Quantifizierung ist ausnahmslos in
der exponentiellen Phase der PCR mdglich, da nur wahrend dieser Phase

optimale Reaktionsbedingungen vorherrschen.

Alle gPCR-Reaktionen wurden mit dem iCycler 1Q 5™ (BioRad, Miinchen,
Deutschland) unter der Verwendung von QuantiFast™ SYBR Green (Qiagen,
Hilden, Deutschland) durchgefihrt. SYBR Green ist ein Fluoreszenzfarbstoff,
der Uber die Bindung an doppelstrangige DNA zu deren Nachweis
herangezogen werden kann. Hierbei lagert sich der SYBR Green Farbstoff in
die DNA ein, wodurch sich die Fluoreszenz des Farbstoffes verstarkt. Eine
Zunahme der Fluoreszenzsignale korreliert somit mit der Zunahme der zu

amplifizierenden DNA Sequenzen [180].

Fir jede PCR-Reaktion wurde ein Mix hergestellt mit einem Gesamtvolumen
von 25 pul, bestehend aus 12,5 pyl SYBR-Green, 8,0 ul PCR-Wasser (steril,
destilliert), 2,5 yl Primer Assay (QuantiTect Primer Assay, Qiagen, Hilden,
Deutschland) sowie 2,0 pl cDNA. Samtliche PCR-Reaktionen wurden in
speziellen 96-Well-PCR-Platten (Sarstedt, Deutschland) durchgeflhrt. Die
PCR-Platten wurden vor dem Versuchsstart mit einer speziellen Klebefolie
abgedeckt und versiegelt, um Kontaminationen zu vermeiden und die Lagerung

der Versuchsproben zu ermdglichen.

Als Referenzgen wurde das house-keeping Gen Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase (GAPDH) verwendet. Ebenso wurde GAPDH als Referenz fur
die Normalisierung und damit Quantifizierung der anderen Gene verwendet.
GAPDH ist ein Enzym der Glykolyse, dessen Gen unabhangig von Zelltyp,
Zellstadium und aulderen Einflissen in jeder Zelle des menschlichen Korpers
gleichmalig exprimiert wird und dadurch auch regelhaft und zuverlassig
nachweisbar ist [142]. Die Normalisierung auf dieses Genprodukt ermdglicht
erst die Durchfihrung eines relativen Mengenvergleichs. Jedoch ist es auch in

der gRT-PCR nicht méglich die absoluten Mengen an DNA zu messen.

Die Normalisierung auf GAPDH errechnet sich wie folgt:



44

ACP = CP (Zielgen) — CP (Kontrollgen GAPDH)

Je nach Versuchsansatz wurden die Expressionslevel von CNP, NPR-2, NPR-
3, TNF-a, IL-6, IL-1B, CD14, CD36, CD68, MSR-1 sowie TLR-4 bestimmt.
Hierfir wurden spezifische oligonukleotid Primer (QuantiTect Primer Assay,
Qiagen, Hilden, Deutschland) verwendet. Die PCR Reaktionen wurden unter

folgenden Konditionen durchgefuhrt:
* Inkubation fur 5 Minuten bei 95°C
* Gefolgt von 45 Zyklen bestehend aus:
o 10 Sekunden bei 95°C
o 30 Sekunden bei 60°C
o 10 Sekunden bei 72°C

Wahrend des letzten Schrittes erfolgte durch das PCR Detektionssystem die
Messung der PCR Amplifikationen, anhand einer quantitativen Analyse der

emittierten Fluoreszenz.
2.2.10.Vitalitatsessay — MTT

Um die optimale Zellzahl fir die oben beschriebenen Versuche zu ermitteln
wurde ein Vitalitatsassay mit MTT durchgeflhrt. Fir die Versuche wurden

sowohl humane Monozyten, als auch THP-1 Zellen verwendet.

Dieses nicht radioaktive Testverfahren wurde erstmals 1983 von Mossman
beschrieben [108]. Dieses Messverfahren wird angewandt um die
Zellproliferation unter dem Einfluss von zytotoxischen Substanzen, Zytokinen,
Nahrstoffen, oder auch bestimmten Wachstumsfaktoren zu bestimmen.
Ebenfalls kann es dazu verwendet werden die Vitalitdt, sowie den
Aktivitatszustand von Zellen zu messen. MTT, 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-
diphenyl Tetrazolium Bromid, ist ein gelbliches Salz welches durch metabolisch
aktive Zellen, d.h. nur lebende Zellen, zu purpurfarbenen Formazan Kristallen

umgewandelt werden kann. Je héher die Mitochondrien Dichte in den Zellen ist,
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desto mehr MTT wird in schwerlosliche purpurfarben Formazan Kristalle

umgewandelt.

Da MTT, wie oben bereits erwahnt nur in lebenden, metabolisch aktiven Zellen
auftritt, kann durch die Messung ein direkter Rickschluss auf den Vitalitatsgrad
der Zellen gezogen werden. Die Anzahl des Formazans wird schlieBlich durch

einen Spektrophotometer gemessen.

Die zu untersuchenden Zellen wurde hierbei in einer 96-Well-Platte nach
Protokoll behandelt und in 100 pyl Medium ausgesat. Mit einer Zellzahl von
entweder 0, 5000, 10000, 20000, 40000 Zellen pro Well. Am Tag der
Vitalitatsmessung wurde die 96-Well-Platte aus dem Brutschrank
herausgenommen und 10 ul MTT-L6sung (5 mg/ml) (Roche Applied Science,
Mannheim, Deutschland) zu jedem Well gegeben, mit einer Endkonzentration
von 0,5 pg/ml MTT pro Well. Anschlielend wurde die Platte flir 4 Stunden im
Brutschrank inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurden 100 ul Stoppldsung
(Roche Applied Science, Mannheim, Deutschland) zu jeder Probe

hinzugegeben und die Platte Gber Nacht im Brutschrank inkubiert.

Am nachsten Tag wurden die Platten fur fiunf Minuten auf einem Schdttler bei
150 Hertz bewegt und anschlieend fur 3 Minuten bei 37°C im Warmeschrank
bebrutet. Schlielllich wurde die Klarheit der Losung Uberpruft. Die Messung
erfolgte  schlieRlich mit einem Spektrophotometer (Tecan Scanner™,

Mannedorf, Schweiz) bei einer Wellenlange von 590 nm.
2.2.11.Statistische Auswertung und Analysemethoden

Zur statistischen Analyse der gewonnenen Daten wurde die Statistiksoftware
SPSS 15 (IBM Corporation, New York, USA), sowie MedCalc® for Windows,
Version 10.0.1.0 (MedCalc Software, Mariakerke, Belgien) verwendet. Alle
statistischen Tests wurden mit einem Signifikanzniveau von 5% durchgefuhrt
(p<0,05). Zum Vergleich der Mittelwerte zweier oder mehrerer Gruppen wurde
der t-Test bzw. eine Einfaktorielle-ANOVA durchgefuhrt. Bei nicht
normalverteilten Daten wurde stattdessen der robustere Mann-Whitney-U Test
bzw. der Kruskal-Wallis Test angewandt. Das 95% Konfidenz Intervall, des
NPR2/NPR-3 Verhaltnisses wurde nach Rinne et al. berechnet [135].
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3. Ergebnisse

3.1. Optimierung der Monozytenisolierung

Die Ausbeute an CD14" und CD16" Zellen in der Fraktion humaner PBMC
wurde mittels FACS-Analyse ermittelt. Diese betrug fir CD14" Zellen im
Durchschnitt 73,1%, beziehungsweise 14,6% fir CD16" Zellen. Zum Vergleich
wurde diese Analyse ebenfalls mit THP-1 Zellen durchgefuhrt (siehe Abb. 5).
Hier betrug der Anteil CD14" Zellen im Durchschnitt 76,7%, fir CD16" THP-1
Zellen wurde ein durchschnittlicher Prozentsatz von 7,9% gemessen.
AuBerdem wurde die Zahl der isolierten Zellen, direkt nach der Isolation, sowie

vor dem Aussahen mittels Fuchs-Rosenthal Zahlkammer erfasst.
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Abbildung 5: FACS Analyse der verwendeten THP-1 Zellen (oben) sowie der aus peripherem
Blut gewonnenen Monozyten (unten).

Wie oben bereits beschrieben wurden mehrere Farbemethoden durchgefihrt,
um die isolierten Zellen darzustellen und eventuelle deren Charakterisierung
anhand immunhistochemischer Farbemethoden vornehmen zu kénnen. Anhand
der immunhistochemischen Farbungen wurden die Oberflacheneigenschaften
der Zellen genutzt, wobei Antikdrper gegen die CD14 und CD68 Rezeptoren

der PBMCs genutzt wurden um diese identifizieren zu kénnen. Des Weiteren
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wurden Farbungen nach May-Griunwald-Giemsa, sowie HE-Farbungen
durchgefuhrt.
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4

Abbildung 10 und 11: immunhistochem. Farbungen mit CD 14, Tag 6 nach Isolierung.
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Abbildung 12 und 13: Immunhistochem. Farbungen mit CD68, Tag 6 nach Isolierung.

3.2. Physiologische und pathophysiologische Reaktion
der THP-1 Zellen und PBMC

3.2.1. Vergleich des Grundexpressionsprofils von THP-
1 Zellen mit PBMC

Basisexpressionslevels

Gen PBMC THP-1 PBMC /THP-1
CNP 1.468 x 107 1.800 x 107 82*
NPR2 5.843 x 10°° 6.203 x 10 94*
NPR3 7.811 x 10™ 1.176 x 10° 664*
TNF-a 8.607 x 102 1.638 x 107 5*
IL-1B 1.329 x 10™ 8.363 x 10™ 159*

IL-6 1.141 x 107 4.875x 10° 234*
CD14 1.663 3.808 x 10™ 4368*
CD68 3.060 1.393 x 107 220*

Tabelle 3: Vergleich der Expressionslevels in humanen, peripheren, monozytaren Zellen
(PCMO) und THP-1 Zellen. Alle Expressionslevels sind auf GAPDH normalisiert. *=p<0,05
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Tabelle 3 gibt einen Uberblick iber die Basisxpressionslevels von PBMCs und
THP-1 Zellen. Hierbei fallt auf, dass in PBMCs alle gemessenen Gene

signifikant hdher exprimiert werden, als in THP-1 Zellen.

Die Reaktionen der THP-1 Zellen, sowie der primaren humanen Monozyten
wurde anhand der quantitativen Expression folgender Gene gemessen: CNP,
NPR-2, NPR-3, TNF-a, IL-6, IL-1B8, IL-6, CD14 sowie CD68. Die
Expressionslevel der Zellen wurden bei diesem Versuchsansatz nach der
Isolation, bestimmt. Hierbei wurden die Zellen in Standardmedium, ohne Zusatz

weiterer Substanzen inkubiert.

Hierbei kann im Einzelnen beobachtet werden, dass CD14 und CD68 in THP-1
Zellen signifikant schwacher exprimiert werden als in humanen Monozyten.
Dieser Unterschied ist bei CD14 am groldten (Tabelle 3).

Wie in der Tabelle gezeigt werden kann, werden die Gene von CNP, NPR-2
und NPR3 in THP-1 Zellen signifikant schwacher exprimiert als in humanen

Monozyten

Wie die Tabelle ebenfalls aufzeigt werden auch TNF-q, IL-1p und IL-6 in THP-1
Zellen signifikant schwacher exprimiert als in humanen Monozyten. Der
Unterschied ist bei TNF-a jedoch marginal. Zusammenfassend lasst sich
feststellen, dass samtliche Gene in THP-1 Zellen deutlich schwacher exprimiert

werden, als in primaren humanen Monozyten.

3.2.2. Vergleich der Reaktion von THP-1 Zellen und
PBMC auf Stimulation mit LPS (24h) und oxLDL
(48h)

LPS flhrte in PBMC zu einer Steigerung der Expressionsraten aller Gene.
Diese Anderungen waren fiir CNP, TNF-a, IL-1p, IL-6, CD14 und CDG68
statistisch signifikant. LPS flhrte in THP-1 Zellen nur bei IL-6 zu einer
signifikanten Steigerung der Expressionsrate. Die Stimulierung der Zellen mit
oxLDL fuhrte in PBMC zu divergierenden Effekten als in THP-1 Zellen.
Wahrend es in PBMC tendenziell zu einem Abfall der Expressionsraten kam,

welche allerdings nur flir NPR3 statistisch signifikant war, fihrte oxLDL in THP-
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1 Zellen zu einem signifikanten Anstieg von NPR3, TNF-q, IL-1p, IL-6, CD14
und CD68, sowie zu einem signifikanten Abfall der Expressionsraten von NPR2.
Eine Ubersicht hierzu gibt Tabelle 4. Sowie die Abbildungen 14 und 15.

Einfluss von LPS (24h)

Einfluss von oxLDL (48h)

Gene hMo THP-1 hMo THP-1
CNP 17.7* 1.66 0.37 1.52
p=0.045 p=0.840 p=0.207 p=0.057
NPR2 2.20 1.86 0.86 0.26*
p=0.167 p=0.486 p=0.700 p=0.007
NPR3 1.61 1.24 0.20* 16.9*
p=0.116 p=0.686 p=0.002 p=0.023
TNF-a 3.84 0.92 0.67 8.66*
p=0.209 p=0.343 p=0.350 p=0.007
IL-18 31.8* 0.79 0.57 68.3*
p<0.001 p=0.886 p=0.056 p=0.007
IL-6 1718* 12.0* 0.37 113*
p<0.001 p=0.007 p=0.084 p=0.007
CD14 41.0* 2.31 0.52 29.3*
p=0.006 p=0.232 p=0.160 p=0.007
CD68 3.77 0.64 0.87 4.38*
p=0.454 p=0.343 p=0.876 p=0.010

Tabelle 4: Verhaltnis der Genexpression von Zellen in Standardmedium, im Vergleich zu Zellen

unter Stimulation mit LPS, bzw. oxLDL. Alle Expressionslevel wurden auf GAPDH normalisiert.

Eine Stimulation der THP-1 Zellen mit LPS verandert die oben angegebenen

Expressionsstarken nach 24 Stunden wie folgt: bei CD68 kommt es zu keiner
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Anderung, CNP, NPR-2, NPR-3 werden geringfiigig herunter reguliert, das
selbe konnte fur TNF-a sowie IL-1p beobachtet werden. Wogegen es bei IL-6
zu einer verstarkten Expression kam und somit eine Hochregulation der
Expression beobachtet werden konnte. Einen zusammenfassenden Uberblick

uber die beschriebenen Ergebnisse bietet hierzu Abbildung 14.
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Abbildung 14: Darstellung der Starke der Genexpression der einzelnen Gene kurz nach
Isolierung (baseline) und nach 24 Stunden in Monozyten (PBMC) und THP-1 Zellen. Die
jeweiligen Saulen 3 (hellgrau) und 6 (hellgrin) bilden den Effekt von LPS ab. LPS=0,05ug/ul
Lipopolysaccharid, *=p<0,05 verglichen mit hMo zum Zeitpunkt 24h, #=p<0,05 verglichen mit
THP-1 Zellen zum Zeitpunkt 24h.
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Abbildung 15: Darstellung der Starke der Genexpression der einzelnen Gene kurz nach
Isolierung (baseline) und nach 48 Stunden in Monozyten (hMo) und THP-1 Zellen. Die
jeweiligen Saulen 3 (hellgrau) und 6 (hellgriin) stellen den Effekt von oxLDL dar. oxLDL=50ug/ul
humanes oxidiertes LDL, *=p<0,05 verglichen mit PBMC zum Zeitpunkt 48h, #=p<0,05
verglichen mit THP-1 Zellen zum Zeitpunkt 48h.

Durch eine Stimulation von THP-1 Zellen mit oxLDL udber 48 Stunden
veranderte sich die Expression der Gene wie folgt: Bei CD14, CD 68 konnte
eine Hochregulation der Gene beobachtet werden. Bei CNP konnte keine

statistisch signifikante Anderung der Expression beobachtet werden. Beziiglich
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den Natriuretischen Peptid Rezeptoren kam es bei NPR-2 zu einer
verminderten Expression und bei NPR-3 zu einer verstarkten Expression. Die
inflammatorischen Parameter TNF-a, IL-1f sowie IL-6 wurden durch die

Stimulation mit oxLDL hochreguliert.

100

N -

NPR2/3 Verhéltnis (Mittelwert, 95% KI)

0.1

Oh 24h 24h 48h 48h
+LPS +oxLDL

Abbildung 16: NPR2/NPR3 Ratio in humanen Monozyten und THP-1 Zellen (median, 95%
Konfidenzintervall) unter dem Einfluss von LPS und oxLDL.

Im Vergleich zur Kultivierung mit Standardmedium flhrte die Stimulation Uber
24 Stunden mit LPS in einer Dosierung von 0,1 ug/ml bei primaren humanen
Monozyten zu einer Hochregulation von CD14, im Gegensatz dazu kam es bei
CD68 zu einer Herabregulation (siehe Abb. 14). Keine Anderung der
Genexpression konnte bei CNP und NPR-2 beobachtet werden. Bei NPR-3
kam es zu einer gesteigerten Genexpression. Bezlglich der inflammatorischen
Parameter konnte bei IL-1f keine Veranderungen der Genexpression, im
Vergleich zur Kultivierung im Standardmedium beobachtet werden. Bei TNF-a
kam es zu einer Verminderung der Expressionslevel. Im Gegensatz dazu kam

es zu einer Hochregulation von IL-6. Einen Uberblick bietet Abbildung 14.

Im Vergleich zur Kultivierung mit Standardmedium flhrte die Stimulation der
primaren humanen Monozyten mit oxLDL, in einer Dosierung von 50 pg/mi
nach 48 Stunden zu einer Herabregulation von CD14, wogegen bei CD68 keine

statistisch signifikanten Veranderungen der Expressionslevel beobachtet



53

werden konnten In Bezug auf das CNP System kam es zu einer Verminderten
Expression von CNP sowie NPR-3, bei NPR-2 konnten keine statistisch
signifikanten Anderungen der Genexpression registriert werden. Bei den
inflammatorischen Genen kam es bei TNF-a zu einer Herabregulation, dieselbe
Beobachtung konnte flr IL-6 gemacht werden. In Bezug auf IL-1f konnte keine

statistisch signifikante Veranderung der Genexpression nachgewiesen werden.

3.2.3. Einfluss von CNP auf die LPS induzierte

Reaktion

3.2.3.1. Kurzfristiger Einfluss von CNP auf die LPS
induzierte Reaktion (0, 4, 8, 12 Stunden)

CNP in einer Dosierung von 10 ug/ml hatte keinen signifikanten Einfluss auf die
frihe Uberexpression der inflammatorischen Marker TNF-a, IL-18 und IL-6 in
primaren humanen Monozyten, nachdem diese fur 0, 4, 8 sowie 12 Stunden

mit LPS in einer Dosierung von 0,1 ug/ml stimuliert wurden (Abb. 17-19).

10000 - "
E o—o0 Medium
o o——o LPS
o—C  LPS+CNP

1000 |

IL_1beta_0 IL_1beta_4 IL_1beta_8 IL_1beta_12

Humane Monzyten
Stimulation mit LPS fur 4/8/12h
+ Zugabe von CNP 10pg/ml

Abbildung 17: Expression von IL-1B unter dem Einfluss von LPS, CNP + LPS und
Standardmedium zu den Beobachtungszeitpunkten 0, 4, 8 und 12 Stunden
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Stimulation mit LPS fiir 4/8/12h
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Abbildung 18: Expression von IL-6 unter dem Einfluss von LPS, CNP + LPS und
Standardmedium zu den Beobachtungszeitpunkten 0, 4, 8 und 12 Stunden

100 = -
E o0—o0 Medium

o—a LPS

©o—¢ LPS+CNP

0,01

TNF_a_0 TNF_a_4 TNF_a_8 TNF_a_12

Humane Monzyten
Stimulation mit LPS fir 4/8/12h
+ Zugabe von CNP 10ug/ml

Abbildung 19: Expression von TNF-a unter dem Einfluss von LPS, CNP + LPS und
Standardmedium zu den Beobachtungszeitpunkten 0, 4, 8 und 12 Stunden.

3.2.3.2. Langfristiger Einfluss von CNP auf die LPS
induzierte Reaktion (24h)
CNP, in einer Dosierung von 1 pg/ml, neutralisiert die LPS (0,1 ug/ml)

induzierte Uberexpression bestimmter Gene in PBMC. Dieser Effekt kann fiir
die Expression folgender Gene beobachtet werden: NPR-2, NPR-3, TNF-q,
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CD14 und CD68 (siehe Abb. 20). Des Weiteren reduziert CNP in einer
Dosierung von 1 ug/ml statistisch signifikant, die LPS induzierte Uberexpression
der inflammatorischen Genen IL-1p sowie IL-6. Nur auf die Expression seines
eigenen Gens hat CNP keinen Einfluss (siehe Abb. 20).
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Abbildung 20: Einfluss von CNP auf die LPS induzierten Anderungen der Genexpression
(normalisiert auf GAPDH, meanstSEM). hMo=humane Monozyten, LPS=0,1ug/ul LPS,
CNP1=1ug/ul, CNP10=10ug/ul, *=p<0.05 Verglichen mit hMo 24h (schwarze Saulen), #=p<0.05
verglichen mit hMo 24h + LPS (lila Saulen).

Abgesehen von den natriuretischen Peptidrezeptoren NPR-2 und NPR-3 hat die
Dosissteigerung von CNP, von 1 auf 10 ug keinen Einfluss auf die Expression

der gemessenen Gene (siehe Abb. 20).

3.2.4. Einfluss von CNP auf die oxLDL induzierte
Reaktion (48h)

CNP in einer Dosierung von 1 ug/ml bzw. 10 ug/ml hat einen Einfluss auf die
Genexpression primarer humaner Monozyten, nach 48 Stunden Stimulation mit

oxLDL in einer Dosierung von 50 ug/ml.

Hierbei konnte bei der Expression von CNP kein statistisch signifikanter
Einfluss beobachtet werden. Das Selbe gilt fir NPR-2. CNP in einer Dosierung
von 1ug/ml hat keinen Einfluss auf die Expression von NPR-3 (Abb. 21). Bei
einer Dosissteigerung von CNP auf 10 ug/ml kam es jedoch zu einer
Hochregulation von NPR-3 (siehe Abbildung 21).
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Abbildung 21: Einfluss von CNP auf die oxLDL induzierten Veranderungen der Genexpression
(normalisiert auf die GAPDH Expression, meanstSEM). hMo=humane Monozyten,
oxLDL=50ug/ul human oxidized LDL, CNP1=1ug/ul, CNP10=10ug/ul, *=p<0.05 Verglichen mit
hMo 48h (schwarze Saulen), #=p<0.05 verglichen mit hMo 48h + oxLDL (lila Saulen).

Die Expression von TNF-a wurde durch die zusatzliche Stimulation mit CNP, in
einer Dosis von 10 ug/ml, hochreguliert. Einen Einfluss auf die Expression von
IL-1B konnte fir CNP nur in einer Dosis von 1ug/ml beobachtet werden. Hierbei
kam es zu einer Hochregulation (Abb. 21). Auf die Expression von IL-6 konnte
kein statistisch signifikanter Einfluss beobachtet werden, ebenso auf die
Expression von CD14. Bei CD68 kam es Dosis abhangig zu einer
Expressionssteigerung. Bei TGF-§ konnte nur fir CNP in einer Dosis von 10

ug/ml eine Hochregulation beobachtet werden (Abb. 21).

3.3. Pilotversuch zum Einfluss von CNP auf das
Expressionsprofil wahrend der
Ausdifferenzierung humaner Monozyten zu

Makrophagen

Fir diese Versuchsreihe wurde die Expression folgender Gene bestimmt: CNP,
NPR-2, NPR-3, TLR-4, MSR-1, CD14, CD36 sowie CD68. Die PBMCs wurden
in diesem Versuchsansatz uber acht Tage unter dem Einfluss von M-CSF bzw.
CNP ausdifferenziert. Die CNP Konzentration betrug bei diesem
Versuchsansatz 10 pg/ml. Diese Versuchsreihe erfolgte als Pilotversuch flr

weiterfuhrende Studien. Hierbei konnte beobachtet werden, dass CNP die
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Uberexpression von CD14 und CD68 verhindert (siehe Abb. 22 und 24).

CD14 +/- SD

1 o—o mcsF
1 o—o CNP
M-CSF + CNP

0,01

do d2 d4 dé d8

Abbildung 22: Expression von CD 14 unter dem Einfluss von CNP, M-CSF sowie CNP + M-
CSF zu den Beobachtungszeitpunkten Tag 0, 2, 4, 6 und 8.

TLR-4 +/- SD

1 o—o mcsF
] o—o CNP
M-CSF + CNP

0,1

do d2 d4 dé ds

Abbildung 23: Expression von TLR-4 unter dem Einfluss von CNP, M-CSF sowie CNP + M-
CSF zu den Beobachtungszeitpunkten Tag 0, 2, 4, 6 und 8.
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Abbildung 24: Expression von CD 68 unter dem Einfluss von CNP, M-CSF sowie CNP + M-
CSF zu den Beobachtungszeitpunkten Tag 0, 2, 4, 6 und 8.
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Ebenso wird die Uberexpression von TLR-4 verhindert bzw. verzégert (Abb.
23).

CNP +/- SD

0,001

0,0001 %

M-CSF + CNP

do d2 d4 dé ds

Abbildung 25: Expression von CNP unter dem Einfluss von CNP, M-CSF sowie CNP + M-CSF
zu den Beobachtungszeitpunkten Tag 0, 2, 4, 6 und 8.
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Abbildung 26: Expression von NPR-2 unter dem Einfluss von CNP, M-CSF sowie CNP + M-
CSF zu den Beobachtungszeitpunkten Tag 0, 2, 4, 6 und 8.

NPR-3 +/- SD

0,001 —
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do d2 d4 dé ds

Abbildung 27: Expression von NPR-3 unter dem Einfluss von CNP, M-CSF sowie CNP + M-
CSF zu den Beobachtungszeitpunkten Tag 0, 2, 4, 6 und 8.
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CNP verzogert ebenfalls die anfangliche Herunterregulierung der
Genexpression von CNP, NPR-2 und NPR-3, wie in den Abbildungen 25-27
dargestellt. Extrapoliert man hierbei die Verlaufskurven der Abbildungen 25-27,
betragt die Verzdégerung der M-CSF Reaktion ca. 4 Tage.

CD 36 +/- SD

0,1

0,01 o

0,001

0,0001
do d2 d4 dé d8

Abbildung 28: Expression von CD 36 unter dem Einfluss von CNP, M-CSF sowie CNP + M-
CSF zu den Beobachtungszeitpunkten Tag 0, 2, 4, 6 und 8.
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Abbildung 29: Expression von MSR-1 unter dem Einfluss von CNP, M-CSF sowie CNP + M-
CSF zu den Beobachtungszeitpunkten Tag 0, 2, 4, 6 und 8.

Wie in der Abbildung 28 dargestellt dampft CNP die Uberexpression von CD36.
Auch fiihrt die Stimulation durch CNP zu einer verzdgerten Uberexpression von
MSR-1 (siehe hierzu Abb. 29).
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4. Diskussion

4.1. Einfuhrung

Zur Untersuchung der physiologischen und pathophysiologischen Funktionen
humaner Monozyten, werden THP-1 Zellen weltweit als Standardzelllinie
verwendet [130]. Darlber hinaus werden THP-1 Zellen ebenfalls zur
Erforschung von pathophysiologischen Mechanismen in der Entstehung der
Atherosklerose herangezogen [92, 93, 174]. Wie Qin et al. in einem
umfangreichen Review Artikel zeigen konnten, eignen sich THP-1 Zellen, als
Modell, zur Erforschung von Funktionen und Mechanismen von humanen
Monozyten und Makrophagen im kardiovaskularen System [130]. Man darf
dennoch nicht auler Acht lassen, dass es zwischen THP-1 Zellen und primaren
humanen Monozyten signifikante Unterschiede gibt [130]. Die vorliegende
Arbeit konnte zeigen, dass THP-1 Zellen, sich im Hinblick auf die LPS- und
oxLDL-induzierten Anderungen im Expressionsmuster bestimmter Gene von

humanen PBMCs unterscheiden.

Ein weiterer Unterschied zeigt sich darin, dass die Basisexpression aller
analysierten Gene in humanen PBMCs signifikant hoher ist, als in der THP-1
Zelllinie. Dieser Unterschied konnte hauptsachlich darauf zurickzufihren sein,
dass die THP-1 Zellen eine Sonderform der Monozyten darstellen, die wie oben
bereits beschrieben, aus einer akut leukamischen Zelllinie hervorgegangen sind
[160]. THP-1 Zellen sind eine Zelllinie, welche unter gunstigen Bedingungen
kultiviert, unendlich lange Uuberleben kann. Primare humane Monozyten
dagegen, sind weitaus schwieriger zu kultivieren und bendtigen eine Stimulation
durch Zytokine, um sie langerfristig in Kultur halten zu kdénnen. Diese
Unterschiede zwischen THP-1 Zellen und primaren humanen Monozyten sind
bereits seit der Etablierung der THP-1 Zelllinie im wissenschaftlichen
Bewusstsein und wurden von Qin et. al in einem Review Artikel bereits
ausfuhrlich diskutiert [130].

Die Reinheit der PBMCs, die durch, die in dieser Arbeit verwendete

Isolierungsmethode erreicht wurde, lag zwischen 70,3% und 75,5%. Diese
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Resultate stimmen mit Reinheitsgraden aus diversen friheren Veroéffentlichen
uberein (64-98%) [39, 51, 87].

Die Isolierung humaner Monozyten unter Verwendung der Dichtegradienten
Zentrifugation ist eine gut etablierte [51] und vergleichsweise kostengunstige
Methode [51], z.B. im Vergleich mit einer Isolierungsmethode mittels
sogenannter magnetic beads. Letztgenannte Methode hat den Vorteil, dass sie
zu einem deutlich héheren Reinheitsgrad der isolierten Monozyten flihrt [39].
Ein Nachteil ist jedoch darin zu sehen, dass der sogenannte magnetic bead
Komplex, welcher an spezifische Oberflachen Rezeptoren von Monozyten
bindet, meist nicht von den isolierten Zellen entfernt werden kann. Dies kann zu
falschen und fehlerhaften Ergebnissen fiihren, wenn man Untersuchungen oder
Experimente durchfuhrt, welche auf den Oberflachenmerkmalen und
Rezeptoren der betroffenen Zellen fundieren. Eine verbesserte Methode
verwendet die sog. Negativselektion. Hierbei kbnnen die unerwlinschten Zellen
uber spezifische magnetisierbare Polystyren-Partikel gebunden und unter
Verwendung eines Magneten aus der Zellsuspension abgetrennt werden [111].

Leider stand diese Methode in unserem Labor nicht zur Verfigung.

4.2. Einfluss von oxLDL und LPS auf CNP und seine

Rezeptoren

Im Hinblick auf oxidiertes Low density Lipoprotein gab es bislang nur eine
Studie, in der der Einfluss von oxLDL auf die Expression und Sekretion von
CNP untersucht wurde. Diese experimentelle in Vitro Studie wurde an
Endothelzellen vom Rind durchgefuhrt [150]. Hinzu kommt, dass die
Expressionslevel von NPR-2 und NPR-3 bisher noch nicht in experimentellen
Studien bestimmt wurden, auch in der letztegenannten Studie nicht. In dieser
Untersuchung von Sugiyama et al. konnte gezeigt werden, dass oxidiertes LDL,
in Konzentrationen von 50 ug/ml, die Sekretionslevel von CNP Uber 24 Stunden
um 31% senkt. In der hier vorliegenden Arbeit flhrte oxLDL ebenfalls zu einer
Reduktion der CNP Sekretion, bzw. der genomischen Expression. Wie aus
Abbildung 15 zu entnehmen ist, betrug diese Reduktion 63 %, nach 48 Stunden

Stimulation mit oxLDL.
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Mitte des Jahres 2011, besprachen Sellitti et al. in einem Ubersichtsartikel die
bisher verfigbaren Veroéffentlichungen, die sich mit der Regulation der CNP
Expression auseinander gesetzt haben [141]. Sie identifizierten hierbei zwei
Studien, die sich mit der Regulation von CNP und Anderungen des CNP

Expressionslevels unter dem Einfluss von LPS beschaftigt haben.

In der ersten Studie wurden Versuche durchgeflihrt, bei denen unter Stimulation
mit LPS die CNP mRNA Spiegel in Maus Makrophagen, auf das 300-fache
Niveau des Ausgangswertes anstiegen [165]. In der zweiten Veroéffentlichung
wurden zwei Makrophagen-Zellreihen (THP-1 Zellen und HL-60-Zellen) mit LPS
stimuliert [77]. Hierbei zeigten sich fur beide Zellreihen inkonsistente Effekte auf
die CNP Sekretion unter Stimulation mit LPS. Hinzu kommt, dass in dieser
Studie kein Einfluss von LPS auf die CNP Sekretion und Expression primarer

humaner Monozyten/Makrophagen nachgewiesen werden konnte.

Obwohl das Zellkultur Modell in den oben genannten Studien vergleichbar mit
dem in dieser Arbeit beschriebenen methodischen Vorgehen ist, v.a. im Hinblick
auf die verwendeten Zellreihen, die Isolierungsmethode der primaren humanen
Monozyten und die Stimulation mit LPS 0,1 pg/ml, weisen die
Versuchsergebnisse trotzdem deutliche Unterschiede auf. So beispielsweise
wenn man die kumulative Sekretion des CNP-Peptides nach 40 Stunden mit
dem Expressionslevel der CNP mRNA nach 24 Stunden Stimulation mit LPS

vergleicht.

Zusatzlich zum Review von Sellitti und Mitarbeitern konnten zwei weitere
Studien ausfindig gemacht werden, die sich mit dem Einfluss von LPS auf die
CNP Sekretion, bzw. Expression beschaftigt haben [105, 149]. In der Arbeit von
Suga et al. konnte gezeigt werden, dass LPS in Endothelzellen von Rindern
eine CNP Sekretion induziert. In der Studie von Miyoshi et al. wurde die
Expression und Sekretion von CNP im Hypothalamus von Ratten gesteigert,
indem man in tierexperimentellen Versuchen, einen Septischen Schock durch

die Verabreichung von LPS bei den Tieren induziert hatte.

Zusammenfassend kann man sagen, dass die vorliegende Arbeit, nach
aktuellem Stand des Wissens, zum ersten Mal aufzeigen konnte, dass die

Expression von CNP und seiner Rezeptoren NPR-2 und NPR-3 in primaren
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humanen Monozyten durch oxLDL reguliert wird. Ebenfalls konnte zum ersten
Mal gezeigt werden, dass dieser Effekt in THP-1 und primaren humanen

Monozyten (PBMCs) unterschiedlich ausgepragt ist.

Bislang wurde, wie oben geschildert, in vier anderweitigen Studien die
Auswirkung von LPS auf die Expression und Sekretion von CNP untersucht.
Aufgrund methodischer Sachverhalte sind die Resultate dieser Studien mit den
Ergebnissen der vorliegende Arbeit nicht direkt vergleichbar. Nichts desto
weniger wurde der Einfluss von LPS auf die CNP Rezeptoren NPR-2 sowie

NPR-3 bislang nur in der vorliegenden Arbeit analysiert.

4.3. Die Expression inflammatorischer Zytokine unter

dem Einfluss von LPS

Eine Stimulation primarer humaner Monozyten mit LPS fuhrt zu einer
gesteigerten Expression und Sekretion inflammatorischer Proteine, wie TNF-q,
IL-1B und IL-6. Des Weiteren kommt es durch die Stimulation mit LPS zu einer
Hochregulation und verstarkten Expression des LPS Rezeptors CD14 und des
Makrophagen Markers CD68. Diese Beobachtungen stimmen mit

Forschungsergebnissen anderer Arbeiten Uberein [70].

Im Gegensatz dazu flhrt eine Stimulation von THP-1 Zellen mit LPS nur zu
einer Hochregulation von Interleukin 6. Ein Grund hierfir ist moglicherweise
darin zu sehen, dass es bei THP-1 Zellen zu einem frihzeitigeren Anstieg der
inflammatorischen Reaktion kommt und dadurch auch zu einem frihzeitigen
Zelluntergang. Demzufolge kénnten die unterschiedlichen Ergebnisse von THP-
1 Zellen und PBMCs auch durch einen unterschiedlichen zeitlichen Verlauf, in

der inflammatorischen Antwort zustande kommen.

In Ubereinstimmung mit der vorliegenden Arbeit, wurde auch in mehreren
anderen Studien eine LPS induzierte Hochregulation sowie Expression von
inflammatorischen Proteinen, wie TNF-a, IL-18 sowie IL-6 in primaren humanen
Monozyten beschrieben [2, 19, 29, 107, 157]. Die Methoden, die in den

aufgefiihrten Untersuchungen zur Isolierung der Monozyten angewendet



64

wurden, sowie die zellkulturellen Verfahren, als auch die LPS Konzentrationen
(0,01-1 ug/ml) und die Zeitpunkte zu denen Messungen durchgeflhrt wurden
(6-48 Stunden), sind weitestgehend mit den jeweiligen Verfahren und Methoden

der vorliegenden Arbeit vergleichbar.

Der Einfluss von LPS auf THP-1 Zellen wurde unter anderem von Perez-Perez
et al. analysiert [126]. In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der
vorliegenden Arbeit, die mit LPS Konzentrationen von 0,05 pg/ml durchgefihrt
wurde, konnte ein Anstieg von TNF-a auch in der Arbeit von Perez-Perez et al.
erst ab einer LPS Konzentration von tber 50 ug/ml registriert werden. Alle
Versuche, die mit einer geringeren LPS Konzentration durchgefihrt wurden,

konnten keinen signifikanten Anstieg von TNF-a hervorrufen.

Diese Tatsache wird unter anderem dadurch erklart, dass die LPS
Signaltransduktion durch das LPS Bindungsprotein (LBP) verstarkt wird.
Primare humane Monozyten werden in einem Medium kultiviert, das 10 %
autologes Spenderserum enthalt und dadurch auch eine unbestimmte Menge
an LBP.

Das Medium in dem THP-1 Zellen standardmafig kultiviert werden enthalt
dagegen 10 % FCS (Fetal Calf Serum), welches weitestgehend frei von LBP ist.
Die Expression von Interleukin 6 (IL-6) dagegen, wurde auch bei THP-1 Zellen

durch die Stimulation mit LPS signifikant gesteigert.

Eine weitere Ursache fur den unterschiedlichen Einfluss von LPS auf die
Reaktion von Monozyten und THP-1 Zellen kdnnte ein mehr als 4000-fach
hdherer Expressionsgrad des LPS Rezeptors CD14, in primaren humanen
Monozyten sein. In der Studie von Bas et al. konnte, im Gegensatz zu der
vorliegenden Arbeit, gezeigt werden, dass eine Stimulation der THP-1 Zellen
mit LPS zu einem signifikanten Anstieg der TNF-q, IL-18 und IL-6 Spiegel fuhrt
[19].

Im Gegensatz zu der vorliegenden Arbeit, waren die LPS Konzentrationen in
der Studie von Bas et al. jedoch annahernd 20-fach hoher. auch wurde
Lipopolysaccharid verwendet, welches aus verschiedenen E-coli Serotypen

isoliert wurde, was eine Vergleichbarkeit der Stimulationsergebnisse in Frage
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stellt. AuBerdem wurden die Konzentrationsbestimmungen der oben genannten
inflammatorische Marker kumulativ. nach 48 Stunden mittels ELISA

vorgenommen.

4.4. Die Expression inflammatorischer Zytokine unter

dem Einfluss von oxLDL

In der vorliegenden Arbeit wurden mit Ausnahme von NPR-2 samtliche
Expressionslevel der analysierten Gene, in THP-1 Zellen, durch eine
Stimulation mit oxLDL, Uber 48 Stunden, hochreguliert [siehe Abb. 15]. Im
Gegensatz dazu wurden die Expressionslevel von NPR-2 herunter reguliert.
Erstaunlicherweise wurden alle analysierten Expressionslevel in primaren
humanen Monozyten durch eine Stimulation mit oxLDL geringflgig herunter

reguliert.
Dieser Effekt war allerdings nur fur die Expression von NPR-3 signifikant.

Eine Ursache fur diese Uberraschenden Ergebnisse kdénnte man in einer
unterschiedlichen Expression oder divergierenden Strukturprofilen, von
Scavenger Rezeptoren und Toll-like Rezeptoren der primaren humane
Monozyten sehen. Im Gegensatz zu den strukturell und regelhaft exprimierten

Oberflachenrezeptoren der THP-1 Zellen.

Im Jahr 2010 veroffentlichten Levitan et al. einen sehr ausfuhrlichen
Ubersichtsartikel (iber die strukturellen Erkennungsmuster sowie die
Pathophysiologie des oxidierten LDL [82]. Eine Kernaussage dieser Arbeit ist
darin zu sehen, dass die Einflisse von oxidiertem LDL auf die inflammatorische

Antwort von der Konzentration des Lipoproteins abhangig sind.

Hohe Konzentrationen von oxLDL fuhren zu einer Hemmung von NF-kB und

folglich zu einer reduzierten Expression inflammatorischer Mediatoren.

In Ubereinstimmung mit diesen Ergebnissen konnten Jovinge et al. zeigen,

dass oxLDL in Konzentrationen von >15 pg/ml die Expression von TNF-a und
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IL-18 supprimiert, wogegen geringere Konzentrationen von oxLDL die

Expression von TNF-a signifikant steigern [67].

In der vorliegenden Arbeit wurde eine oxLDL Konzentration von 50 ug/ml
verwendet. Demzufolge stimmen die oben genannten Ergebnisse der
anderweitigen Studien mit unseren Befunden Uberein, allerdings waren der
Abfall von TNF-a und IL-1B in primaren humanen Monozyten nur als Tendenz

zu beobachten und statistisch nicht signifikant.

Die Studie von Jovinge et al. [67] hat einige Ahnlichkeiten mit den Versuchen,
die in der vorliegenden Arbeit durchgefuhrt wurden. Die Monozyten, bzw.
Makrophagen wurden durch ein vergleichbares methodisches Vorgehen isoliert
und die Analyse der Expressionsspiegel erfolgte, wie in der vorliegenden Arbeit,
nach 48 Stunden.

Ein Unterschied besteht darin, dass in der Arbeit von Jovinge et al. das LDL
durch eine hohere Konzentration von CuSO, oxidiert wurde, der
Inkubationsprozess jedoch nur fur 18 Stunden und damit etwas klrzer
durchgefuhrt wurde. DarlUber hinaus wurde die Expressionsanalyse der
inflammatorischen Zytokine mittels ELISA durchgefuhrt und nicht, wie in der

vorliegenden Arbeit, durch quantitative RT-PCR.

Im Gegensatz dazu konnte die Arbeit von Ardans et al. zeigen, dass eine
Stimulation peripherer primarer humaner Monozyten mit 5 ug/ml oxidiertem LDL
keinen Einfluss auf die Sekretion von Prostaglandin-E2 (PGE2) hat [6].
Allerdings wurden auch diese Messergebnisse durch ELISA gewonnen und

zwar bereits nach einer Inkubationszeit von nur 24 Stunden.

In einer Untersuchung von Taketa et al. konnte gezeigt werden, dass eine
Stimulation Uber 24 Stunden mit oxidiertem LDL, in Konzentrationen von 40

pg/ml, die Aktivitat von NF-kB steigern kann [155].

In Bezug darauf muss allerdings erwahnt werden, dass diese Studie mit
peritonealen Makrophagen von der Maus durchgefuhrt wurde und das hierbei
angewandte oxLDL, niedrigere Konzentrationen von TBARS (Thiobarbituric

acid reactive substances) enthielt.



67

Daruber hinaus wurde in einer Arbeit von Terkeltaub et al. aus dem Jahre 1994
gezeigt, dass eine Stimulation von PBMCs Uber 24 Stunden, mit oxLDL in
Konzentrationen von 40 ug/ml zu einem Abfall der Sekretion von IL-1f3 flhrt
[157]. In diesem Versuchsansatz konnten allerdings keine Veranderung der

TNF-a Sekretion registriert werden.

Eine Forschungsgruppe um Mikita konnte 2001 nachweisen, dass die Spiegel
von IL-1B8 und TNF-a durch die Stimulation von THP-1 Zellen Uber 72 Stunden
mit oxLDL, in Konzentrationen von 100 ug/ml, geringfigig anstiegen [100].
Diese Befunde stimmen mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit Gberein.
Im Gegensatz zu diesen Resultaten stehen die Ergebnisse einer Studie von Qiu
et al. aus dem Jahre 2007 [131].

In dieser Arbeit wurden die Konzentrationen, bzw. die Expression von TNF-q,
IL-1B sowie IL-6 durch den Einfluss von oxLDL reduziert. Sowohl die oxLDL
Konzentrationen, als auch die Oxidationsgrade des Lipoproteins waren mit

denen der vorliegenden Arbeit identisch.

Jedoch muss darauf hingewiesen werden, dass in der Arbeit von Qiu et al. der
Zeitpunkt, zu dem die Messungen vorgenommen wurden bei 72 Stunden lag
und nicht bei 48 Stunden, wie in der vorliegenden Arbeit. Hinzu kommt, dass
die THP-1 Zellen, die in diesen Versuchen verwendet wurden, zuvor mit einem
von Lentiviren stammenden Kontrollplasmid transfiziert wurden. In einer
weiteren Versuchsreihe von Terkeltaub et al. konnte kein Effekt von oxidiertem
LDL, in Konzentrationen von 75 pg/ml, auf die Expression von IL-1p

nachgewiesen werden [157].

Die Expressionsbestimmungen wurden hierbei bereits nach 24 Stunden
vorgenommen. Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die Resultate der
vorliegenden Arbeit im Wesentlichen mit den Ergebnissen der bislang zu
diesem Thema veroéffentlichten, methodisch vergleichbaren Studien vereinbar

sind.
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4.5. Einfluss von LPS und oxLDL auf die NPR-2/NPR3-
Ratio

Durch oxidiertes LDL wird eine intrazellulare Signalkaskade, uber eine
Aktivierung der Proteinkinase C (PKC) ausgeldst [133]. Hierbei vermitteln die
Rezeptoren NPR-2 und NPR-3 gegenlaufige Reaktionen [3]. Wahrend NPR-2
zu einer Aktivitdatsabnahme der PKC fuhrt, aktiviert NPR-3 die Proteinkinase C,

uber eine Stimulation der Phospholipase C [3].

Aufgrund dieser zellphysiologischen Beobachtung kann man darauf schliel3en,
dass je groler das Verhaltnis der NPR-2/NPR-3 Expressionsspiegel ist, desto
starker sollte die Hemmung von CNP auf, die durch oxLDL induzierten Effekte

ausfallen.

Die NPR2/3-Ratio variiert in PBMCs Uber die Zeit sowie nach Stimulation mit
LPS und oxLDL (Abb. 16). In der vorliegenden Arbeit war das NPR-2/NPR-3
Verhaltnis in THP-1 Zellen zum Zeitpunkt 0, sowie nach 48 Stunden grolier als
in den humanen Monozyten (siehe Abb. 16). Zu dem Messzeitpunkt von 24
Stunden sinkt das NPR-2/NPR-3 Verhaltnis in beiden Zeitlinien, auf das etwa
gleiche Niveau ab. Die Stimulation mit LPS Uber 24 Stunden fuhrte zu einem

grofieren NPR-2/NPR-3 Verhaltnis auf Seiten der humanen Monozyten.

Die Behandlung mit oxidiertem LDL Uber 48 Stunden fuhrte bei den humanen
Monozyten zu einem signifikanten Anstieg des NPR-2/NPR-3 Verhaltnisses.
Dagegen zu einem signifikanten Abfall der NPR-2/NPR-3 Ratio bei den THP-1
Zellen. Demzufolge scheint oxidiertes LDL Uber den Phospholipase-
C/Proteinkinase-C Signalweg einen negativen Ruckkoppelungsmechanismus in
humanen Monozyten auszuldsen. Oxidiertes LDL ist ebenfalls in Lage eine
intrazellulare Signaltransduktion Uber den MAP-Kinase-Signalweg auszuldsen
[3]. Uber diesen Signalweg kann einem durch oxLDL induzierten Abfall der

NPR-3 Expression in humanen Monozyten entgegengewirkt werden.

Dem gegenuber steht jedoch der Befund, dass eine Behandlung von THP-1
Zellen Uber 48 Stunden mit oxLDL zu einem Abfall der NPR-2/NPR-3 Ratio
fuhrt. Diese Erkenntnis konnte auf einen positiven Ruckkoppelungs-

Mechanismus schlief3en lassen.
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Abschlielend muss man festhalten, dass der resultierende Effekt des NPR-
2/NPR-3 Verhaltnisses auf die, durch oxLDL ausgeldsten, intrazellularen
Signalkaskaden noch weiter aufgeklart werden sollte. Es ist zudem
festzuhalten, dass die durch oxLDL ausgeldsten Effekte durch verschiedenste
intrazellulare Signalwege zustande kommen, welche zum Teil durch NPR-
2/INPR3 beeinflusst werden und zum Teil durch andere synergistische oder

sogar antagonistische Signalkaskaden.

Die in dieser Arbeit dargestellten Ergebnisse lassen die Vermutung zu, dass
das NPR-2/NPR-3 Verhaltnis fur den Einfluss von CNP auf Effekte, welche
durch oxidiertes LDL verursacht werden, von groRer Bedeutung ist. Jedoch
werden weiterfhrende Studien bendtigt um die verschiedenen intrazellularen
Signalwege detailliert aufschlisseln zu koénnen. Dies gilt besonders fur
Signalkaskaden, die bei Stimulationsversuchen mit oxLDL eine Rolle spielen
und welche interessanterweise bei THP-1 Zellen und humanen Monozyten zu

komplett unterschiedlichen Expressionsmustern gefuhrt haben.

4.6. Einfluss von CNP auf das Expressionsmuster

(durch M-CSF) ausdifferenzierter Makrophagen.

Monozyten, aber v.a. Makrophagen waren die ersten inflammatorischen Zellen,
die mit der Entstehung und Pathogenese der Arteriosklerose in Verbindung
gebracht wurden [47]. Makrophagen sind mononukledre Zellen, die der
Phagozytose sowohl von exogenen Mikroorganismen (u.a. Bakterien und
Parasiten) als auch endogenen Moleklilen sowie wu.a. Vvirusinfizierten
apoptotischen Zellen dienen und denen durch diese Fahigkeiten eine zentrale

Rolle zukommt in der Immunabwehr zukommt [132].

Makrophagen exprimieren eine grol’e Anzahl von verschiedenen Scavenger
Rezeptoren so beispielsweise MSR1, SR-BI, CD36, CD68, LOX-1 oder SREC,
die als sog. pattern recognition receptors diverse charakteristische
Oberflachenstrukturen von pathogenen Erregern, Fremdkdrpern oder
kranken/infizierten Zellen erkennen und dadurch eine bedeutsame Rolle in der

angeborenen Immunreaktion spielen [132].



70

Der Makrophagen Scavenger Rezeptor 1 (MSR1) und CD36 vermitteln die
Aufnahme von oxLDL durch Makrophagen und flhren , wie oben bereits
ausfuhrlich beschrieben, Uber eine Akkumulation von Cholesterolestern (CE)
schliel3lich zur Schaumzellbildung [132]. Eine weitere Rezeptorklasse, die ein
zentrales Bindeglied in der Verbindung zwischen Lipidmetabolismus,
angeborenem Immunsystem und Arterioskleroseentstehung darstellt, sind die
toll-like Rezeptoren (TLR) und hier v.a. die Subtypen TLR-1, TLR-2 und TLR-4
[132].

In einigen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass modifizierte und
oxidierte Formen von LDL TLR-4/CD14-vermittelt direkten Einfluss auf die
Funktion von Makrophagen haben und dies unabhangig von der Akkumulation

von Cholesterolestern und der Schaumzellbildung geschah [101, 102].

In der vorliegenden Arbeit wurde deshalb untersucht, ob CNP nicht nur durch
direkte Hemmung der Inflammation [70], sondern auch durch eine Modulation
der Expressionsstarken der oben genannten Rezeptoren einen Einfluss auf die
Entstehung der Atherosklerose haben koénnte. Alle Untersuchungen und
Experimente basierten erneut auf dem oben beschriebenen Zellkulturmodell
humaner PBMC.

Als Kontrollgruppe dienten Monozyten, die in einem Standardmedium unter
Zusatz von M-CSF zur Induktion der Ausdifferenzierung kultiviert wurden. In der
zweiten Gruppe wurde dem Medium zusatzlich CNP zugegeben. Als zweite
Kontrolle wurden Monozyten nur unter Zusatz von CNP kultiviert. Die
Expressionsraten von CD14, CD36, CD68, TLR-4, MSR-1, CNP, NPR2 und
NPRS3 sind in den Abbildungen 18-25 dargestellt.

CNP fiihrte zu einer signifikanten Dampfung der Uberexpression der
untersuchten Scavenger Rezeptoren CD36 und CD68, wahrend eine
Uberexpression von TLR-4 und MSR-1 nicht ganzlich verhindert, jedoch um
etwa vier Tage verzdogert werden konnte. CNP hemmt seine eigene

Uberexpression und die seiner Rezeptoren.

Aufgrund der bisher vorliegenden Daten kann man folgern, dass CNP somit

neben der direkten Hemmung der inflammatorischen Reaktion auch durch eine
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Modulation der Rezeptoren einen Einfluss auf das Fortschreiten der
Arteriosklerose haben konnte. In diesem Zusammenhang ist es von grofer
Bedeutung weitere Untersuchungen durchzufihren, die zur Aufschlisselung

des, durch oxLDL ausgeldsten, intrazellularen Signalweges beitragen.

4.7. CNP hat einen hemmenden Einfluss auf die LPS
induzierte inflammatorische Reaktion humaner

Monozyten

Wie in der Einleitung bereits ausflhrlich beschrieben, hat das natriuretische
Peptid Typ-C im menschlichen Organismus mannigfaltige Einflisse, Uber deren
physiologische Bedeutung man sich teilweise jedoch noch nicht vollstandig im
Klaren ist. Die vorliegende Arbeit untersucht hierbei zum ersten Mal den
Einfluss von CNP auf die LPS induzierte Produktion inflammatorischer Zytokine

in primaren humanen Monozyten/Makrophagen.

Wie oben bereits beschrieben kam es durch die Stimulation mit LPS in
humanen Monozyten zu einer statistisch signifikant gesteigerten Expression
inflammatorischer Molekule, wie IL-1B, IL-6 sowie CD68. Auch in Bezug auf
CNP konnte eine signifikant erhdhte Expression nachgewiesen werden (siehe
Abbildung 14). Diese Befunde stimmen mit den Ergebnissen aus methodisch
vergleichbaren Studien Uberein [2, 19, 125, 157].

Durch die Zugabe von CNP kam es zu einer signifikanten Unterdrickung der
LPS induzierten Uberexpression von NPR-2, NPR-3, TNF-a, IL-6, CD14 und
CD68 (siehe Abbildung 20). Eine beobachtete Unterdrickung der
Uberexpression von CNP und IL-1B war statistisch nicht signifikant. Auf
Monozyten, die mit oxidiertem LDL stimuliert wurden konnte kein Einfluss von
CNP nachgewiesen werden. Bei diesen Versuchen kam es zu keinen
Veranderungen der Genexpression, gegenuber den Experimenten in denen
oxLDL als einziger Stimulus verwendet wurde. Lediglich die Stimulation mit
hohen Konzentrationen von 10 ug/ml CNP flhrte zu einer signifikant erhéhten

Genexpression von TNF-a.
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In einer Studie von Kiemer et al. aus dem Jahre 2000 konnte bereits gezeigt
werden, dass die Natriuretischen Peptide einen hemmenden Einfluss auf die
LPS induzierte Expression von Zytokinen haben kénnen. In dieser Arbeit wurde
die TNF-a Sekretion in LPS stimulieten Maus Makrophagen durch ANP
signifikant gehemmt. Im Gegensatz zu der vorliegenden Arbeit konnte in dieser
Studie jedoch kein statistisch signifikanter hemmender Effekt von CNP auf die
TNF-a Sekretion nachgewiesen werden [70]. Allerdings konnte gezeigt werden,
dass CNP sowie der Rezeptor Ligand cANF*% die proinflammatorische
Produktion von Prostaglandin-E2 durch die Cyclooxygenase-2 unterdricken
kann. Jedoch muss man darauf hinweisen, dass in dieser Versuchsreihe mit
aus dem Knochenmark isolierten Mausmakrophagen gearbeitet wurde, auch
war die LPS Konzentrationen von 1ug/ml héher als in der vorliegenden Arbeit

und die Inkubationszeit der Zellen betrug lediglich vier Stunden.

In einer weiteren Arbeit von Mitkiewicz M et al. wurden PBMCs von der Ratte,
mit LPS stimuliert. In diesen Experimenten konnte eine Hemmung von ANP und
CNP auf die Produktion inflammatorischer Molekule, wie TNF-a, IL1-8 sowie IL-
6 registriert werden [104]. Eine Unterdrickung der IL-18 Sekretion musste in
der vorliegenden Arbeit als nicht statistisch signifikant angenommen werden,
aber ansonsten konnten auch in der vorliegenden Arbeit vergleichbare
Resultate festgestellt werden. In der Untersuchung von Mitkiewicz et al. wurde
mit LPS Konzentrationen von 1 ug/ml gearbeitet. Auch wurden die Zellen nur fur
30 Minuten mit LPS inkubiert. Die abschlieenden Analysen wurden, wie in der

vorliegenden Arbeit mittels RT-PCR gewonnen.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die Daten der vorliegenden
Arbeit mit den Ergebnissen friherer Studien (soweit methodisch vergleichbar)
konsistent sind. Diese, sowie ein Grolteil der publizierten Studien zeigten einen
hemmenden Effekt des natriuretischen Peptides Typ-C auf die LPS induzierte
Produktion inflammatorischer Zytokine. Der hemmende Einfluss von CNP auf
die LPS induzierte Uberexpression seiner Rezeptoren NPR-2 und NPR-3 wurde
bislang (soweit uns bekannt) nur in der vorliegenden Arbeit untersucht, ebenso
der Effekt von CNP auf CD14 und CD68. Die Herunterregulierung der eigenen
Rezeptoren ist in diesem Zusammenhang vermutlich als Ausdruck eines

negativen Feedback Mechanismus zu sehen.
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Aus einer ganzen Reihe von Studien und Ubersichtsarbeiten geht hervor, dass
CNP einen substantiellen Einfluss auf inflammatorische Prozesse, u.a. im
Gefallsystem hat wodurch ihm eine bedeutende Rolle in der Arteriosklerose
Entstehung zukommen kénnte. Uber welche intrazelluldren Mechanismen diese
hemmenden Effekte zustande kommen, ist jedoch bisher nur zum Teil geklart
[54, 61].

4.8. Grenzen der Studie

Man muss sich daruber im Klaren sein, dass PBMCs eine inhomogene
Zellfraktion darstellen. Limitierung in der Aussagekraft der Ergebnisse ergeben
sich nicht nur aus dieser Inhomogenitat sondern auch aus der Variabilitat der
Blutspender, der Zellvitalitdt und dem Einfluss anderer Blutzellen sowie
Blutbestandteile, auf das Reaktionsverhalten der isolierten mononuklearen
Zellen [130].

Spricht man von PBMCs, so sind damit nicht nur Monozyten gemeint, diese
Zellfraktion beinhaltet dartber hinaus u.a. noch Lymphozyten sowie naturliche
Killerzellen. Es ist nicht auszuschliel3en, dass alle o0.g. Faktoren einen gewissen
Einfluss auf die Validitat und Varianz der experimentell gewonnenen Resultate

haben.

In der vorliegenden Arbeit wurden die PBMCs durch Zentrifugation in einem
Dichtegradienten isoliert und durch anschlielfendes Absetzten in einer
Zellkulturflasche von anderen Zellen, v.a. Lymphozyten, gereinigt. Dieses
methodische Vorgehen zur Isolierung bzw. Reinigung der primaren humanen
Monozyten kdnnte ebenfalls einen Einfluss auf die Basisexpression der Gene

haben.

Da aber alle Ergebnisse der vorliegenden Arbeit ausgehend von dieser
Methode gewonnen wurden ist davon auszugehen, dass die Resultate aus allen
Versuchen untereinander direkt vergleichbar sind. Dasselbe gilt auch fur die
Effekte, die unter der Stimulation mit LPS, oxLDL, M-CSF sowie CNP

beobachtet werden konnten.
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Um moglichen Interferenzen der Isolierungsmethode mit den Resultaten
entgegenzuwirken, kénnte man Monozyten flr zuklnftige Experimente durch
negative Selektion gewinnen. Durch diese Methode der negativen Selektion,
werden alle Zellen, die nicht den Oberflachenmarker CD14 tragen aus dem
Zellgemisch entfernt und zuriick bleiben sogenannte ,untouched CD14"
Monozyten. Leider war zu der Zeit, als die Experimente der vorliegenden Arbeit

durchgefuhrt wurden, diese Methode in unserem Labor nicht verfligbar.

4.9. Kernaussagen

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass die Basisexpression von CNP-
NPR-2, NPR-3, TNF-a, IL-1B3, IL-6, CD14 und CD68 in THP-1 Zellen signifikant
niedriger ausgepragt war, im Vergleich zu primaren humanen Monozyten. In
beiden Zelllinien fuhrt eine Stimulation mit oxidietem LDL zu einem
divergierenden Wechsel in der Expression der oben genannten Gene. Des
Weiteren konnte durch oxLDL ein gegensatzlicher Effekt auf das NPR-2/NPR-3
Verhaltnis von THP-1 Zellen und primaren humanen Monozyten beobachtet

werden.

Im Hinblick auf Experimente, die sich mit dem Natriuretische Peptid Typ-C
(CNP) und seinen Rezeptoren NPR-2 und NPR-3 beschaftigen, sollten Daten
die in Versuchen mit THP-1 Zellen gewonnen wurden, zuklnftig durch
Versuche mit primaren humanen Monozyten validiert werden. Auch wenn deren

Handhabung deutlich schwieriger und aufwandiger ist.

Dennoch kénnen THP-1 Zellen weiterhin als Negative Kontrolle dienen, so
beispielsweise flr zukunftige Studien, die sich mit den intrazellularen
Signalkaskaden von Monozyten und Makrophagen beschaftigen. Dies gilt im
Besonderen fur Effekte des oxidierten LDLs auf das CNP-System in Monozyten

und Makrophagen.
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5. Zusammenfassung

Monozyten und Makrophagen spielen eine wichtige Rolle wahrend der
Entstehung atherosklerotischer Plaques und Lasionen. Als ein grundlegender
Pathomechanismus wird die Aufnahme von subendothelial oxidierten
Lipoproteinen, v.a. oxLDL, durch Monozyten und Makrophagen diskutiert. Im
Gegensatz zur regulierten und Feedback gehemmten Aufnahme von nativen
LDL, erfolgt die Aufnahme von oxLDL im Wesentlichen ungehemmt Uber sog.
Scavenger-Rezeptoren. Die Makrophagen wandeln sich im Folgenden zu
Schaumzellen um und sezernieren inflammatorische Zytokine, die wiederum
den Prozess der Plaqueentstehung und einen inflammatorische Teufelskreis

aufrecht erhalten.

Das natriuretische Peptid Typ-C zeigt eine starke Expression in
atherosklerotischen Plaques der Koronargefale sowie der Carotiden, wobei
diese verstarkte Expression v.a. in den dort ortsstandigen Makrophagen
nachzuweisen ist. Somit ist es von Interesse, welchen Einfluss CNP auf
Monozyten bzw. Makrophagen und damit auf die Pathogenese der

Atheroskleroseentstehung besitzt.

In der vorliegenden Arbeit soll der Einfluss von Natriuretischem Peptid Typ-C
auf das physiologische und pathophysiologische Expressionsmuster von
humanen Monozyten, sowie THP-1 Zellen untersucht werden. In wieweit die
aus THP-1 Zellen gewonnenen Erkenntnisse auf primare humane Monozyten
Ubertragbar sind ist ungewiss. Deshalb wurde in dieser Studie zum einen die
Basisexpression von CNP, NPR2, NPR3, TNF-a, IL-1$, IL-6, CD14 und CD68
in THP-1 Zellen gemessen und mit der von humanen, gesunden Monozyten
bzw. monozytarer Zellen (peripheral blood monocytic cells, PBMC) verglichen.
Zudem wurden beide Zellarten sowohl mit LPS als auch mit oxLDL stimuliert
und die Anderungen der Expressionsstirken der oben genannten Gene

analysiert.

Hierzu wurden etablierte Zellkulturmodelle verwendet. Aus dem peripheren,

vendsen Blut gesunder Probanden wurden die mononuklearen Zellen per
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Zentrifugieren Uber einen Dichtegradienten isoliert und die Monozyten durch

das Entfernen nichthaftender Zellen selektioniert.

In PBMC waren alle oben genannten Gene statistisch signifikant starker
exprimiert. LPS fuhrte in PBMC zu einer Steigerung der Expressionsraten aller
Gene. Diese Anderungen waren fiir CNP, TNF-q, IL-1p, IL-6, CD14 und CD68
statistisch signifikant. Dagegen fuhrte LPS in THP-1 Zellen nur bei IL-6 zu einer
signifikanten Steigerung der Expressionsrate. Die Stimulierung der Zellen mit
oxLDL fuhrte in PBMC zu divergierenden Effekten als in THP-1 Zellen.
Wahrend es in PBMC tendenziell zu einem Abfall der Expressionsraten kam
(nur fur NPR3 signifikant), fihrte oxLDL in THP-1 Zellen zu einem signifikanten
Anstieg von NPR3, TNF-a, IL-18, IL-6, CD14 und CD68, sowie zu einem

signifikanten Abfall der Expressionsraten von NPR2.

Zusammenfassend konnte dieser Versuchsansatz der vorliegenden Arbeit
zeigen, dass sowohl das Basisgenexpressionsprofii von PBMC und THP-1
Zellen deutliche Unterschiede aufweist und dass beide Zellarten unterschiedlich
auf Stimulation mit LPS und oxLDL reagieren. Aufgrund dieser deutlichen
Unterschiede sollten fur die Erforschung der pathophysiologischen Rolle der
Monozyten bei der Arterioskleroseentstehung trotz der mihsameren und
aufwendigeren Handhabung vorzugsweise humane, gesunde, periphere
Monozyten verwendet werden, um Ergebnisse, die aus THP-1 Zellen gewonnen

wurden zu validieren.

In einem weiteren Versuchsansatz wurde untersucht, ob CNP nicht nur durch
eine potentiell direkte Hemmung der Inflammation, sondern auch durch
Modulation der Expressionsstarken der natriuretischen Peptid Rezeptoren
einen Einfluss auf die Entstehung der Arteriosklerose haben koénnte. Alle
Untersuchungen basieren erneut auf dem oben beschriebenen etablierten
Zellkulturmodell humaner PBMC. Als Kontrollgruppe dienten Monozyten, die in
einem Standardmedium unter Zusatz von M-CSF zur Induktion der
Ausdifferenzierung kultiviert wurden. In der zweiten Gruppe wurde dem Medium

zusatzlich CNP zugegeben.

Als zweite Kontrolle wurden Monozyten nur unter Zusatz von CNP kultiviert. Die
Expressionsraten von CD14, CD36, CD68, TLR-4, MSR-1, CNP, NPR2 und
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NPR3 wurden in diesem Versuchsansatz bestimmt. CNP flhrte zu einer
signifikanten Dampfung der Uberexpression der untersuchten Scavenger
Rezeptoren CD36 und CD68, wahrend eine Uberexpression von TLR-4 und
MSR-1 nicht verhindert, jedoch um ca. 4 Tage verzoégert wurde. CNP hemmt
seine eigene Uberexpression und die seiner Rezeptoren. Aufgrund der bisher
vorliegenden Daten kann man folgern, dass CNP somit neben der direkten
Hemmung der inflammatorischen Reaktion auch durch Rezeptorenmodulation

einen Einfluss auf die Arterioskleroseprogression haben konnte.
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7. Abkurzungsverzeichnis

Abb. Abbildung

ACh Acetylcholin

AK Antikorper

ANP Atriales natriuretisches Peptid
Aqua dest. destilliertes Wasser

BNP Brain natriuretic Peptide

bzw. beziehungsweise

cANF*2 synthetischer atrialer natriuretischer Faktor
c° Grad Celsius

CCR Chemokinrezeptor

CD Cluster of differentiation /

Differenzierungsfaktor
cDNA copy desoxyribonucleic acid /

komplementare Desoxyribonukleinsaure

cGK cGMP dependent kinase

cGMP zyklisches Guanosinmonophosphat

CNP Natriuretisches Peptid Typ-C

CX3CR1 Chemokinrezeptor 1 - CX3

DAG Diacylglycerin

DNA Desoxyribonukleinsaure

EDTA Ethylendiamintetraacetat

ER Endoplasmatisches Retikulum

FACS fluorescence activated cell sorting /
Durchflusszytometrie

FGF Fibroblast Growth Factor

GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenas
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GC
GIRK

GM-CSF
HDL
HE
ICAM
IL-18
IL-6
IP-3
KHK
LBP
LPS
LSAB
M-CSF
mg

MHC

min

mi
MMP
MPS
MSR-1
MTT
NF-«xB
NP
NPR-2

NPR-3

Guanylatcyclase

G protein-coupled inwardly-rectifying potassium channels
Gramm

Granulocyte macrophage colony-stimulating factor
High density Lipoprotein

Hamatoxylin Eosin

intercellular adhesion molecule

Interleukin 1B

Interleukin 6

Inositoltriphosphat

Koronare Herzkrankheit

Lipopolysaccharid bindendes Protein
Lipopolysaccharid

Labelled (Strept-)Avidin-Biotin-Methode
Macrophage colony stimulating factor

Milligramm

major histocompatibility complex /
Haupthistokompatibilitatskomplex

Minute

Milliliter

Matrix-Metalloproteasen

Mononuklear phagozytares System

Macrophage scavenger receptor 1
3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid
nuclear factor kappa B

natriuretisches Peptid

Natriuretic Peptide Receptor-2

Natriuretic Peptide Receptor-3
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NTproBNP
oxLDL
PAMP
pAVK
PBC
PBMC
PBS
PCR
PDGF
PKC
PLC
PRR
RES
RMPI
RNA
ROS

RT
gRT-PCR
RT-PCR
Tab.
TBARS
TGF-B
TLR-4
TNF-a
USW.
VCAM
VEGF

N-terminales pro-Brain natriuretisches Peptid
Oxidiertes Low density Lipoprotein
Pathogen-assoziierte molekulare Muster
Periphere Arterielle Verschlusskrankheit
peripheral blood cell

Peripheral Blood Mononuclear Cell
Phosphate buffered saline

Polymerase Kettenreaktion

Platelet derived growth factor
Proteinkinase C

Phospholipase C

Pattern Recognition Receptor
Retikuloendotheliales System

Roswell Park Memorial Institute Medium
Ribonukleinsaure

Radikale Sauerstoffspezies

Raumtemperatur

quantitative Realtime Polymerase Kettenreaktion

Reverse Transkriptase-Polymerase Kettenreaktion

Tabelle

Thiobarbituric acid reactive substances
Transforming growth factor

Toll-like Rezeptor 4

Tumor Nekrose Faktor-alpha

und so weiter

Vascular cell adhesion molecule

Vascular endothelial growth factor
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z. B. zum Beispiel
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