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Zusammenfassung

Kardiovaskulare Erkrankungen gelten als die haufigste Todesursache weltweit (Nowbar et al.
2019). Sie werden in den meisten Fallen durch atherosklerotische Veranderungen der Herz-
kranzgeféBBe verursacht, die bereits Jahrzehnte vor einer klinischen Manifestation in den Ge-
faBwanden auftreten und dann unbemerkt voranschreiten (zur Ubersicht siehe (Lusis 2000)).
Erst kurzlich konnten durch genomweite Assoziationsstudien 163 Einzelnukleotid-Polymor-
phismen (SNP) identifiziert werden, die mit einer erhéhten Inzidenz von Myokardinfarkten in
Verbindung gebracht werden kénnen (zur Ubersicht siehe (Erdmann et al. 2018)). Einer dieser
SNPs ist rs7692387 (Deloukas et al. 2013). Er befindet sich auf Chromosom 4 und beeinflusst
eine Transkriptionsfaktor-Bindungsstelle am GUCY1A1-Genlokus, woraufhin GUCY1A1 beim
Vorliegen des Risikoallels vermindert exprimiert wird (Kessler et al. 2017). Das GUCY1A1-
Gen kodiert fur die a1-Untereinheit der I16slichen Guanylatzyklase (sGC), ein Enzym mit einer
zentralen Rolle in der Stickstoffmonoxid/zyklisches Guanosinmonophosphat-Signalkaskade,
die eine wichtige Funktion in glatten Muskelzellen, aber insbesondere auch in Thrombozyten
hat (zur Ubersicht siehe (Wobst et al. 2018)). In dieser Arbeit wurde isoliert der Einfluss der
thrombozytaren sGC auf die Entstehung und Progredienz atherosklerotischer Plaques unter-
sucht. Um eine sGC-spefizische Knockout Mauslinie zu generieren, wurden PF4-Cre* mit
Gucy1b1™¥ox M3usen gekreuzt. Diese Mause wurden dann mit Ldlr’~ Mausen auf einen
proatherogenen Hintergrund gekreuzt. Die entstandenen PF4-Cre*Gucy1b1™x dlr" sowie
Ldir Mause erhielten lber zehn Wochen eine cholesterinreiche Erndhrung. AnschlieBende
Gewichts- und Blutanalysen zeigten keine Unterschiede zwischen beiden Gruppen. Die Ana-
lyse der atherosklerotischen Plaques erfolgte anhand serieller Schnitte der Aortenwurzel, wel-
che mittels Masson-Trichrom-Farbung analysiert wurden. So konnte in den PF4-
Cre*Gucy1b1™¥x| dlr’- Mausen eine groBere Plaqueflache als in Ldlr’” Mausen nachgewie-
sen werden. Zusatzlich konnte mittels Durchflusszytometrie der Aorta eine gesteigerte Inflam-
mation der GefaBwande von PF4-Cre*Gucy1b1™/x dlr- Mausen beobachtet werden. Dar-
Uber hinaus zeigte ein in vitro Adhdsionsversuch, dass Wildtyp Monozyten nach Inkubation mit
dem Uberstand von aktivierten PF4-Cre*Gucy1b1™x Thrombozyten stirker an Wildtyp En-
dothelzellen adharieren als nach Inkubation mit dem Uberstand von aktivierten PF4-Cre
Gucy1b1™¥1x Thrombozyten. Zusammenfassend deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass
der Funktionsausfall der thrombozytdren sGC eine verstarkte Rekrutierung inflammatorischer
Zellen zur Folge hat und so die Entstehung atherosklerotischer Plaques férdert. Zudem deuten
die Ergebnisse dieser Arbeit darauf hin, dass aktivierte PF4-Cre*Gucy1b1™/%x Thrombozyten
Chemokine und Zytokine sezernieren, welche, Gbertragen auf den Menschen, womdglich das
Risiko fur die Entstehung koronarer Herzerkrankungen bei Risikoalleltragern erhéhen. Die Mo-
dulation der thrombozytaren Aktivitédt scheint somit fir GUCY1A1-Risikoalleltréager eine viel-
versprechende therapeutische Strategie darzustellen.

IX



Abstract

Coronary artery disease (CAD), which is caused by atherosclerosis, is the leading cause of
death in the world (Nowbar et al. 2019). The formation of atherosclerosis often remains unno-
ticed and can appear decades before clinical manifestation (for overview see (Lusis 2000)).
Genome-wide association studies (GWAS) identified single nucleotide polymorphisms (SNPs)
which are associated with an increased risk of CAD and myocardial infarction. So far, 163
SNPs, which are associated with CAD and distributed all over the genome, have been found
(for overview see (Erdmann et al. 2018)). One of them tags the GUCY1A1 gene (previously
known as GUCY1A3), which is located on chromosome 4 (Deloukas et al. 2013). The SNP
rs7692387 interrupts an enhancer element and causes reduced GUCY1A1 expression (Kess-
ler et al. 2017). The GUCY1A1 gene encodes for the as-subunit of the soluble guanylyl cyclase
(sGC), a central enzyme in the nitric oxide/cyclic guanosine monophosphate signaling pathway
(NO/cGMP) (for overview see (Wobst et al. 2018)). In this work we sought to investigate the
effect of sGC in platelets on the formation and progression of atherosclerotic plaques. By
crossbreeding PF4-Cre* with Gucy1b1™x mice we generated a knockout of the sGC pre-
dominantly in platelets. In order to provoke atherosclerosis, the mice were crossbred with Ldlr
" mice and then fed a Western diet (WD) for 10 weeks. Weight and cholesterol levels did not
differ between the genotypes. To investigate atherosclerotic plague formation, serial sections
of the aortic root were analysed. PF4-Cre*Gucy1b1™¥"X[ dlr"- mice showed larger plaques
than Ldlr” mice. Furthermore, the accumulation of inflammatory cells in the aorta was analysed
by flow cytometry. More numerous neutrophils and Ly6¢"@" monocytes were detected in the
aortic wall of PF4-Cre*Gucy1b1™x| dir’” mice. Adhesion assays revealed enhanced adhe-
sion of wildtype monocytes to wildtype endothelial cells after incubation with supernatant from
activated PF4-Cre*Gucy1b1™"x[ dlr”- compared to PF4-Cre Gucy1b1™/x [ dir" platelets.
Taken together, these data suggest that the loss of platelet sGC leads to an increased recruit-
ment of inflammatory cells and atherosclerotic plaque formation. We assume that, induced by
the loss of function of sGC, the activation of platelets lacking sGC leads to secretion of cyto-
kines, which may in turn increase CAD risk. Thus, the modulation of platelet activity appears
to be a promising therapeutic target for carriers of the GUCY1AT1 risk allele.



1. Einleitung

1.1. Koronare Herzerkrankungen

1.1.1. Epidemiologie

Die koronare Herzerkrankung (KHK) ist durch atherosklerotische Veranderungen der Herz-
kranzgeféaBBe, die zu einer Minderperfusion und nachfolgend zu einem Sauerstoffmangel der
distal der Lasion befindlichen Myokardanteile fiihren, bedingt (zur Ubersicht siehe (Lusis
2000)). Auch wenn in den letzten Jahren die Inzidenz der KHK und des Myokardinfarkts auf-
grund verbesserter Mdglichkeiten zur Friherkennung und Pravention gesenkt werden konnte,
gelten kardiovaskulare Erkrankungen weltweit als die filhrende Todesursache (Nowbar et al.
2019).

1.1.2. Entstehung und traditionelle Risikofaktoren

Die Atherosklerose ist ein multifaktorieller, chronisch entziindlicher Prozess, der Uber Jahr-
zehnte unbemerkt voranschreitet. Dabei kommt es durch die Akkumulation von inflammatori-
schen Zellen, Lipiden und extrazellularer Matrix zu Veranderungen der GefaBwand (zur Uber-
sicht siehe (Libby et al. 2011)). Schon kleine Lasionen von Endothelzellen kénnen athero-
sklerotische Veranderungen initiieren. Sie erh6hen die Permeabilitét fir oxidierte Low Density
Lipoproteine (LDL), die sich dann in der dem GefaBlumen anliegenden Tunica Intima anrei-
chern. Die Lasionen fuhren aber auch zu einer Adh&sion von Leukozyten und Thrombozyten
(zur Ubersicht siehe (Weber et al. 2008)). Die adhérierenden Leukozyten sind zum groBen Teil
Monozyten, die sich nach der Migration in die Intima zu Makrophagen differenzieren (zur Uber-
sicht siehe (Soehnlein et al. 2009a)). Die Makrophagen phagozytieren dann das oxidierte LDL
und bilden so Schaumzellen, die bei Akkumulation makroskopisch als Fatty Streaks imponie-
ren kénnen. Sie stellen eine Vorstufe der Atherosklerose dar, die bereits Jahrzehnte vor klini-
scher Manifestation auftritt (zur Ubersicht siehe (Lusis 2000)). Mit der Zeit kommt es zur
Apoptose dieser Schaumzellen. Sie werden dann wiederum durch Makrophagen phagozytiert.
Mit dem Fortschreiten der Atherosklerose erschépft sich so die phagozytotische Kapazitat. Es
fallen dann immer mehr apoptotische Zellen und Lipide an, die im Zentrum der Plaque zu
einem nekrotischen Kern akkumulieren (zur Ubersicht siehe (Tabas 2010)). Gleichzeitig trans-
migrieren Myofibroblasten aus der Tunica media in die Tunica intima, wo sie extrazellulare
Matrix sezernieren, mit der sie eine fibrotische Kappe bilden, die den nekrotischen Kern und
die Schaumzellen umschlieBt (zur Ubersicht siehe (Tabas 2010)). Diese Vorgénge fiihren zum
exzentrischen Wachstum der Plaque. Im fortgeschrittenen Stadium kann es so zu einer Min-
derdurchblutung des distalen Myokards kommen und als Folge dessen zur stabilen Angina
pectoris (zur Ubersicht siehe (Lusis 2000)).



Mit dem Fortschreiten der Plaquebildung kommt es, induziert durch die Akkumulation der
apoptotischen Zellen, zu einer chronischen Inflammation der Lasion (zur Ubersicht siehe (Ta-
bas 2005)). Folglich sammeln sich in der Plaque matrixabbauende Proteasen und Zytokine
an, die wiederum eine Ausdiinnung der fibrotischen Kappe induzieren (zur Ubersicht siehe
(Soehnlein et al. 2009a)). Eine Erosion kann schlussendlich der Ausléser fiir eine Ruptur sein,
durch die thrombogenes Material exponiert wird, woraufhin dann ein Thrombus entsteht. Die-
ser kann zum GeféaBverschluss flihren, wodurch distal ein ischdmisches Myokardareal ent-
steht. Dies manifestiert sich im klinischen Erscheinungsbild als Myokardinfarkt (zur Ubersicht
siehe (Lusis 2000)). Die Pathogenese der Atherosklerose ist in Abbildung 1 schematisch dar-
gestellt.

Blood vessel lumen Leukocyte and
platelet adhesion |

Leukocytev\. o

Endothelial cell

Intima
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{ /| Neovascularization \
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Entstehung von Atherosklerose. Plaguebildung (a), -progression
(b) bis hin zur Plaqueruptur (¢) und Thrombusbildung (d). Abbildung 1 aus (Weber et al. 2008) mit freundlicher
Genehmigung von Springer Nature Verlag. Copyright © 2008



Wahrend das fortgeschrittene Stadium der Atherosklerose und die Mechanismen der Plaque-
ruptur gut verstanden sind, werfen die molekularen Vorgange wahrend der initialen Entstehung
und der Progredienz noch Fragen auf. Transgene Mausmodelle erméglichen es, bisher noch
unbekannte molekulare Ablaufe zu untersuchen.

Monozyten spielen eine groBe Rolle bei der Entstehung atherosklerotischer Plaques (zur
Ubersicht siehe (Lusis 2000)). Hierbei unterscheidet man zwei Gruppen muriner Monozyten
anhand ihrer Expression des Lymphozyten Antigens 6¢ (Ly6c). Zum einen gibt es Ly6c""
Monozyten, welche auch als inflammatorische Monozyten bezeichnet werden (zur Ubersicht
siehe (Weber et al. 2008) und (Combadiere et al. 2008)). Sie sezernieren Zytokine, wie TNF-
a und Interleukine und sammeln sich in Geweben nach Aufnahme im Rahmen von inflamma-
torischen Prozessen an (zur Ubersicht siehe (Serbina et al. 2008)). Zum anderen gibt es die
nicht-inflammatorischen Ly6c°” Monozyten, deren Funktion noch nicht endglltig geklart ist.
Sie befinden sich nicht nur in entziindeten sondern primér auch in gesunden Geweben, wo sie
zu Makrophagen ausdifferenzieren kdnnen (zur Ubersicht siehe (Weber et al. 2008)).
Weniger bekannt ist hingegen (ber die Rolle von neutrophilen Granulozyten. Aus diesem
Grund hat man den Einfluss dieser Zellen lange Zeit unterschatzt (zur Ubersicht siehe (Soehn-
lein et al. 2009b)). In den letzten Jahren konnte jedoch gezeigt werden, dass sich eine indu-
zierte Neutrophilie verstéarkend auf die Entstehung und Progredienz atherosklerotischer
Plaques auswirkt. Es wird vermutet, dass neutrophile Granulozyten als Reaktion auf inflamm-
atorische Reize sogenannte neutrophil extracellular traps (NETs) bilden. Diese wirken throm-
bogen und induzieren Lasionen an Endothelzellen (zur Ubersicht siehe (Déring et al. 2017)).
Darliber hinaus sezernieren Granulozyten inflammatorische Mediatoren, die Apoptose,
Wachstum und Instabilitat atherosklerotischer Plaques begiinstigen (zur Ubersicht siehe
(Weber et al. 2008)).

Kardiovaskulare Risikofaktoren beglinstigen die Entwicklung der Atherosklerose. Sie sind in
beeinflussbare und nicht beeinflussbare Risikofaktoren unterteilbar. Die bekannten Hauptrisi-
kofaktoren sind Hypertonie, Dyslipididmie, Diabetes mellitus und Nikotinabusus (zur Ubersicht
siehe (Piepoli et al. 2016)). Diese Risikofaktoren kbnnen medikamentds sowie durch Lebens-
stilanpassungen positiv beeinflusst werden. Nicht medikamentds beeinflussbar sind hingegen
erblich bedingte Risikofaktoren, Geschlecht und fortgeschrittenes Alter.



1.1.3. Genetische Risikofaktoren

Die Framingham- und Marenberg-Zwillings-Studie beschrieben bereits in den 90er Jahren eine
positive Familienanamnese als unabhangigen Risikofaktor fiir Myokardinfarkte (Myers et al.
1990; Marenberg et al. 1994). Allerdings verlief die Suche nach genetischen Veranderungen
fur lange Zeit erfolglos. Der Durchbruch gelang durch genomweite Assoziationsstudien
(GWAS). Diese wurden dank der vollstandigen Dekodierung der menschlichen Desoxyribo-
nukleinsdure (DNS) sowie der Beschreibung von Einzelnukleotid-Polymorphismen (SNPs)
und der Entwicklung von Genotypisierungs-Arrays ermdoglicht (Lander et al. 2001;
Sachidanandam et al. 2001). GWAS untersuchen mithilfe von Hochdurchsatztechnologien sta-
tistische Assoziationen zwischen dem Genotyp und einem bekannten Phanotyp, in diesem
Fall der KHK bzw. dem Myokardinfarkt (zur Ubersicht siehe (Kessler et al. 2013)). Uber eine
Million bekannter SNPs wurden mit dem Ziel Genabschnitte zu finden, die mit dem Phanotyp
assoziiert sind, untersucht. Um mdglichst prazise Ergebnisse und eine hohe statistische Aus-
sagekraft zu erhalten, wurden Konsortien wie Coronary ARtery Disease Genome-wide Repli-
cation and Meta-analysis (CARDIoGRAM) (Schunkert et al. 2011), Coronary Artery Disease
(C4D) (The Coronary Artery Disease (C4D) Genetics Consortium 2011), Myocardial Infarction
Genetics (MIGen) (Kathiresan et al. 2009) und die United Kingdom Biobank (UKBB) (Collins
2012) gegrundet. Des Weiteren wurde 2012 die UK-Biodatenbank fir Wissenschaftler zugang-
lich gemacht. Diese umfasst genetische und phanotypische Informationen von 500.000 frei-
willigen europaischen Probanden und ist damit zurzeit eine der gré3ten Biodatenbanken (zur
Ubersicht siehe (Collins 2012)). Bis heute wurden durch GWAS mehr als 160 genomische Loci
beschrieben, die mit einem erhdhten KHK- bzw. Myokardinfarkt-Risiko einhergehen (zur Uber-
sicht siehe (Erdmann et al. 2018)). Wie in Abbildung 2 gezeigt, kann nur ein Teil der geneti-
schen Befunde mit der Pathophysiologie bekannter kardiovaskularen Risikofaktoren in Verbin-
dung gebracht werden (Erdmann et al. 2018). Bisher handelt es sich dabei jedoch nur um
genetische Assoziationen, deren Art des Einflusses molekularbiologisch und biochemisch

noch weiter untersucht werden muss.
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Abbildung 2: Abbildung 2 aus (Erdmann et al. 2018) mit Darstellung der 163 bekannten genomischen Loci, die
mit einem erhéhten KHK-Risiko einhergehen und der dazu gehdérigen Pathophysiologie. Mit freundlicher Geneh-
migung von Oxford University Press. Copyright © 2018

1.2. Thrombozyten und Atherosklerose

Im Jahr 2013 haben Erdmann et al. das Exom, das hei3t den kodierenden Anteil des Genoms,
einer Familie mit familidrer Haufung von Myokardinfarkten und KHK-Manifestation in jungem
Alter analysiert. Mittels Sequenzierung des Exoms dreier Familienmitglieder wurde eine dige-
nische Mutation identifiziert, die mit dem Phanotyp cosegregiert (Erdmann et al. 2013). Bei
einer Mutation handelte es sich um einen Frameshift (p.Leu163Phefs*24) im GUCY1A1-Gen
(nach friherer Nomenklatur: GUCY1A3 (HUGO Gene Nomenclature Committee 2019a)), die
zu einem vorzeitigen Stopp-Codon fuhrt. Das GUCY1A71-Gen kodiert fur die a1-Untereinheit
der I8slichen Guanylatzyklase (sGC) (zur Ubersicht siehe (Wobst et al. 2015b)). Bei der ande-
ren Mutation handelte es sich um einen Aminosaureaustausch (Missense; p.Ser525Leu) im
CCT7-Gen, welches fur das Protein CCTn kodiert, das als die Guanylatzyklase stabilisierend
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beschrieben wurde (Hanafy et al. 2004). Die Analyse des vorhandenen Genmaterials weiterer
Familienmitglieder hat gezeigt, dass alle Trager beider Mutationen an einer KHK in jungem
Alter litten (Erdmann et al. 2013). Um die Relevanz der GUCY1A7-Mutation weiter beurteilen
zu kénnen, wurden in vitro- sowie in vivo-Versuche durchgefiihrt. So filhrte die Uberexpression
von Gucy1a1rLeulssPheis24 7, ainer um 80-96 % reduzierten Expression der sGC-a7-Unterein-
heit im Vergleich zum Wildtyp-Gen und zu einer signifikant reduzierten Synthese des second
messengers cGMP (Erdmann et al. 2013). In Mausen, in denen Gucy1a1l ausgeschaltet war,
trat schneller eine Thrombusbildung nach experimenteller GefaBschadigung auf (Erdmann et
al. 2013). Zusatzlich zu dieser Mutation wurde das Gen in GWAS ebenfalls mit erhéhtem KHK
assoziiert (Deloukas et al. 2013). Der GUCY1A1-Locus gehért somit zu einem kleinen Kreis
von Genen, fiir die sowohl seltene Varianten bzw. Mutationen beschrieben wurden, die mit
dem KHK-Risiko assoziiert sind, als auch haufige Varianten aus GWAS. Kessler et al. konnten
2017 zeigen, dass die haufige Variante rs76923787, die mit dem KHK-Risiko assoziiert ist, in
einer Enhancer-Region lokalisiert ist, welche die Expression des GUCY1A1-Gens steigert
(Kessler et al. 2017). Das Vorliegen der Risikovariante G flhrte zu differenzierter Bindung des
Transkriptionsfaktor ZEB1, was zu einer verminderten Expression von GUCY 1A7 fihrt. Als
Folge werden glatte Muskelzellen, die den GG-Genotyp tragen, in ihrer Migration nach Stimu-
lation der sGC weniger inhibiert. AuBerdem ist die inhibitorische Wirkung von Stickstoffmono-
xid auf die Thrombozytenaggregation bei homozygoten Risikoalleltragern im Vergleich zu ho-
mozygoten Nichtrisikoalleltragern reduziert (Kessler et al. 2017).

Auch wenn diese beiden Studien eine wesentliche Rolle der sGC in Thrombozyten im Rahmen
der Atherosklerose nahelegen, steht der Nachweis eines Einflusses auf die Atherosklerose
bisher aus. Die Rolle von Thrombozyten in der Atherosklerose wird insgesamt kontrovers dis-
kutiert (zur Ubersicht siehe (Kessler et al. 2020)) unter anderem, da antithrombozytare Thera-
pien in der Primarpréavention der KHK bisher keine Erfolge verzeichnen konnten (Zur Ubersicht
siehe (Patrono 2015)). In einer post-hoc Analyse zweier groBer Studien, die den Einfluss einer
primérprophylaktischen Gabe von Aspirin auf das Auftreten kardiovaskularer Ereignisse un-
tersuchten, fanden Hall und Kollegen jedoch heraus, dass homozygote Trager der rs7692387 -
Risikovariante von Aspirin profitieren kénnten (Hall et al. 2019).



1.3. Losliche Guanylatzyklase

Die sGC ist ein zentrales Enzym der Stickstoffmonoxid/zyklisches Guanosinmonophosphat-
(NO/cGMP-) Signalkaskade. 1998 wurde der Nobelpreis fir Physiologie und Medizin an Ro-
bert Francis Furchgott, Louis Ignarro und Ferid Murad fir ihre Arbeiten Uber die NO/cGMP-
Signalkaskade verliehen (Furchgott und Zawadzki 1980; Ignarro et al. 1987). Die sGC hat eine
zentrale Aufgabe in dieser Signalkaskade (zur Ubersicht siehe (Wobst et al. 2015a)). GWAS
konnten bisher finf Mutationen identifizieren, die einen Einfluss auf diese Signalkaskade ha-
ben. Es wird vermutet, dass so Einfluss auf die Progredienz und das Risiko einer Ruptur
atherosklerotischer Plaques genommen und somit auch das Myokardinfarkt-Risiko erhéht wer-
den kdnnte (zur Ubersicht siche (Wobst et al. 2018)).

Die sGC ist ein obligatorisch-heterodimeres Protein bestehend aus einer a- und einer B-Un-
tereinheit (Harteneck et al. 1990). Insgesamt sind vier Untereinheiten bekannt: Die as-, az-, B1-
und Bz-Untereinheit (zur Ubersicht sieche (Wobst et al. 2015b)). Eine Aktivierung der sGC
scheint nur bei Expression der Bi-Untereinheit mdglich zu sein (Koglin et al. 2001). Hierbei
spielt es keine Rolle, mit welcher der beiden a-Untereinheiten das Heterodimer gebildet wird,
sodass letztlich nur zwei funktionale Isoformen der I6slichen Guanylatzyklase (sGC) existieren
(Russwurm et al. 1998): a+/B1 und a2/B+-sGC (Nimmegeers et al. 2007). In Abbildung 3 ist die
Guanylatzyklase schematisch dargestellt. Die ai/B1-sGC wird als einzige Isoform in Throm-
bozyten und als dominante Isoform (>90 %) in der Lunge sowie Aorta beschrieben (Mergia et
al. 2006).

1.4. Losliche Guanylatzyklase und KHK-Risiko

Die NO/cGMP-Signalkaskade dient der Regulation verschiedener physiologischer Prozesse,
wie zum Beispiel der Relaxation von glatten Muskelzellen, der Inhibition von Thrombozytenag-
gregation und der Neurotransmission (zur Ubersicht siehe (Wobst et al. 2015a)). Aktiviert wird
die Guanylatzyklase durch Stickstoffmonoxid (NO) (zur Ubersicht siehe (Ignarro 1991)). Das
aktivierende Stickstoffmonoxid wird, auf endotheliale oder chemische Stimuli hin, durch NO-
Synthasen (NOS) aus der Aminosaure L-Arginin gebildet (Palmer et al. 1988). Im Menschen
sind drei Formen der Stickstoffmonoxid-Synthase bekannt. Die neuronale NO-Synthase
(nNOS), welche vorwiegend in Neuronen exprimiert wird, die induzierbare NO-Synthase (i-
NOS), deren Vorkommen vor allem in Makrophagen beobachtet wird, und die endotheliale
NO-Synthase (eNOS), welche die wichtigste Isoform im kardiovaskularen System darstellt (zur
Ubersicht sieche (Wobst et al. 2015a)). NO induziert die Aktivierung der sGC (iber die Bindung
an das Aktivierungszentrum, welche aus einer prosthetischen Ham-Gruppe besteht (Zhao und
Marletta 1997). Diese Bindung fuhrt zu einer Konformationsanderung und einer Aktivierung
der katalytischen Einheit (zur Ubersicht siche (Russwurm et al. 2002)). Durch die Aktivierung



kommt es unter Abspaltung von Pyrophosphat (PPi) zu einer Synthese des sekundaren Bo-
tenstoff zyklisches Guanosinmonophosphat (cGMP) aus Guanosintriphosphat (5-GTP) (zur
Ubersicht siche (Wobst et al. 2015a)). Dieses Phdnomen konnte bereits 1977 durch Arnold et
al. beobachtet werden (Arnold et al. 1977). Dieser sekundare Botenstoff entfaltet schlussend-
lich seine zellulare Funktion durch die Aktivierung von cGMP-abhangiger Proteinkinasen G
(PKG). Die PKG phosphoryliert und aktiviert intrazellulare Proteine, wie Phosphodiesterasen
(PDE), Inositol-Triphosphat-Rezeptor1-assoziiertes Protein (IRAG) und vasodilatator-assozi-
iertes Protein (VASP) (zur Ubersicht siehe (Tsai et al. 2009)). Der sekundare Botenstoff cGMP
wird vor allem durch die aktivierten Phosphodiesterasen reguliert (zur Ubersicht siche (Wobst
et al. 2015a)). In Saugetieren konnten bisher elf verschiedene Phosphodiesterasen beobach-
tet werden. Im kardiovaskularen System kommt vor allem die Phosphodiesterase 5 (PDE5)
vor und nimmt somit eine wichtige Funktion der Regulierung der NO/cGMP-Signalkaskade ein
(zur Ubersicht siehe (Francis et al. 2011)). In Abbildung 3 ist die NO/cGMP-Signalkaskade

exemplarisch dargestellt.
NOS

L-Arginin
Vi

sGC

., glatte Muskelzellen
Thrombozyten

Abbildung 3: Schematische Darstellung einer Aktivierung der Stickstoffmonoxid/zyklisches Guanosinmono-
phosphat-(NO/cGMP-) Signalkaskade. Das NO wird mit Hilfe von NO-Synthasen (NOS) aus L-Arginin gebildet.
NO induziert die Aktivierung der ldslichen Guanylatzyklase (sGC), die wiederum eine Synthese des sekundaren
Botenstoff zyklisches Guanosinmonophosphat (cGMP) aus Guanosintriphosphat (5-GTP) aktiviert. Der sekun-
déare Botenstoff cGMP fuhrt mit Hilfe von Proteinkinasen G (PKG) schlussendlich zur Phosphorylierung und somit
Aktivierung von intrazellularen Proteinen, wie Phosphodiesterasen (PDE), Inositol-Triphosphat-Rezeptor1-asso-
ziiertes Protein (IRAG) und vasodilatator-assoziiertes Protein (VASP).
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1.5. Zielsetzung der Arbeit

Ziel dieser Arbeit ist die Untersuchung des Einflusses der thrombozytaren sGC auf:
1) die Entstehung und Progredienz von Atherosklerose, woflr eine morphometrische
Analyse der atherosklerotischen Plaques in PF4-Cre*Gucy1b1"¥x| dir” sowie PF4-
Cre Gucy1b1xox| dir’- Mausen durchgefiihrt wurde, und

2) die vaskulare Inflammation, welche anhand von durchflusszytometrischen Analysen

sowie in in vitro Versuchen erfolgte.



2. Material

2.1. Puffer und Losungen

1X TRIS-borate-EDTA (TBE):

Endkonzentration von 0,1 M TRIS, 90 mM Borsaure, 1 mM EDTA, pH 8,3 bei 20 °C
100 ml 10x Invitrogen™ UltraPure™ TRIS-borate-EDTA-Puffer (TBE-Puffer) (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, USA)

ad 1000 ml Millipore® Wasser

Lagerung bei Raumtemperatur

FACS-Puffer:
500 ml PBS-Puffer + 2,5 g BSA 0,5 %
Lagerung bei 4 °C

MACS-Puffer:
500 ml PBS-Puffer + 2,5 g BSA 0,5 % + 2 ml EDTA
Lagerung bei 4 °C

ACD-L6sung:
12 mM Zitronensaure, 15 mM Natriumcitat, 25 mM Glukose
Lagerung bei 4 °C

Enzymatischer Verdaumix (fiir FACS Proben):

45 pl Collagenase | aus Clostridium histolyticum Typ | (Sigma-Aldrich)
10 ul Collagenase Xl aus Clostridium histolyticum Typ XI (Sigma-Aldrich)
5 pl Hyaluronidase aus Rinderhoden (Sigma-Aldrich)

20 ul HEPES-Puffer (1 M in H20) (Sigma-Aldrich)

3,7 ul Deoxyribonuclease | (bovin, Sigma-Aldrich)

916 ul PBS (Thermo Fisher Scientific)

Lagerung bei Raumtemperatur

Alkalische Lyse fur die PCR:

Lésung 1: Lésung 2:

62,5 pl 10 Mol NaOH (final 25 mM) 1 ml 1 Mol Tris-HCI (final 40 mM)
10 pl 0,5 Mol EDTA-Na* (final 0,2 mM) ad 25 ml mit H.0

ad 25 ml mit H20 pH-Wert 5

pH-Wert 12
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1x radioimmunoprecipitation assay (RIPA) Puffer:
10 ml 10x RIPA (New England Biolabs)

ad 100 ml Millipore® Wasser

Lagerung bei -20 °C

RIPA-Proteinase-Inhibitor:

1 % Halt™ Protease Inhibitor Cocktail (100x) (Thermo Fischer)
100 % RIPA-Puffer (Zusammensetzung siehe oben)

Lagerung bei -20 °C fur 1-2 Tage

1X PBS-T:

Mit einer Endkonzentration von 1 mM KH2PO4, 0,16 M NaCl, 2,97 mM
Na:HPO4 x 7 H20, 0,2 % v/v Tween® 20, pH 7,4 bei Raumtemperatur
100 ml 10x Gibco™ PBS (Thermo Fisher Scientific)

2 ml Tween® 20 (AppliChem)

ad 1000 ml Millipore® Wasser

Lagerung bei Raumtemperatur

1x Elektrophorese Puffer:

100 ml 10x Tri/Glycine/SDS (Bio-Rad)
2 ml Tween® 20 (AppliChem)

ad 1000 ml Millipore® Wasser
Lagerung bei Raumtemperatur

2x Laemmli Puffer:

Konzentration 355 mM B-Mercaptoethanol
50 ul B-Mercaptoethanol (Sigma-Aldrich)
950 pl 2x Laemmli (Bio-Rad)

Lagerung bei -20 °C

4x Laemmli Puffer:

Konzentration 355 mM 3-mercaptoethanol
100 pl B-mercaptoethanol (Sigma-Aldrich)
900 pl 4x Laemmli (Bio-Rad)

Lagerung bei -20 °C
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1x Transfer Puffer:

3,03 g TRIS PUFFERAN® (Carl Roth)
14,4 g Glycin PUFFERAN® (Carl Roth)
200 ml Methanol (AppliChem)

ad 1000 ml Millipore® Wasser
Lagerung bei Raumtemperatur

5 % w/v Milch in PBS-T:

5 g Magermilchpulver (AppliChem)

ad 100 ml 1x PBS-T (Zusammensetzung siehe oben)
Lagerung bei 4 °C fir maximal 2 Tage

2,5 % w/v Milch in PBS-T:

2,5 g Magermilchpulver (AppliChem)

ad 100 ml 1x PBS-T (Zusammensetzung siehe oben)
Lagerung bei 4 °C fir maximal 2 Tage

Weigert’s Eisenhamatoxylin Losung:

50 % Weigert's Eisenhamatoxylin Lésung, Teil A (1 % Hamatoxylin in Ethanol) (Sigma-
Aldrich)

50 % Weigert's Eisenhdmatoxylin Lésung, Teil B (Eisenchlorid 1,2 %,
Chlorwasserstoffsaure 1 %) (Sigma-Aldrich)

Lagerung bei Raumtemperatur

70 % v/v Ethanol:

35 ml EMPURA® Ethanol absolut (Merck Millipore)
ad 50 ml DNase/RNase-freies Wasser

Lagerung bei Raumtemperatur
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2.2. Chemikalien

Chemikalie Firma Ort
Calcein-AM Carl Roth Karlsruhe, DE
DMEM 4.5 g/l Glucose w/ Lonza Basel, SUI
Ultra Glutamin

Dulbecco’s PBS Lésung Merck Darmstadt, DE
ohne Ca?*, Mg?*

EDTA (0,5 M) Sigma-Aldrich St. Louis, USA
EMPURA® Ethanol absolut  Merck Darmstadt, DE
Ethanol denaturiert 296 % Carl Roth Karlsruhe, DE
Formaldehydlésung 4 %, Sigma Aldrich St. Louis, USA
gepuffert, pH 6,9

Gibco™ PBS (10X), pH7,4  Thermo Fisher Scientific Waltham, USA
Gibco™ Trypanblau Lésung, Thermo Fisher Scientific Waltham, USA

0,4 %

Hamatoxylinldsung A nach
Weigert
Hamatoxylinldsung B nach
Weigert

HEPES gepufferte Koch-
salzlésung

Invitrogen™ UltraPure ™
DNase/RNase-frei destillier-
tes Wasser

Isofluran CP®

4x Laemmli

Methanol (MeOH)
Natriumcitrat

Nonfat trockenes Milchpul-
ver

Pertex

10x RIPA

RotiR-GelStain
S-Nitrosoglutathion (GSNO)
Tissue- Tek®, O.C.T ™
Verbindung

Carl Roth

Carl Roth

PromoCell

Thermo Fisher Scientific

CP-Pharma Handelsgesell-
schaft mbH

Bio-Rad

AppliChem

Carl Roth

BioChemica AppliChem

Histolabs Products AB
New England Biolabs
Carl Roth

Enzo Life Science
Sakura Finetek Europe
B.V
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TNF-a

Thermofischer Scientific

Waltham, USA

Tween® 20 BioChemica AppliChem Darmstadt, DE
Xylol Carl Roth Karlsruhe, DE
Zitronensaure Sigma Aldrich St. Louis, USA
B-Mercaptoethanol Sigma Aldrich St. Louis, USA
2.3. Oligonukleotide und Primer
B1- Multiplex ul Ldir 11 PF4-Cre 11
PCR Mastermix 10 PCR Mastermix 10 PCR Mastermix 10
Lox-P-B+-U1 1 WT-LdlIr 0,5 PF4-Cre-3' 0,3
Lox-P-B1-L+ 1 Mutant-LdlIr 0,5 PF4-Cre-5' 0,3
Del-P-B+-L1 3 Common-LdIr 0,5 H-0 9
H-O 3 H20 8 Probe 0,5
Probe 2 Probe 0,5
Gesamtmenge/Well 20 Gesamtmenge/Well 20 Gesamtmenge/Well 20
2.4. Kits
Kit Hersteller Ort
Quick-Load® Lila 1 kb Plus New England Biolabs Ipswich, USA
DNA Leiter
BCA-Kit Thermo Fisher Scientifc Waltham, USA
Pierce™ ECL Western blot- Thermo Fisher Scientifc Waltham, USA
ting Lésung
Trichrome Stain (Masson) Sigma-Aldrich® St. Louis, USA
Kit™
2.5. Enzyme
Enzym Firma Ort
Collagenase | aus Clostridium histolyticum Typ | Sigma-Aldrich St. Louis, USA
Collagenase Xl aus Clostridium histolyticum Typ XI Sigma-Aldrich St. Louis, USA
Deoxyribonuclease | (bovin) Sigma-Aldrich St. Louis, USA
Halt™ Protease Inhibitor Cocktail (100X) Thermo Fischer Waltham, USA
Scientific
Hyaluronidase aus Rinderhoden Sigma-Aldrich St. Louis, USA

14



2.6. Antikorper

Antikorper Reaktivitat Konjungate Klon Hersteller  Ort

B220/CD45R Anti- PE RA3-6B2 Biolegend® San Diego, USA
Maus/Mensch

CD115 Anti-Maus Biotin AFS98 Biolegend® San Diego, USA

CD11b Anti- APC-Cy7 M1/70 Biolegend® San Diego, USA
Maus/Mensch

CD45.2 Anti-Maus PerCP/Cy5.5 104 Biolegend® San Diego, USA

CD49b Anti-Maus PE DX5 Biolegend® San Diego, USA

CD90.2 Anti-Maus PE 53-2.1 Biolegend® San Diego, USA

F4/80 Anti-Maus PE-Cy7 BM8 Biolegend® San Diego, USA

Flow Cytometry Biolegend® San Diego, USA

Compensation

Beads

Ly6c Anti-Maus FITC HK1.4 Biolegend® San Diego, USA

Ly6g Anti-Maus PE 1A8 Biolegend® San Diego, USA

NK1.1 Anti-Maus PE PK136 Biolegend® San Diego, USA

Streptavidin Biotin Brilliant Violet Biolegend® San Diego, USA

510™
Ter119 Anti-Maus PE TER-119 Biolegend® San Diego, USA

2.7. Futtermittel
Hochkalorisches Futter TD88137 Envigo, Indianapolis, USA

2.8. Mause

PF4-Cre Gucy1b1%¥ix (nachfolgend als Wildtyp (WT) bezeichnet)

PF4-Cre*Gucy1b1+™Ldlr’” und PF4-Cre*Gucy1b1**Ldlr" (nachfolgend als Ldlr"- bezeichnet)
PF4-Cre*Gucy1b 1ex/iex
PF4-Cre*Gucy 1b 17| dfjr"

15



2.9. Verbrauchsgegenstande

Gegenstand Firma Ort

BD Microlance Kanile 24 G 1 BD Bioscience Franklin Lakes,

0,55 x 25 mm USA

Corning™ Falcon™ Roéhrchen mit Zellfil-  Thermo Fisher Scientific Waltham, USA

terkappe

Deckglaser Thermo Fisher Scientific Waltham, USA

Eppendorf Safe-Lock Tubes, Reaktions-  Eppendorf Hamburg, DE

gefaB3, 1,5 ml, Eppendorf Quality™, farb-

los

Eppendorf Safe-Lock Tubes, Reaktions-  Eppendorf Hamburg, DE

gefan, 2,0 ml, Eppendorf Quality™, farb-

los

Falcon® 40 um Cell Strainer, Blue, Ster-  Thermo Fisher Scientific Waltham, USA

ile

Falcon™ konische Zentrifugenréhrchen,  Thermo Fisher Scientific Waltham, USA

50 ml, mit Schraubdeckel

Falcon™ Zellfilter Thermo Fisher Scientific Waltham, USA

MACS® Cell Separation LS Column Miltenyi Biotec GmbH Bergisch Glad-
bach, DE

Neubauer-Zahlkammer

Nunc® MicroWell™ 96 well Polystyrol-
platten, farblos, flacher Boden

Nunc™ Zellkultur-Multischalen, 48 wells,
flacher Boden

Nunc™ Zellkultur-Multischalen, 6 wells,
flacher Boden
Polyacrylamidgradientengel (4-20 %)
Polyvinylidendifluorid (PVDF) Membran
Pre-Separations Filter

Thermo Scientific™ Polysine Adhasion-
sobjekttrager

Zweiteilige Einmalspritze 10 ml
Zweiteilige Einmalspritze 5 ml

Hausser Scientific Com-
pany

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Bio Rad

Merck

Miltenyi Biotec GmbH

Thermo Fisher Scientific

B. Braun Melsungen AG
B. Braun Melsungen AG
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Horsham, USA
St. Louis, USA
St. Louis, USA
St. Louis, USA
Hercules, USA
Darmstadt, DE
Bergisch Glad-
bach, DE

Waltham, USA

Melsungen, DE
Melsungen, DE



2.10. Bezugsquellen
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Merck, Darmstadt, DE

GE Healthcare, Buckinghamshire, GB DE

Tecan Group, Mannersdorf, SUI

Eppendorf, Hamburg, DE
Bio Rad, Hercules USA

Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe, DE
PromoCell, Heidelberg, DE

AppliChem, Darmstadt, DE

New England Biolabs, Ipswich, USA

dorf, DE

B. Braun Melsungen AG, Melsungen, DE NL

Miltenyi Biotex GmbH, Bergisch Gladbach,

Sigma Aldrich, St. Louis, USA
Sakura Finetek Europe, Alphen aan den Rijn,

Biolegend, San Diego, USA

BD Biosciences, Franklin Lakes, USA
Leica Mikroskopie& Systeme GmbH, Wetzlar,

Carl Zeiss AG, Oberkochen, DE

Scientific Industries, Bohemia, USA

Heraeus Instruments GmbH, Hanau, DE
CP-Pharma Handelsgesellschaft mbH, Burg-

DE
2.11. Gerate
Gerat Modell Firma Ort
BD LSRFortessa™ BD LSRFortessa™ BD Biosciences  Franklin Lakes,
USA

Hamatologie-Analysesys-
tem

Hamatologisches Analyse
Gerat

Homogenisator

ImageQuant ™ LAS 4000

Kryostat CM 1850

Leica DFC450C

Leica DMRB

Sysmex XP 3000

Blutlabor

Homogenisator

ImageQuant ™ LAS 4000

Kryostat CM 1850

Leica DFC450C

Leica DMRB
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Sysmex Europe
GmbH

Thermo Fisher
Scientific
GE Healthcare

Leica Mikrosko-
pie& Systeme
GmbH

Leica Mikrosko-
pie & Systeme
GmbH

Leica Mikrosko-
pie& Systeme
GmbH

Norderstedt, DE

Wathman, USA

Buckinghamshire,
GB
Wetzlar, DE

Wetzlar, DE

Wetzlar, DE



Licht

Lichtleiter

Magnet mit Halterung fur
MACS

Mikroskop

Mikroskop fir Zellzéhlung
und Zellkultur

Mini Trans-Blot® Cell
Mini-PROTEAN Tetra Cell
Méorser

Plattenleser

PowerPac™ Basic Power
Supply
Taumel-Rollenmischer

Thermomixer

Veriti® 96-Well Thermal
Cycler

Vortexer
Wasseraufbereitungssys-
tem

Zellsortierer

Zentrifuge

Zentrifuge

Zentrifuge

Schott-Kaltlichtquelle
KL200
Schwanenhals-Lichtleiter
QuadroMACS™ Separator

Stemi 200C
Zeiss Axiovert 100

Mini Trans-Blot® Cell
Mini-PROTEAN Tetra Cell
Rotilabo®-Mérser mit Pistill,
Reibflache rau

Infinite® M200 PRO

PowerPac™ Basic Power

Supply

Taumel-Rollenmischer

Thermomixer

Veriti® 96-Well Thermal
Cycler

Vortex-Genie® 2

Milli-Q® Reference Wasser-
aufbereitungssystem

BD FACSARIA I

Heraeus™ Megafuge™ 40

R Universalzentrifuge
Fresco™ 21

Mikrozentrifuge

Heraeus™

Heraeus Megafuge 2.0R
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Carl Zeiss AG

Zeiss

Miltenyi Biotec
GmbH

Zeiss

Carl Zeiss AG

Bio Rad

Bio Rad

Carl Roth GmbH
+ Co KG

Tecan Group
Bio Rad

Marienfeld
Superior
Eppendorf
Thermo Fisher
Scientific
Scientific Indust-
ries

Merck

BD Biosciences

Thermo Fisher
Scientific
Thermo Fisher
Scientific
Heraeus Instru-

ments GmbH

Oberkochen, DE

Jena, DE
Bergisch
Gladbach, DE
Jena, DE
Oberkochen, DE

Hercules, USA
Hercules, USA

Karlsruhe, DE

Méannerdorf, SUI
Hercules, USA

Lauda-Kdnigsh-
ofen

Hamburg, DE
Wathman, USA
Bohemia, USA
Darmstadt, DE
Franklin Lakes,
USA

Waltham, USA

Waltham, USA

Hanau, DE



2.12. Software

Software Firma Ort
Flow-Jo BD Biosciences Franklin Lakes, USA
GraphPad Prism® GraphPad La Jolla, USA

software version 6.0
version 6.0 fir Mac OS X

Imaged 1.50i Wayne Rasband, Bethesda, USA
National Institutes of Health

ImageQuant™ LAS 4000 v1.2 GE Healthcare Bukinghamshire, GB

Magellan™ data analysis Tecan Group Mannedorf, SUI

software v7.2
iControl v1.10 Tecan Group Méannedorf, SUI
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3.0. Methoden

3.1. Versuchstiere

In dieser Arbeit wurden folgende Mauslinien verwendet:

PF4-Cre Gucy1b1™fx (nachfolgend als Wildtyp (WT) bezeichnet)
PF4-Cre*Gucy1b1*"*Ldlr" und PF4-Cre*Gucy1b1*+*Ldlr"- (nachfolgend als Ldlr"- bezeichnet)
PF4-Cre*Gucy 1b1"ox/ox

PF4-Cre*Gucy1b1™xox| glr”-

C57BI6/N Mause zur Kreuzung sowie Ldlr’- Mause wurden von The Jackson Laboratories be-
zogen. In Ldlr" Mausen sind beide Kopien des Gens, das fiir den LDL-Rezeptor kodiert, aus-
geschaltet. Dies ermdglicht in Verbindung mit einer cholesterinreichen Diat die Analyse der
Ausbildung atherosklerotischer Plaques in der Aortenwurzel sowie der vaskularen Inflamma-
tion.

PF4-Cre*Gucy1b1¥ox Mause wurden im Rahmen eines durch das Deutsche Zentrum fir
Herz-Kreislauf-Forschung (DZHK) e.V. geférderten Kooperationsprojekts durch Prof. Dr. An-
dreas Friebe (Universitat Wiirzburg) zur Verfiigung gestellt. Durch Kreuzen der Ldlr"- und
PF4-Cre*Gucy1b1™x Mause entstanden im Verlauf PF4-Cre*Gucy1b 1% dlr’- Mause, die
zusammen mit den korrespondierenden Kontrollen (PF4-Cre*Gucy1b1*"™Ldir" und PF4-
Cre*Gucy1b1++Ldlr", nachfolgend als Ldlr" bezeichnet) flr die weiteren Versuche verwendet
wurden.

Bei Vorliegen des PF4-Cre*Gucy1b1™x Genotyps exprimieren die Mause mit Hilfe des Pro-
motors flr den Platichenfaktor 4 (PF4) das Enzym Cre-Rekombinase. PF4 wird insbesondere
in Megakaryozyten exprimiert, welche die Vorlauferzellen von Thrombozyten darstellen (Tiedt
et al. 2007). Das Cre-LoxP-System wurde bereits ausfihrlich beschrieben und es darf an die-
ser Stelle auf die relevante Literatur (Sauer 1987) verwiesen werden. Im vorliegenden Fall
exzidiert die Cre-Rekombinase eine von LoxP-Sites flankierte Sequenz aus dem Gucy1b1-
Gen (nach friiherer Nomenklatur Gucy1b3 (HUGO Gene Nomenclature Committee 2019b)),
was zu einer Inaktivierung des Gens fuhrt. Da in Thrombozyten die Untereinheiten der sGC
durch Gucy1b1 und Gucy1at kodiert werden, ist dies funktionell mit Knockout des Gucy1a1-
Gens und einem Verlust der sGC-Aktivitét in Thrombozyten vergleichbar. Ein weiterer Grund
fir die Verwendung von Gucy1b1 als genetisches Target ist die Tatsache, dass ein Verlust
der durch dieses Gen kodierten Untereinheit durch die andere B-Variante nicht kompensiert
werden kann (zur Ubersicht siehe (Mergia et al. 2006)).

Alle Versuchstiere wurden in der Tierhaltung des Deutschen Herzzentrums gezlichtet. Die
Mause wurden zur mikrobiologischen Abschirmung in IVC-Kafigen vom Typ Ill H mit einer
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Nutzungsflache von 800 cm? (Tecniplast Deutschland GmbH, Hohenpreienberg) gehalten.
Die Tiere verfligten ad libitum Gber Futter und Wasser. Die Sauerstoffversorgung der luftun-
durchlassigen Kafige erfolgte tiber eine Geblaseeinheit mit HEPA-gefilterter Raumluft. Die Be-
leuchtung des Tierstalls erfolgte mit einem automatischen Lichtregime von 12 Stunden im Tag-
Nacht-Rhythmus. Die Lichtintensitaten betrugen in den Hellphasen 50-100 Lux. Alle durchge-
fihrten Tierversuche wurden durch die Regierung Oberbayern gemaf §8 Absatz 1 des deut-
schen Tierschutzgesetzes genehmigt (Aktenzeichen: ROB-55.2-2532.Vet _02-15-176).

3.2. Cholesterinreiche Ernahrung (Western Diet)

Um eine Hypercholesterindmie zu induzieren, erhielten alle Versuchstiere, neben dem Knock-
out des LDL-Rezeptors, ab einem Alter von acht Wochen Gber einen Zeitraum von zehn Wo-
chen eine cholesterinreiche Ermahrung (21 % Fett und 0,2 % Cholesterol nach Gewicht;
TD88137, Envigo). Die Tiere hatten zu jeder Zeit Zugang zu den Futterpellets. Am Ende der

zehn Wochen wurden die Tiere euthanasiert.

3.3. Probenentnahme

Proben von 13 PF4-Cre*Gucy1b1™"x[ dir’- und 15 Ldlr"” Mausen dienten durchflusszytomet-
rischen, laborchemischen und histologischen Untersuchungen. Die Probenentnahme der Ver-
suchstiere erfolgte nach der zehnwdchigen cholesterinreichen Diat in einem Alter von 18 Wo-
chen. Euthanasiert wurden die Tiere mittels einer Uberdosis an Isofluran (CP-Pharma Han-
delsgesellschaft mbH, Burgdorf, DE). Fur die durchflusszytometrischen und laborchemischen
Untersuchungen wurde mithilfe heparinisierter Kapillarréhrchen 50 pl Blut aus dem retrobul-
baren Venenplexus entnommen. Zur Verifizierung der zuvor bestimmten Genotypen diente
eine post mortem entnommene Schwanz-Biopsie. Nach einer 4-Punkt-Fixierung der Mause
wurden Brust- und Bauchhéhle eréffnet. Um Koagulationen in den Organen und der Aorta zu
vermeiden, wurde das GefaBsystem Uber den linken Ventrikel mit einer 24 G Nadel (BD
Bioscience, Franklin Lakes, USA) und 1x PBS-Puffer gespllt. Inzisionen der Leber dienten
zum Ablauf der Spullésung, um eine Ruptur der GefaBe oder Lasion von Gewebe durch den
erzeugten intravasalen Uberdruck zu vermeiden. AnschlieBend erfolgte die Entnahme von
Lunge, Leber, Milz und Nieren, welche in 1x PBS-Puffer gespllt und anschlieBend in fliissigem
Stickstoff schockgefroren wurden. Die Organe wurden bis zur weiteren Verarbeitung bei -80
°C gelagert. Fur die Durchflusszytometrie wurden die Aorten vom umliegenden Fett- und Bin-
degewebe frei prapariert. Dann wurden sie in der Aorta ascendens 2 mm hinter dem Herzen
und 1 mm proximal der lliakalbifurkation abgetrennt und entnommen. Bis zur weiteren Ver-
wendung wurden die Aorten bei 4 °C in FACS-Puffer (Zusammensetzung siehe unter 2.1.)

gelagert.
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Die Herzen wurden zur histologischen Auswertung der atherosklerotischen Plaques entnom-
men, in 4 % Formaldehydlésung fixiert und anschlieBend in ein Einbettmedium (Tissue Tek,
O.C.T. TM Compound, Sakura Finetek, Staufen) eingebettet.

3.4. Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist eine, im Jahre 1983 durch Kary Mullis beschriebene
in-vitro-Methode, die eine Amplifikation von genetischem Material ermdglicht (Mullis et al.
1986). Bendtigt werden eine Original-DNS mit dem zu vervielfaltigen Abschnitt (Template),
zwei spezifische Oligonukleotidprimer, eine thermostabile DNS-Polymerase und Desoxyribo-
nukleosidtriphosphate (ANTPS) (zur Ubersicht siehe (Miilhardt et al. 2009)). Ein PCR-Zyklus
besteht aus drei Schritten. Wahrend des ersten Schrittes werden die Templates denaturiert.
Hierbei kommt es zu einer Trennung der DNS-Strange, so dass diese als zwei Einzelstrange
vorliegen. Im zweiten Schritt (primer annealing) wird die Temperatur gesenkt und es hybridi-
siert jeweils ein Primer mit dem komplementaren DNS-Strang. Im letzten und dritten Schritt
erfolgt die Elongation. Ein zum Einzelstrang komplementarer DNS-Strang wird mithilfe der
DNS-Polymerase synthetisiert. Dies erfolgt bei 72 °C, dem Temperaturoptimum der verwen-
deten DNS-Polymerase. Diese Methode wurde in dieser Arbeit angewendet, um den Genotyp
der Versuchstiere zu bestimmen.

3.4.1. Probenvorbereitung

Die Praparation der DNS aus den Mausproben erfolgte mithilfe der alkalischen Lyse. Hierflr
wurde die HotSHOT Methode (zur Ubersicht siehe (Truett et al. 2000)) angewandt. Als Proben
dienten die bei der Markierung der Mause anfallenden Ohrstanzen (siehe Absatz 3.1) sowie
die bei der Euthanasie enthommenen Schwanz-Biopsien (siehe Absatz 3.3). Den Schwanz-
Biopsien wurden jeweils 50 pl und den Ohrstanzen 30 ul der alkalischen Lésung 1 (Zusam-
mensetzung siehe Absatz 2.1.) hinzugegeben. Nach einer Inkubation von 20 min bei 95 °C
wurden die Proben auf 4 °C abgekihlt und mit der sauren Lésung 2 (Zusammensetzung siehe
Absatz 2.1.) neutralisiert.

3.4.2. Durchfiihrung

Es wurden zwei unterschiedliche PCR durchgefiihrt. Mit der 3+-Multiplex PCR wurde Uberprift,
ob die Bi-Untereinheit der sGC in den Versuchstieren gefloxt ist. Bei der PF4-Cre PCR hybri-
disiert der erste Primer mit der PF4 Promotorsequenz und der zweite Primer mit dem Cre-
Rekombinase Gen. Mit diesem Versuchsschritt wurde Uberprift, ob die Cre-Rekombinase hin-
ter den PF4-Promotor geschalten ist. Da beide Versuchsstdmme einen LdIr-Knockout hatten,
diente die LdI-PCR der Positivkontrolle.
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Die Probenmengen der Primer fir die PCR sind in der Tabelle 1 aufgelistet. Die fir die PCR
angewandten Programme sind in der Tabelle 2 dargestellt.

B1- Multiplex ul Ldir 11 PF4-Cre 11
PCR Mastermix 10 PCR Mastermix 10 PCR Mastermix 10
Lox-P-B4-U1 1 WT-LdIr 0,5 PF4-Cre-3' 0,3
Lox-P-B+-L; 1 Mutant-LdlIr 0,5 PF4-Cre-5' 0,3
Del-P-B1-L1 3 Common-LdIr 0,5

H-O 3 H-O 8 H-O 9
Probe 2 Probe 0,5 Probe 0,5
Gesamtmenge/ 20 Gesamtmenge/ 20 Gesamtmenge/ 20
Well Well Well

Tabelle 1: Zusammensetzung der Primer fir die verschiedenen PCRs.

81- Multiplex Ldlir PF4-Cre

T Dauer Zyklen | T Dauer Zyklen | T Dauer Zyklen
95°C 5 min 1 95°C 5min 1 95°C 5 min 1
95°C 1 min 95°C 20s 95°C 15s

60°C 45s 40 63°C 30s 40 55°C 20s 35
72°C 75s 72°C 25s 72°C 25s

72°C 7 min 72°C 7 min 72°C 7 min

4°C  dauerhaft 4°C  dauerhaft 4°C  dauerhaft

Tabelle 2: PCR Programme, die in dieser Arbeit angewandt worden sind.

3.4.3. Agarose-Gelelektrophorese

Bei der Agarose-Gelelektrophorese handelt es sich um eine Methode, die die Auftrennung von
Nukleinsaure-Strangen nach ihrer GréBe erméglicht. Die elektrophoretische Auftrennung der
DNS-Fragmente erfolgt durch ein in ionischer Pufferlésung befindliches Agarosegel. Da DNS-
Stréange negativ geladen sind, wandern sie wéahrend der Elektrophorese im elektrischen Feld
von der Kathode zur Anode. Die Gr6Be der Proben ist hierbei maB3gebend fur die Geschwin-
digkeit. GréBBere DNS-Fragmente brauchen langer als kleinere um das Gel zu durchlaufen,
weshalb es zu einer Auftrennung der DNS-Fragmente kommt. Um die Gré3e der Proben be-
urteilen zu kénnen wird neben den Proben ein Marker mit DNS-Molekilen, deren GréBen be-
kannt sind, aufgetragen. Diese Methode ermdglichte die bei der PCR vervielfaltigten Genab-
schnitte fur die Auswertung sichtbar zu machen. Fur die Gelelektrophorese wurde ein 1 % Gel
bestehend aus Agarose und TBE-Puffer gefertigt.
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Zur Visualisierung der DNS wurden pro 100 ml Agarosegel 5 pl des fluoreszierenden Farb-
stoffs RotiR-GelStain (Carl Roth, Karlsruhe) hinzugefiigt. Die Proben wurden vor dem Auftra-
gen mit einem DNS-Gel -Loading Dye (Thermo Fisher Scientific, Waltham/Massachusetts,
USA) in einem Verhaltnis von 1:6 vermengt.

Dieses Reagenz bindet die DNS und stellt sicher, dass die Proben auf den Boden der Gel-
taschen sinken. Des Weiteren hemmt das in der Lésung enthaltene EDTA metallabhéngige
Nukleasen und verhindert so einen Verdau der Proben. Bei 120 V liefen die Gele in 1x TBE-
Puffer flir zwei Stunden. Die Visualisierung der Banden erfolgte unter Verwendung des Image-
Quant ™ LAS 4000 (GE Healthcare, Buckinghamshire, GB) und dem ImageQuant™ LAS 4000
v1.2 (GE Healthcare, Buckinghamshire, GB) Programm. Die Auswertung der Banden erfolgte

manuell.

3.5. Laborchemische Untersuchungen

Um nicht nur den Einfluss der sGC auf die atherosklerotische Veranderung der GeféB3e beur-
teilen zu kdnnen, sondern auch den Effekt auf die Kérperfettentstehung, wurden die Versuchs-
tiere nach der Euthanasie gewogen. Damit die Voraussetzungen bei jedem Tier identisch sind,
erfolgte die Gewichtserfassung vor der Blut- und Probenentnahme.

Die Bestimmung der Cholesterinwerte und der Leukozyten- sowie Thrombozytenzahlen er-
folgte im Institut fur Laboratoriumsmedizin des Deutschen Herzzentrums Minchen aus in
EDTA-Microvetten (Sarstedt, Nimbrecht) antikoaguliertem Blut mit einem automatischen Ana-
lysegerat (Hiatchi Chiyoda, Japan).

3.6. Western Blot

Western Blotting ist eine Methode, mit der man zuvor aufgetrennte Proteine auf eine Tra-
germembran Ubertragen und visualisieren kann. Diese Methode wurde angewandt, um mithilfe
spezifischer Antikérper den thrombozytenspezifischen Knockout der sGC-B1-Untereinheit in
den Versuchstieren darzustellen. Verwendet wurden verschiedene Gewebe der Versuchs-
tiere, wie Lunge, Leber, Milz und Thrombozyten.

3.6.1. Probenvorbereitung

Zur Vorbereitung missen die Proteine aus den verschiedenen Organen isoliert werden. Die
Organe der Versuchstiere wurden zuerst in einem RIPA-Protease-Inhibitor Gemisch (Zusam-
mensetzung siehe Absatz 2.1.) mit einem Homogenisator (Thermo Fischer Scientific,
Waltham, USA) zerkleinert. Sobald makroskopisch keine Organstiicke mehr zu sehen waren,
wurden diese mit 4000 rpm fiir 10 min bei 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde abpipettiert

und bis zur weiteren Verwendung mit 4x Laemmli-Puffer bei -20 °C asserviert.
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Die Isolation der Thrombozyten erfolgte aus 1 ml Blut, welches retrobulbar entnommen und
zur Gerinnungshemmung in 200 pl ACD-Lésung gegeben wurde. Das Blut wurde mit 400 pl
PBS-Puffer verdinnt und anschlieBend fir 10 min mit 100 xg bei Raumtemperatur zentrifu-
giert. Nach dem ersten Durchlauf wurde das thrombozytenreiche Plasma (PRP) entnommen.
Nach der Zentrifugation (700 xg, 10 min bei Raumtemperatur) des thrombozytenreichen Plas-
mas wurde der Uberstand verworfen.

AnschlieBend wurden 10 ul der Thrombozyten-Suspension mit PBS 1:100 verdiinnt und in
einer Neubauer-Zahlkammer gezahlt. Die Thrombozyten wurden weiterfihrend mit PBS-Puf-
fer und 30 pl 2x Laemmli (Zusammensetzung siehe Absatz 2.1.) auf eine Konzentration von
200 Mio Thrombozyten pro ml gebracht. Die Thrombozyten wurden per Ultraschallba aufge-
schlossen.

3.6.2. Proteinquantifizierung mittels Bicinchoninsaure- (BCA-) Test

Um eine definierte Proteinmenge fur den Western Blot verwenden zu kdnnen, wurde mittels
BCA-Messung die Proteinkonzentration der gewonnenen Proben bestimmt. Da von jeder
Maus nur wenig Probenmaterial der Thrombozyten vorlag, wurde auf die Bestimmung der Pro-
teinkonzentration in diesen Proben verzichtet. Die restlichen Proben wurden mit RIPA-Puffer
1:10 verdlnnt. In jedes Well wurden 2 pl der verdiinnten Probe und 198 ul Lésung des BCA-
Puffers (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) pipettiert. Die Vorbereitung der Lésungen
erfolgte nach Herstellerangaben. Nach einer Inkubationszeit von 30 min im Dunkeln wurden
die Proteinkonzentrationen photometrisch mit dem Infinite® M200 PRO (Tecan Group, Méan-
nerdorf, SUI) und der Magellan™ data analysis Software v7.2 (Tecan Group, Mannedorf, SUI)
bestimmt. Als Kontrolle diente eine Standardreihe mit bekannten Proteinkonzentrationen.

3.6.3. SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Auftrennung von den Proteinen erfolgte mittels SDS-PAGE. Dabei handelt es sich um eine
von Ulrich K. Laemmli im Jahre 1970 beschriebene Methode (Laemmli 1970), mit der es mdg-
lich ist Proteine in einem SDS-Gel nach ihrer molekularen Masse aufzutrennen. Vor der Auf-
tragung auf das Gel wurden die Proben mit 4x Laemmli und RIPA-Puffer auf ein Volumen von
50 pl auf pipettiert. Das B-Mercaptoethanol, welches sich im Laemmli-Puffer befindet, zerstort
die Disulfidbriicken der Proteine, wodurch sie ihre Tertidrstruktur verlieren (zur Ubersicht siehe
(Loffler et al. 2014)). Des Weiteren wurden die Zellen im Ultraschallbad dreimal fir 30 s auf-
geschlossen. Um die Proteine in ihre Primarstruktur zu denaturieren, wurden die Proben 5 min
bei 95 °C in einem Thermomixer (Eppendorf, Hamburg) erhitzt. Dies bewirkt eine Unterbre-
chung der Wasserstoffbriicken und zusétzlich eine Inaktivierung von Proteasen (zur Ubersicht
siehe (Loffler et al. 2014; Rehm 2010)).
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AnschlieBend wurden die Proben auf ein in 1x Elektrophorese-Puffer (Zusammensetzung
siehe Absatz 2.1.) befindlichen Polyacrylamidgradientengel (4-20 %) (Biorad, Hercules, USA)
aufgetragen und aufgetrennt (100 V, 1 h). Das im Gel befindliche anionische Tensid Natrium-
dodecylsulfat (SDS) bindet an die zuvor denaturierten Proteine, wodurch diese keine Protein-
Protein Wechselwirkungen mehr eingehen kénnen und linearisiert werden (zur Ubersicht siehe
(Rehm 2010)). Durch die SDS-Molekiile wird die Eigenladung der Proteine Gberdeckt und ein-
heitlich mit negativer Ladung versehen. Mithilfe des Molekularsiebeffekts des Gels kdnnen die
Proteine in einem elektrischen Feld der GrdBe nach aufgetrennt werden (zur Ubersicht siehe
(Rehm 2010)). Um die daraus resultierenden Banden besser beurteilen zu kénnen wurde ne-
ben die Proben ein Standard mit bekannten atomaren Masseneinheiten aufgetragen. Die Ban-
den wurden anschlieBend mittels Immunfarbung sichtbar gemacht. In der Tabelle 3 sind die
Probenmengen aufgelistet.

Gewebe Probenmenge 4x Laemmli RIPA-Puffer Proteinmenge
(1) (1) L) (H9)

Milz WT 8,67 5,00 6,33 30

Milz KO 7,41 5,00 7,59 30

Lunge WT 1,77 5,00 13,23 3

Lunge KO 2,00 5,00 13,00 3

Thrombozyten WT 20,00 0 0

Thrombozyten KO 20,00 0 0

Tabelle 3: Auflistung von Probenmengen und Pufferldsungen. KO (PF4-Cre*Gucy1b1%o¥ox dir- M&use), WT
(Ldlr"- M4use)

3.6.4. Blotting und Immunfarbung

Die auf dem Gel aufgetrennten Proteine wurden anschlieBend per Wet Blotting-Verfahren auf
eine in Methanol aktivierte Polyvinylidenfluorid (PVDF) Membran (Merck Millipore, Billerica,
USA) Ubertragen (100 V, 1,5 h). AnschlieBend wurde die Membran kurz in 1x PBS-T-Puffer
gespult. Um eine Bindung von weiteren Proteinen und damit einhergehende unspezifische
Antikdrperreaktionen zu vermeiden, wurde die Membran mit 5 % Milch (Zusammensetzung
siehe Absatz 2.1.) geblockt. AnschlieBend wurde die tberschissige Milch auf der Membran
dreimal fur finf Minuten in 1x PBS-T-Puffer bei Raumtemperatur auf einem Wippschittler
(Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA) abgespult. Die Proteinbanden wurden mittels Im-
munfarbung und ECL-Reaktion visualisiert. Hierbei binden zuerst Antikérper die zu visualisie-
renden Antigene. Dazu werden in einer zweiten Reaktion die Prim&rantikdrper durch mit Per-
oxidase markierten Sekundarantikérper gebunden. Die Membran wird anschlieBend mit einem
ECL-Puffer inkubiert.
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Der ECL-Puffer enthalt Luminol, welches durch die Peroxidase oxidiert wird. Es kommt zu
einer Chemilumineszenz, welche mit einem Chemilumineszenz Imager erfasst werden kann
(zur Ubersicht sieche (Rehm 2010)). In dieser Arbeit wurde die Bs-Untereinheit der sGC und als
Positiv-Kontrolle das GAPDH visualisiert. Die Konzentrationsangaben der verwendeten Anti-
kdrper sind in der Tabelle 4 aufgelistet. Die mfs-Antikérper wurden uns von Prof. Dr. Andreas
Friebe (Universitat Wurzburg) zur Verfligung gestellt. Die Membran wurde bei 4 °C tGber Nacht
mit den primaren Antikdrpern in 2,5 % w/v Milch (Zusammensetzung siehe Absatz 2.1.) auf
einem Taumel-Rollenmischer (Marienfeld Superior™, Lauda-Kdnigshofen) inkubiert. Nach der
nachtlichen Inkubation wurden die nicht gebundenen Primarantikbrper von der Membran mit
PBS-T-Puffer abgespult. AnschlieBend wurde die Membran auf einem Wippschttler fir min-
destens eine Stunde mit den Sekundarantikérpern in 2,5 % w/v Milch (Zusammensetzung
siehe Absatz 2.1.) inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurden die Uberreste mit PBS-T-Puffer
von der Membran gewaschen. Die Visualisierung der Banden erfolgte mithilfe eines ECL-Puf-
fers (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA). Die Anwendung wurde nach Herstelleranga-
ben durchgefihrt. Entwickelt wurden die Bilder mithilfe des ImageQuant ™ LAS 4000 und der
ImageQuant™ LAS 4000 v1.2 Software.

Priméarantikorper: Sekundarantikorper:
mpB+ 1:1000 anti-Rabbit 1:100000
GAPDH 1:10000

Tabelle 4: Konzentrationsangaben der Primér- und Sekundarantikérper

3.7. Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ist eine Methode, die angewandt wird, um einzelne Zellen zu quan-
tifizieren, zu erfassen und zu sortieren. Mithilfe dieser Methode kdnnen nicht nur Gesamtpo-
pulationen dargestellt werden. Moderne Durchflusszytometer sind in der Lage bis zu 100.000
Zellen mit 10-20 verschiedenen Eigenschaften pro Sekunde auszuwerten (zur Ubersicht siehe
(Patel 2007)). Aufgrund dieser Vielzahl kdnnen auch einzelne Subpopulationen bewertet wer-
den. Es kdnnen zum einen GréBe und Kompartimentierung von Zellen und zum anderen Flu-
oreszenzen beurteilt werden. Fluoreszenzen kénnen nicht nur natdrlich in den Zellen vorkom-
men. Auch kdnnen sie mittels Antigen-Antikérper Reaktion mit Fluorochrom gebundenen An-
tikérpern induziert werden. Eine Fluoreszenz ist eine kurzzeitig, spontan entstehende Emis-
sion von Licht. Die Elektronen des fluoreszierenden Farbstoffs werden angeregt und durch
einen Laser auf ein hdheres Energieniveau gehoben. Wenn diese wieder auf ihr urspringli-

ches Energieniveau zurtickfallen, emittieren sie ein Photon.

27



Diese Energieabstrahlung erfolgt in einem sichtbaren Spektralbereich, welcher auch als Emis-
sionsspektrum bezeichnet wird (zur Ubersicht siche (Pétzsch 2010; Patel 2007)). Die Maxima
der Emissionsspektren unterscheiden sich bei den verwendeten Fluorchromen. Somit kénnen
unterschiedliche charakteristische Farben visualisiert werden, was dazu fihrt, dass pro Zelle
mehr als nur ein Oberflachenmerkmal beurteilt werden kann. Neben der beschriebenen spe-
zifischen Zelldifferenzierung ist auch eine Differenzierung der Zellen anhand ihrer Gré8e und
Kompartimentierung maéglich. Hierflr werden die durch den Laser erzeugten Lichtstreuungs-
signale beurteilt. Das Vorwartsstreulicht (forward scatter) gibt Hinweise tber die GréBe der
Zelle und durch das Seitwartsstreulicht (side scatter) ist die Beurteilung der Kompartimente
und Granulierung der Zellen méglich (zur Ubersicht siehe (Pétzsch 2010)). Die Durchflusszy-
tometrie wurde in dieser Arbeit angewandt, um die Zellen aus den atherosklerotischen Plaques
der Aorten und aus dem Blut der Versuchstiere zu typisieren.

3.7.1. Vorbereitung der Proben

Die Aorten wurden nach ihrer Entnahme aus den Mausen in FACS-Puffer (Zusammensetzung
siehe Absatz 2.1) gegeben und von anheftenden Geweberesten befreit. Da eine der Knockout
M&use ein abdominelles Aneurysma aufwies, wurde dieses Tier aus den durchflusszytometri-
schen Versuchen ausgeschlossen. Durch vorheriges Spillen konnten intraluminale Blutreste
bereits aus den Aorten entfernt werden. AnschlieBend wurden die Aorten mit 1 ml enzymati-
schem Verdaumix (Zusammensetzung siehe Absatz 2.1.) in ein Reaktionsgefal3 (Eppendorf,
Hamburg) geben und manuell mithilfe einer Schere zerkleinert, bis makroskopisch keine grof3e
Aortenstlcke mehr sichtbar waren. Um den Verdauprozess zu beschleunigen wurden die Aor-
ten anschlieBend eine Stunde bei 37 °C und 750 rpm in einem Thermomixer (Eppendorf, Ham-
burg) inkubiert. Nachfolgend wurde der Verdau-Aorten-Mix durch einen Nylon-Zellenfilter
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) in ein 50 ml Falcon (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA) tberfiihrt. Um méglichst wenig Zellmaterial zu verwerfen, wurden die Reakti-
onsgefaBe zweimal mit 1 ml FACS-Puffer gespult. Dann wurde der Filter mithilfe von FACS-
Puffer ausgewaschen und das Falcon auf 40 ml aufgeflllt. Die Falcons wurden bei 400 xg und
4 °C fur 8 min zentrifugiert. Nach dem Zentrifugieren wurden diese dekantiert und der Fllssig-
keitsrest abgesaugt. Das Pellet wurde anschlieBend in 300 ul FACS-Puffer resuspendiert und
Uber eine Zellenfilterkappe in ein FACS-Réhrchen (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA)
gegeben. Um die Gesamtzahl der Zellen in den Proben zu bestimmen, wurden 10 pl Aliquot
entnommen und bei 4 °C gelagert. Neben den Aorten wurde auch das Blut der M&use durch-
flusszytometrisch untersucht. Die Entnahme des Bluts ist unter Absatz 3.3 genauer beschrie-
ben. Fir die Durchflusszytometrie-Versuche wurde 50 ul Blut der Versuchstiere verwendet.
Auch hier wurden 10 pl Aliquot entnommen, um vor der Durchflusszytometrie die genaue An-
zahl der Leukozyten in den Proben zu bestimmen.
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Die Aliquots beider Versuchsreihen wurden in einer Neubauer-Zéahlkammer (Hausser Scienti-
fic Company, Horsham, USA) gezahlt. Um lebende Zellen von toten unterscheiden zu kénnen
wurden die Proben im Verhaltnis 1:2 mit Trypanblau (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA)
gemischt. Zu den restlichen 40 pul Blut wurde 1 ml Lysepuffer (Zusammensetzung siehe Absatz
2.1.) hinzugegeben, mit der Pipette vorsichtig vermischt, 5 Minuten inkubiert und dann bei 400
xg und 4 °C fiir 8 min zentrifugiert. Nach dem Zentrifugieren wurde der Uberstand dekantiert
und der Flassigkeitsrest abgesaugt. Das Pellet wurde in 300 ul FACS-Puffer resuspendiert
und in ein FACS-Rdhrchen gegeben. Bis zur weiteren Verwendung wurden die Aorten- und
Blutproben der Versuchstiere bei 4 °C gelagert.

3.7.2. Farbungen

Zur Unterscheidung der verschiedenen Zellpopulationen wurden monoklonale Flurochrom-
markierte Antikdrper verwendet. Die Fluorochrome der Antikérper haben unterschiedliche
Emissions-Maxima, was eine Differenzierung diverser Oberflachenantigene ermdglicht. Die
verwendeten Flurochrome, Emissions-Maxima, Exzitations-Maxima sind in der Tabelle 5 auf-

gelistet.

Fluorochrom Exzitations-Maximum Emissions-Maximum Fluoreszenz-

[nm] [nm] Emissionsfarbe
APC-Cy7 650 785 nahes Infrarot
BV510 405 510 Grin
FITC 494 519 Grin
PE 496, 564 578 Gelb
PE-Cy7 496,564 785 nahes Infrarot
PerCP-Cy5.5 482 678 Rot

Tabelle 5: Verwendete Fluorochrome mit jeweiligem Exzitations-, Emissionsmaximum und der jeweiligen Fluo-
reszenz Emissionsfarbe

Die Proben der Versuchstiere wurden durchgehend bei einer Temperatur von 4 °C gehalten.
Den vorbereiteten Proben (Protokoll siehe Absatz 3.8.1.) wurde jeweils 50 ul des ersten Anti-
kdrper Mastermix (Zusammensetzung siehe Tabelle 6) hinzu pipettiert. Dieser wurde mittels
Vortexer (Scientific Industries, Bohemia, USA) mit den Proben vermengt und 15 min im Dun-
keln inkubiert. AnschlieBend wurden die Proben mit 1 ml FACS-Puffer aufgefillt und bei 400
xg und 4 °C far 8 min zentrifugiert. Nach dem Zentrifugieren wurden diese dekantiert und der
Flussigkeitsrest abgesaugt. Die Pellets wurden in 300 ul FACS-Puffer resuspendiert.
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Antikorper Konjugat Verdiinnung Volumen in pl

B220 PE 1in 600 0,5
CD49b PE 1in 1200 0,25
CD90.2 PE 1in 3000 0,1
NK1.1 PE 1in 600 0,5
Ter119 PE 1in 600 0,5
Ly6g PE 1in 600 0,5
CD115 Biotin 1in 600 0,5
FACS-Puffer 47,2
Volumen gesamt 50

Tabelle 6: Zusammensetzung des ersten Antikérper Mastermix mit Auflistung der jeweiligen Antikérper, ihren

Konjugaten und der endgltigen Verdinnung

Dann wurde jeweils 50 pl des zweiten Antikdrper Mastermix (Zusammensetzung Tabelle 7)
auf die Aortenproben gegeben. Der Sekundarantikérper Streptavidin (SA), welcher das an
CD115 gekoppelte Biotin bindet, wurde nur zu den Blutproben der Versuchstiere hinzugege-
ben. Dem Rest des zweiten Mastermix wurde dann der SA-Antikrper hinzugegeben und an-
schlieBend wurde jeweils 50 pl zu den Blutproben pipettiert. Der zweite Mastermix wurde mit
den Proben mittels Vortexer vermengt und anschlieBend 15 min im Dunkeln inkubiert. Danach
wurden die Proben mit 1 ml FACS-Puffer aufgefillt und bei 400 xg und 4 °C fir 8 min zentri-
fugiert. Nach dem Zentrifugieren wurden diese dekantiert und der FlUssigkeitsrest abgesaugt.
Die Pellets wurden vorsichtig in 300 ul FACS-Puffer resuspendiert und anschlieBend bei 4 °C
bis zur durchflusszytometrischen Untersuchung gelagert.

Antikorper Konjugat Verdiinnung Volumen in gl
(SA BV510) 1in 600 0,5

Ly6c FITC 1in 600 0,5

CD45.2 PerCP-Cy5.5 1in 630 1,0

F4/80 PE-Cy7 1in 600 0,5

CD11b APC-Cy7 1in 600 0,5
FACS-Puffer 46,5

Volumen gesamt = 50

Tabelle 7: Zusammensetzung des zweiten Antikdrper Mastermix mit Auflistung der jeweiligen Antikérper, ihren
Konjugaten und der endgultigen Verdiinnung
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3.7.3. Erstellung der Kontrollproben

Da bei der durchflusszytometrischen Untersuchung verschiedene Fluorchrome verwendet
werden, muss das Geréat vorher mit Kontrollen kompensiert werden, um Uberlappungen un-
terschiedlicher Fluorochrom-Signale zu minimieren. Hierfir wurden in zwei FACS-Réhrchen
je 300 ul FACS-Puffer auf 20 ul Kontroll-Beads (Thermo Fisher Scientific, Waltham,USA) ge-
geben und anschlieBend mit je 1 pl der Antikérper Mastermixe fiir 15 min im Dunkeln inkubiert.
Dann wurde den Kontrollen je 1 ml FACS-Puffer hinzugegeben und bei 400 xg und 4 °C fir 8
min zentrifugiert. Nach dem Zentrifugieren wurden diese dekantiert und der Flussigkeitsrest
abgesaugt. AnschlieBend wurden die Zell-Pellets in je 600 ul FACS-Puffer vorsichtig resus-
pendiert.

3.7.4. Durchfiihrung der Durchflusszytometrie

Das Prinzip der Durchflusszytometrie wurde bereits in Absatz 3.8. beschrieben. Es handelt
sich hierbei um ein druckbetriebenes stromungstechnisches System. Die Zellen der Proben
werden durch eine Durchflusszelle, welche fest mit dem Laser ausgerichtet ist, gefuhrt. Der
koaxiale Strom, bestehend aus den Zellen und der Ummantelung durch einen zellfreien Puffer,
erm@glicht eine Zentrierung der Zelle gegeniber dem Laser. Die bei der Passage entstandene
Lichtstreuung und die emittierte Fluoreszenz gelangen per Reflexion zu den mit Bandpassfil-
tern versehenen Photomultiplier-Detektoren, die selbst schwache Lichtsignale erkennen kon-
nen. Die spektrale Auswahl der gesammelten Wellenlangen erfolgt durch die Bandpassfilter.
Alle gesammelten Informationen werden anschlieBend durch ein Computerprogramm gra-
phisch dargestellt (zur Ubersicht siche (Patel 2007)). Die Versuche wurden mit den Durch-
flusszytometern BD LSR Fortessa™ (BD Biosciences Franklin Lakes, USA), so wie BD
FACSARIA 11l (BD Biosciences, Franklin Lakes, USA) und der BD FACS Diva Software durch-
gefuhrt. Nach den Kontroll-Beads (Zusammensetzung siehe Absatz 3.8.2.) wurden die Proben
der Versuchstiere einzeln ausgewertet. Die Kompensation der Proben erfolgte manuell.

3.7.5. Auswertung

Zur Auswertung der durchflusszytometrischen Ergebnisse wurde die Dot-Plot-Darstellung ge-
wahlt. Mit dieser kdnnen zwei verschiedenen Parameter in einer zweidimensionalen Darstel-
lung berlcksichtigt werden. Mit einer Darstellung als Histogramm kann lediglich ein gemesse-
ner Parameter im Verhéltnis zur Zellzahl angezeigt werden (zur Ubersicht siehe (Patel 2007)).
Das Dot-Plot-Diagramm stellt einzelne Zellen in Form eines Punktes dar. Auf der x-Achse sind
die gemessenen Fluoreszenz-Intensitaten des ersten ausgewahlten Parameters aufgetragen
und auf der y-Achse die Intensitaten des zweiten ausgewahlten Parameters. Ein Zusammen-

spiel beider Parameter bestimmt die Position des Punktes auf dem Diagramm.
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So ist eine Unterteilung in Quadranten, welche die Anzahl der Zellen in vorher definierte Be-
reiche anzeigt mdéglich. Die Auswertung der graphisch dargestellien Messwerte erfolgte mit
der FlowJo-Software (BD Bioscience, Franklin Lakes, USA).

3.8. Histologie

3.8.1. Gefrierschnitte

Zur quantitativen Beurteilung der atherosklerotischen Plaques wurden mit einem Mikrotom his-
tologische Préaparate der Herzen auf Héhe der Aortenklappen angefertigt. Die Herzen der Ver-
suchstiere (Probeentnahme in Absatz 3.3 beschrieben) wurden in Kryoeinbettformen (Sakura
Finetek™ Tissue-Tek™ Cryomold™) senkrecht, mit der Herzapex nach unten zeigend, posi-
tioniert. Das Einbettmedium (Tissue Tek, O.C.T. TM Compound, Sakura Finetek, Staufen)
wurde anschlieBend in flissigem Stickstoff ausgehartet.

Die Proben wurden bis zu weiterer Verwendung bei -80 °C gelagert. Mit dem Kryo-Mikrotom
(Modell CM 1850, Leica, Wetzlar) wurden 4 um dicke Gefrierschnitte bei einer Umgebungs-
temperatur von -23 °C angefertigt und direkt auf einen Objekttrager Ubertragen. Die Schnitte
wurden seriell von der Aortenwurzel bis in die Herzkammer in einer parallel zu den Herzklap-
pen verlaufenden Schnittfiihrung angefertigt. Um durch eine durch Auftauen bedingte Aktivie-
rung von Proteasen und auch Zerstdérung von Proteinen zu vermeiden, wurden die Objekttra-
ger bis zur Farbung auf Trockeneis und bei -80 °C gelagert.

3.8.2. Masson-Trichrom-Farbung

Die Schnitte der Aortenklappen wurden mit einer Masson Trichrom Farbung angefarbt. Diese
erzeugt eine Rotfarbung der Muskelfaser, eine Blaufarbung der Kollagenfasern und eine
Schwarzfarbung der Zellkerne. Fir die Farbung wurde das Trichrome Stain (Masson) Kit
(Sigma-Aldrich, Missouri, USA) und die Hamatoxylinlésung nach Weigert (Carl Roth, Karls-
ruhe, DE) verwendet. Die Vorbereitung der verwendeten Lésungen erfolgte nach Hersteller-
angaben. Die Zusammensetzung der Weigerts-Eisen-Hamatoxylin-Arbeitslésung ist in Absatz
2.1 beschrieben. Die Schnitte wurden in Anlehnung an das Protokoll des Kits gefarbt (Sigma-
Aldrich). Die Anfertigung der histologischen Praparate ist in Absatz 3.11. beschrieben. Nach
dem Auftauen der Praparate wurde durch mehrfaches Eintauchen in 1x PBS das Einbettme-
dium abgespuilt.
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Die Masson-Trichrom-Farbung wurde nach folgendem Protokoll angefertigt:

1. Farben in Weigerts-Eisen-Hamatoxylin-Arbeitsldsung 5 min
2. Spulen unter Leitungswasser 5 min
3. Spdlen in Millipore Wasser 2s

4. Farben in Biebrich-Scharlachrot-Saurefuchsin-Lésung 5 min
5. Kurz in Millipore Wasser baden 2s

6. Farben in Phosphorwolframsaure, Phosphormolybelansdure-Lésung 5 min
7. Farben in Anilinblau-Lésung 1,5 min
8. Spulenin 1 % Essigsaure 2 min
9.

Destilliertes Wasser

Nach der Farbung erfolgte die Dehydratisierung der Schnitte tber eine aufsteigende Alkohol-
reihe (einmal in Ethanol 70 %, einmal in Ethanol, 96 %, zweimal in Ethanol 100 %, zweimal in
Xylol). Das Eindecken der Schnitte erfolgte mit Pertex (Histolabs Products AB, Gétheburg, SE)
und Deckglaschen. Die Praparate wurden bis zur Auswertung bei -20 °C gelagert.

3.8.3. Auswertung der Farbungen

Die Digitalisierung der histologischen Praparate erfolgte mit dem Mikroskop Leica DMRB
(Leica Mikroskopie& Systeme GmbH, Wetzlar, DE) und der Kamera Leica DFC450C (Leica
Mikroskopie& Systeme GmbH, Wetzlar, DE). Zum Verarbeiten und Speichern der Bilder wurde
die Software LAS4.5. (Leica Mikroskopie& Systeme GmbH, Wetzlar, DE) verwendet. Die mor-
phometrische Auswertung der atherosklerotischen Plaques erfolgte manuell mit dem Pro-
gramm Imaged 1.50i (Wayne Rasband, National Institutes of Health, Bethesda, USA).

3.9. Statischer Adhasionsversuch

Mittels in-vitro-Versuchen wurde die Adhasion von Monozyten an Endothelzellen von gene-
tisch nicht veréanderter Wildtypmé&use (C57BI6/N) untersucht. Hierfur wurden die Monozyten
mit dem Uberstand der aktivierten Thrombozyten der Ldir~ oder der PF4-
Cre*Gucy1b1foiex|_dIr’- Mause inkubiert.

3.9.1. Isolation der Monozyten aus dem Knochenmark der Wildtypmause

Zur isolierten Gewinnung von Monozyten aus den Wildtypmausen wurde die Methode der
magnetisch aktivierten Zellsortierung (MACS) angewandt. Hierbei ist es anhand der Kenntnis
Uber Oberflachenmolekile méglich bestimmte Zellpopulationen spezifisch aus einem Zellge-
misch abzutrennen. Das Zellgemisch wird mit sogenannten MicroBeads inkubiert. Hierbei han-
delt es sich um Antikérper an denen kleine Magnetpartikel gebunden sind.
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Die MicroBeads erkennen so spezifische Antigene und binden diese. Beim Durchlaufen eines
starken Magnetfelds werden die markierten Zellen zuriickgehalten, wohingegen die unmar-
kierten Zellen das Magnetfeld ungehindert passieren kénnen (Miltenyi et al. 1990). In diesem
Verfahren unterscheidet man zwischen der positiven Selektion und der Depletion. Handelt es
sich bei den Zielzellen um die markierten Zellen, spricht man von einer positiven Selektion.
Sind jedoch die unmarkierten Zellen die Zielzellen wird das Verfahren Depletion genannt. In
unserem Versuch haben wir das Verfahren der positiven Selektion angewandt (Miltenyi et al.
1990).

3.9.2. Probenvorbereitung

Die Isolation der Monozyten erfolgte aus drei Wildtypméausen. Die Versuchstiere wurden mit-
tels einer Uberdosis Isofluran (Handelsgesellschaft mbH, Burgdorf, DE) euthanasiert. Es wur-
den die Wirbelsaule, das Becken, die Knochen der oberen und unteren Extremitaten sowie
das Schulterblatt beidseits entnommen. Die enthommenen Knochen wurden vom umliegen-
den Muskel-, Fett- und Bindegewebe befreit und anschlieBend mithilfe eines Mérsers (Carl
Roth GmbH Karlsruhe, DE) unter Zugabe von MACS-Puffer (Zusammensetzung siehe Absatz
2.1.) zerkleinert. Der FlUssigkeitsuberstand wurde Uber einen Zellenfilter in ein 50 ml Falcon
uberfuhrt. Diese Prozedur wurde so lange wiederholt, bis die Knochen homogenisiert waren.
AnschlieBend wurden die Falcons mit MACS-Puffer auf 40 ml aufgeflllt und dann bei 4 °C mit
300 xg fiir 10 min zentrifugiert. Nach dem Zentrifugieren wurde der Uberstand verworfen und
das zuritickgebliebene Pellet in 1 ml MACS-Puffer resuspendiert. Die Monozyten wurden mit-
hilfe eines biotinylierten CD115-Antikdrpers gebunden. 5 pl des Antikérpers wurden 30 min mit
der Suspension im Dunkeln inkubiert. Um Uberschiissige Antikérper zu entfernen, wurde das
Zell-Antikérper Gemisch mit 40 ml MACS-Puffer gewaschen und anschlieBend Uber ein Zell-
filter in ein neues 50 ml Falcon Uberfihrt. Nach der Zentrifugation bei 4 °C mit 300 xg fur 10
min wurde der Uberstand verworfen und das Pellet in 500 pl MACS-Puffer aufgenommen. Der
Lésung wurden 70 pl SA-Beads hinzugefiigt und fir 15 min inkubiert. Bei dieser Methode han-
delt es sich um indirekte MACS Uber zwei Schritte, wobei die SA-Beads spezifisch das Biotin
der zuvor markierten CD115-Antikérper binden. Um eine Zellverklebung zu vermeiden und
unspezifische Bindungen der MicroBeads zu reduzieren wurde das Gemisch mit 40 m| MACS-
Puffer gewaschen und Uber ein Zellfilter in ein frisches 50 m| Falcon Gberfuhrt. Nach der Zent-
rifugation bei 4 °C mit 300 xg fiir 10 min wurde der Uberstand verworfen und das Pellet in 2,5
ml MACS-Puffer resuspendiert.
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3.9.3. Separation der Monozyten mittels MACS

Far den nachsten Schritt wurden MACS LS Column S&ulen (Miltenyi Biotec GmBH, Bergisch
Gladbach, DE) mitsamt Zellseparationsfilter in die dafiir vorgesehene magnetische Halterung
(QuadroMACS™ | Miltenyi Biotec GmBH, Bergisch Gladbach, DE) gespannt. Die Filter halten
Zellaggregate und groB3e Partikel zurtick, um einen optimalen Fluss innerhalb der Trennsaulen
zu erhalten. Die Zelltrennsaulen wurden vorab mit 3 ml MACS-Puffer gespuilt. AnschlieBend
wurde das Zellgemisch auf die Saulen gegeben und dabei gefiltert. Um so wenig Zellmaterial
wie mdglich zu verlieren, wurden die ProbengefaB3e anschlieBend mit einem weiteren ml
MACS-Puffer gespult. Die Spullésung wurde anschlieBend auch in die Zellseparationssaulen
gegeben. Nachdem die Proben die Saule komplett durchlaufen hatten, wurden diese dreimal
mit 3 ml MACS-Puffer gespdlt. Da eine positive Selektion erfolgte, konnte das aufgefangene
Material verworfen werden. Nach der Entnahme aus dem Magnetfeld wurden die Saulen unter
Druck mit 5 ml MACS-Puffer in ein neues 50 ml Falcon Uberflihrt. Somit wurden die zurlickge-
haltenen Zellen ausgespult und im Falcon aufgefangen. Die Lésung wurde bei 4 °C mit 300
xg far 10 min zentrifugiert, der Uberstand verworfen und anschlieBend wurde das Pellet be-
stehend aus den isolierten Monozyten in einem ml PBS resuspendiert.

Ein 10 pl Aliquot wurde aus der Monozyten Lésung (Isolierung siehe Absatz 3.14.) fir die
Zellzahlung entnommen. Um lebende von toten Zellen unterscheiden zu kénnen wurde das
Aliquot im Verhaltnis 1:2 mit Trypanblau (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) gefarbt.
Mittels Zellzéhlung konnte sichergestellt werden, dass Uber 95 % der Zellen lebendig sind.
Gleichzeitig ermdglichte diese Zahlung die Berechnung einer optimalen Verdinnung der iso-
lierten Monozyten, um gleiche Zellkonzentrationen in den Proben der drei Mduse zu erhalten.
Far den Adhasionsversuch wurde eine Zellkonzentration von 2 Mio Zellen pro ml bendtigt. Die
Lagerung der isolierten Monozyten erfolgte bis zur weiteren Verwendung bei 4 °C.

3.9.4. Isolation von Thrombozyten aus den Versuchsmausen

Fur den Adhasionsversuch wurden Thrombozyten aus sechs PF4-Cre*Gucy1b1iex| dir”
Mausen und sechs Ldlr” Mausen isoliert. Die Euthanasie der Mause erfolgte mittels einer
Uberdosis Isofluran. AnschlieBend wurde ihnen retrobulbar 800 pl Blut entnommen und die
Koagulation mit 200 ul ACD-Lésung (Zusammensetzung siehe Absatz 2.1.) gehemmt. Um die
Thrombozyten aus dem Vollblut zu isolieren, wurde dieses fur 15 Minuten bei 100 xg und
Raumtemperatur zentrifugiert und das thrombozytenreiche Plasma (PRP) entnommen. Dieses
wurde wiederum fiir 10 Minuten zentrifugiert (100 xg bei Raumtemperatur), der Uberstand
verworfen und das entstandene Pellet, bestehend aus den Thrombozyten, in 300 ul DMEM
aufgeldst. Um sicherzustellen, dass in den Proben genug Thrombozyten isoliert worden sind,
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wurde jeweils ein 10 pl Aliguot entnommen und mit dem hamatologischen Analysegerat Sys-
mex XP 3000 (Sysmex Europe GmbH, Norderstedt, Deutschland) quantifiziert. Bis zur weite-
ren Verwendung der Thrombozyten erfolgte eine Lagerung bei 4 °C.

3.9.5. Aktivierung der Thrombozyten

Die aus den Versuchstieren gewonnenen Thrombozyten (Vorgang im Absatz 3.14. beschrie-
ben) wurden durch Schuitteln aktiviert. Hierflir wurde die akquirierten Thrombozyten gleichma-
Big auf zwei 1,5 ml Reagenzgefal3e verteilt. In die eine Probe wurden 15 pl PBS-Puffer gege-
ben und in die andere Probe 15 pl eines Stickstoffmonoxid-Donors, S-Nitrosoglutathion
(GSNO). In einem Thermomixer (Eppendorf, Hamburg) wurden die Thrombozyten bei 25 °C
und 1000 rpm 30 Minuten lang geschuttelt und anschlieBend 10 min bei 12.000 xg herunter-
zentrifugiert. Im Uberstand befanden sich die durch die Aktivierung der Thrombozyten freige-

wordenen Substanzen.

3.9.6. Markierung der Monozyten

Die isolierten Monozyten (Vorgang siehe Absatz 3.14) wurden jeweils mit 2,5 pl Calcein-Ace-
toxymethylester (AM) Lésung (Endkonzentration: 2 pg/ml) bei 37 °C im Dunkeln fir 30 min
inkubiert. Calcein ist ein Fluoreszenzfarbstoff, dessen Exzitations-Maximum bei 495 nm liegt.
Calcein diffundiert in die Zellen und wird in lebenden Zellen in fluoreszierendes Calcein umge-
wandelt. So kénnen die viablen Zellen markiert werden. Nach der Inkubation wurden die L6-
sungen bei 300 xg fiir 5 min runterzentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet in
einem ml DMEM-Medium resuspendiert. Um auf die gewlnschte Zellkonzentration zu kom-
men, wurden die Proben mit der bei der Zellzahlung berechneten Mediummenge aufgeflit.

3.9.7. Versuchsdurchfiihrung des statischen Adhasionsversuchs

Der Versuchsaufbau ist in Abbildung 4 schematisch dargestellt. Auf einer 96 Well Platte wur-
den 20.000 Wildtyp Endothelzellen/Well ausgeséat und vor Versuchsbeginn fir 4 Stunden mit
TNF-a (Verdinnung: 50 ng/mL) in DMEM inkubiert und so aktiviert. AnschlieBend wurde in
Spalte eins der Uberstand von den mit GSNO-inkubierten Thrombozyten aus den PF4-
Cre*Gucy1b1™ox| djr’- Mausen und in Spalte zwei der Platte der Uberstand von den mit
GSNO-inkubierten Thrombozyten aus den LDLr”Mausen aufgetragen. In Spalte drei wurde
der Uberstand von den mit PBS-inkubierten Thrombozyten aus den PF4-
Cre*Gucy1b1"xox| djr’- Mausen und in Spalte vier der Platte der Uberstand von den mit PBS-
inkubierten Thrombozyten aus den LDLr"Méausen aufgetragen. In jedes Well wurden anschlie-
Bend 500.000 Monozyten aus Wildtyp Mausen gegeben. Die Endothelzellen der Zeilen finf
und sechs wurden weder mit Uberstand aktivierter Thrombozyten noch mit Monozyten behan-
delt und dienten der Negativ-Kontrolle.
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Hier wurde jeweils 300 ul DMEM-Medium hinzu pipettiert. Nach einer Inkubationszeit von einer
Stunde wurden nicht haftende Zellen dreimal mit 150 pl PBS-Puffer abgewaschen. Anschlie-
Bend wurde jeweils 100 ul PBS-Puffer auf die Wells gegeben. Die Auswertung des Adhasi-
onsversuchs erfolgte mithilfe eines Mikroplattenlesers (Tecan Group, Mannerdorf, SUI) und
der Software Tecan iControl v1.10 (Tecan Group, Mannerdorf, SUI). Gemessen wurde die
Fluoreszenzintensitat, die im Wesentlichen von der Menge der adhéarierenden Monozyten ab-

hangt. Desto mehr Zellen adharieren umso hoher ist die gemessene Fluoreszenzintensitat.
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Abbildung 4: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus des statischen Adhasionsversuchs. KO: Spalte,
in die der Uberstand von aktivierten Thrombozyten aus PF4-Cre*Gucy1b1xox| djr- Mausen aufgetragen
wurde. WT: Spalte, in die der Uberstand von aktivierten Thrombozyten aus LDLr" Méusen aufgetragen wurde.
In den ersten zwei Spalten ist der Uberstand von Thrombozyten, welche mit S-Nitrosoglutathion (GSNO) inku-
biert wurden aufgetragen worden. In Spalte drei und vier wurde der Uberstand von Thrombozyten, welche mit
PBS inkubiert wurden aufgetragen. In Spalte fiinf und sechs wurde als Kontrolle ausschlieBlich Medium auf die
Wildtyp Endothelzellen aufgetragen.

3.10. Statistische Auswertung

Fur die graphische Darstellung und statistische Auswertung der Daten wurde die Software
GraphPad PRISM 7 benutzt. Die Normalverteilung der Daten wurde mit dem Kolmogorov-
Smirnov Test Uberprift. Flr den Vergleich zweier Versuchsgruppen wurde ein ungepaarter t-
Test durchgeflihrt. Die statistische Auswertung des Adhéasionsversuchs erfolgte mittels Ein-
stichproben t-Test und der Mann-Whitney-U-Test diente zur Auswertung der Gewichtsanaly-
sen der Mause. Fir alle statistische Auswertungen wurde p < 0,05 als statistisch signifikant
gesetzt.
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4. Ergebnisse

4.1. Generierung von PF4-Cre*Gucy1b17o¥ox| dIr- Mausen

Fur die Versuche dieser Arbeit wurden PF4-Cre*Gucy1b1™/"x[ dir- Mause verwendet. Zur
Bestatigung der Cre-LoxP-vermittelten Deletion wurde aus Ohrstanzen der Mause isolierte
DNS genotypisiert und der Genotyp anschlieBend mittels drei verschiedener PCRs Uberprift.
Bei den PF4-Cre*Gucy1b1™1xX[ dir’- Mausen handelt es sich um homozygote Cre-Rekombi-
nase Trager, in denen die Gensequenz der 3+-Untereinheit der sGC homozygot durch LoxP-
Sequenzen flankiert ist. Es wird angenommen, dass die Cre-Rekombinase in heterozygoten
Mausmodellen ausreichend exprimiert wird, um die gefloxten DNS-Sequenzen zuverlassig
und zirkular herauszuschneiden. Wie bereits im Absatz 1.2.1 beschrieben kann die Gua-
nylatzyklase aus einer ai- oder az-Untereinheit und einer Bi-Untereinheit gebildet werden
(Russwurm et al. 1998). Mit dieser Vorkenntnis kann davon ausgegangen werden, dass auf-
grund der zellspezifischen Deletion des Genabschnitts in Gucy1b1 in den Thrombozyten keine
funktionsfahige Guanylatzyklase exprimiert werden kann. Da flr die Genotypisierung keine
Thrombozyten mit der aktiven Cre-Rekombinase verwendet wurden, sondern Ohrstanzen und
Schwanzbiopsien, mussten in dieser Arbeit zwei verschiedene PCR-Methoden angewandt
werden, um den thrombozytenspezifischen Knockout visualisieren zu kénnen. In der 31-Multi-
plex PCR wurde Uberprift, ob beide Gucy1b1-Allele der Knockout Mause gefloxt sind (siehe
Abbildung 5 (B)). Da die LoxP-Sequenzen 34 Basenpaare (bp) umfassen, sind die multipli-
zierten Genabschnitte der gefloxten Mause gréBer als die der nicht gefloxten Mause. Aus die-
sem Grund kénnen zwei Banden unterschiedlicher GréBe entstehen: nicht-gefloxte Sequen-
zen mit 680 bp und gefloxte Sequenzen mit 714 bp. Als homozygoter Knockout galten die
Mause, die bei der PCR nur eine Bande auf der Héhe von 714 bp zeigten. Die Mause der Ldlr
* Linie stellten sich in der B+-Multiplex PCR entweder mit zwei Banden — davon eine mit 714
Basenpaaren und eine mit 680 bp — oder mit nur einer Bande auf der Héhe von 680 bp dar
(siehe Abbildung 5 (C)). Neben der B+-Multiplex-PCR wurde bei der PF4-Cre-PCR Uberpriift,
ob das die Cre-Rekombinase codierende Gen distal des PF4-Promotors lokalisiert ist (siehe
Abbildung 5 (A)). Die Cre-Rekombinase umfasst 450 bp und stellt sich in Mausen, die diese
exprimieren, nach Durchflihrung der PCR und Auftragung aufs Geld als eine Bande dar (Tiedt
et al. 2007). Sie ist in beiden Versuchsstdmmen nachweisbar. Der thrombozytenspezifische
Knockout konnte nur dann erreicht werden, wenn die Versuchstiere sowohl homozygot gefloxt
waren als auch das Gen fur die Cre-Rekombinase in der PCR nachgewiesen werden konnte.
In beiden Gruppen der Versuchstiere lag auch ein homozygoter Ldlr-Knockout vor. Die Banden
der LdIr-PCR wurden bei den Knockout Mausen bei 189 bp und bei den Wildtypmausen bei
350 bp erwartet. Vor Einschluss in die Versuche wurde die Genotypisierung mittels PCR wie-
derholt.
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Abbildung 5: Qualitétskontrolle der Cre-LoxP-vermittelten Deletion mittels PCR der Knockout (KO, PF4-
Cre*Gucy1b1"¥ox| djr”) und Ldlr’- (PF4-Cre*Gucy1b1*™xLdlr und PF4-Cre*Gucy1b1**Ldlr- Mause) Mause
mittels B1-Multiplex, PF4-Cre und LDLr PCR. (A) Die PF4-Cre PCR Uberprift, ob distal des PF4-Promotors eine
Cre-Rekombinase lokalisiert ist, die einer Bandengré3e von 450 bp entspricht. Sie ist in beiden Versuchsstam-
men nachweisbar. (B) Darstellung der 3+-Multiplex PCR. Nicht gefloxte Gensequenzen entsprechen 680 Basen-
paare (bp), gefloxte Sequenzen haben 714 bp. Bei Mausen der Ldlr’” Linie gibt es zwei Mdglichkeiten der Dar-
stellung - Gucy1b1+*#* mit zwei Banden, davon eine mit 714 Basenpaaren und eine mit 680 bp oder Gucy1b1**
(s. LdIr”") mit nur einer Bande auf der Héhe von 680 bp. (C) Positivkontrolle in Form einer LDLr PCR. Sowohl
KO als auch WT Méause haben einen Knockout der LDL-Rezeptoren, weshalb eine Bandengrée von 189 bp
erwartet wird. Bei fehlendem LDLr-Knockout liegt die BandengréBe bei 350 bp.

4.2. Expression der pi-Untereinheit in PF4-Cre*Gucy1b17ox/fox
Thrombozyten

Nach der Bestatigung des Genotyps der Mause wurde die intrazellulare Konzentration der 3+-
Untereinheit mittels Western Blot analysiert. Untersucht wurde, ob die heterozygote Expres-
sion der Cre-Rekombinase ausreichend ist, um eine Deletion des Gucy1b1-Gens sicherzustel-
len. Eine Deletion des Gens gilt in diesem Versuch als nachgewiesen, wenn in den Proben
der PF4-Cre*Gucy1b1x Thrombozyten die Bande der B1-Untereinheit durch die Immunfar-
bung nicht dargestellt werden kann, wahrend bei den Kontrollproben der anderen Gewebe und
der von den PF4-Cre*Gucy1b1ix Thrombozyten Banden zu erkennen sind. Als Ladekon-
trolle wurde GAPDH detektiert. Die Bi-Untereinheit hat eine Moleklilmasse von 63-73 kDa.
Abbildung 6 A zeigt exemplarisch einen Western Blot dieser Versuchsreihe. Mit dem Hinter-
grundwissen, dass die sGC ohne B+-Untereinheit nicht funktionsfahig ist, konnte ein throm-
bozytenspezifischer Knockout der sGC mit diesem Versuch angenommen werden. Die sGC
hat eine integrale Rolle in der NO-vermittelten Inhibition der Thrombozytenaggregation.
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Um den Verlust der thrombozytaren sGC auch funktionell nachzuweisen, wurde in Folgeun-
tersuchungen, die nicht Bestandteil dieser Arbeit waren, die ADP-vermittelte Thrombozytenag-
gregation unter Baseline-Bedingungen sowie nach Stimulation der sGC mit dem NO-Donor
Natriumnitrorpussid analysiert (Mauersberger/Sager et al., eingereicht). Wahrend die Throm-
bozytenaggregation unter Baseline-Bedingungen in beiden Genotypen vergleichbar war (Ab-
bildung 6 B), zeigte sich nach NO-Gabe eine signifikante Reduktion der NO-vermittelten
Thrombozytenaggregation in Wildtyp — im Vergleich zu PF4-Cre*Gucy1b1™/"x Mausen (Ab-
bildung 6 C). Diese Erkenntnisse sind die Voraussetzung fiir die nachfolgenden Versuche.
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Abbildung 6: Knockout der sGC in Thrombozyten. (A) Western Blot von Lunge (Lung), Aorta und Thrombozyten
(Platelets) im Vergleich zwischen Wildtyp (WT) und PF4-Cre*Gucy1b1™fex Mausen. Es wurden die B1-Untereinheit
der sGC (sGC-B1) sowie GAPDH als Ladekontrolle detektiert. (B) ADP-induzierte Thrombozytenaggregation (pla-
telet aggregation) in WT- und PF4-Cre*Gucy1b1"/fox Mausen unter Baseline-Bedingungen. C. ADP-induzierte
Thrombozytenaggregation (platelet aggregation) in WT- und PF4-Cre*Gucy 1b1"ofox M&usen nach Stimulation der
sGC mittels Natriumnitroprussid. Die Daten zeigen Mittelwert und Standardfehler. Ungepaarter t-Test. Siehe (Stroth
et al. 2018) und (Mauersberger/Sager et al., eingereicht).
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4.3. Gewichtsverhaltnisse und Blutanalysen in PF4-
Cre*Gucy1b17xox| dir-und LdIr-Mausen

Es ist bekannt, dass sowohl der Cholesterinmetabolismus als auch Ubergewicht einen Einfluss
auf die Entstehung von Atherosklerose haben (zur Ubersicht siehe (Catapano et al. 2016)).
Um den Effekt der thrombozytaren Guanylatzyklase auf diese Parameter beurteilen zu koén-
nen, wurden in beiden Versuchsgruppen die Cholesterinwerte sowie die Leukozyten- und
Thrombozytenzahl nach cholesterinreicher Kost und das Gewicht vor bzw. nach cholesterin-
reicher Erndhrung bestimmt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 7 dargestellt. Die Versuche
zeigten keinen signifikanten Unterschied der Cholesterinwerte nach cholesterinreicher Ernéh-
rung zwischen PF4-Cre*Gucy1b1%¥1xX dir” und Ldlr~ Mausen (Abbildung 7 A). Wahrend
sich bei den Thrombozytenzahlen ein Trend hin zu einer geringeren Zahl bei PF4-
Cre*Gucy1b1™x| dr- Mausen zeigte (Abbildung 7 B), waren die Leukozytenzahlen nach
cholesterinreicher Ernahrung gleich (Abbildung 7 C). Die Gewichtsanalyse ergab keinen sig-
nifikanten Unterschied zwischen den Gruppen, weder vor noch am Ende der cholesterinrei-
chen Erndhrung (Abbildung 7 D).
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Abbildung 7: Serumcholesterinwerte (Serum cholesterol) (A), Thrombozytenzahlen (Platelet count) (B) und Leu-
kozytenzahlen (Blood leukocytes) (C) nach cholesterinreicher Erndhrung in PF4-Cre*Gucy1b170¥x[ dir’- und Ldlr
~ Mausen. D. Korpergewicht (Body weight) vor (links) und nach (rechts) cholesterinreicher Erndhrung in PF4-
Cre*Gucy1b1"¥ox| dlr”- und Ldlr- M&usen. Ungepaarter t-Test (A-C), Mann-Whitney-U-Test (D). Aus (Mauersber-
ger/Sager et al., eingereicht).
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4.4. Bildung atherosklerotischer Plaques in PF4-
Cre*Gucy1b1o¥ox| djr- und LdIr’- Mausen

Die morphometrische Analyse der atherosklerotischen Plaques erfolgte anhand histologischer
Praparate. Beurteilt wurde hierbei die GréBe der atherosklerotischen Plaques auf Héhe der
Aortenklappe von PF4-Cre*Gucy1b1™x dir”- und Ldlr”~ Mausen. In Abbildung 8 ist jeweils
ein Schnitt einer Versuchsgruppe exemplarisch dargestellt.
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Abbildung 8: Plaques im Bereich der Aortenwurzel im Vergleich zwischen PF4-Cre*Gucy1b1"¥1ox dir"- und Ldlr”
Mausen nach cholesterinreicher Ernahrung. Ungepaarter t-Test. Siehe (Stroth et al. 2018) und (Mauersberger/Sa-

ger et al. (eingereicht)).

Das linke Bild zeigt die atherosklerotischen Veranderungen auf H6he der Aortenklappen einer
Ldir" Maus, das rechte Bild die einer PF4-Cre*Gucy1b1™¥"[ dlr”- Maus. Die atheroskleroti-
schen Verénderungen der sGC-Knockout Maus scheinen weiter fortgeschritten zu sein als die
der sGC-Wildtyp Maus. Die histologischen Praparate in Abbildung 8 zeigen eine Infiltration
der Tunica media, sowie ein ausgepragtes exzentrisches Wachstum der Plaques bei der PF4-
Cre*Gucy1b1™x| dlr’- Maus. Dagegen ist bei der Ldlr” Maus keine ausgepragte Infiltration
der Tunica media festzustellen. Die fibrotische Kappe, bestehend aus extrazellularer Matrix
und migrierten glatten Muskelzellen, erscheint auch in der Histologie der Knockout Maus we-
sentlich prominenter. Neben atherosklerotischen Veranderungen der Aortenklappen in beiden
Versuchstieren zeigt sich lediglich in der Histologie der Knockout Maus ein ausgepragter nek-
rotischer Kern. Die morphometrische Ausmessung der atherosklerotischen Lasionen ergab
eine signifikant gréBere Lasionsflache in PF4-Cre*Gucy1b1™/X| dir- Mausen. Die Ergeb-
nisse hiervon sind ebenfalls in Abbildung 8 dargestellt. Zusammenfassend kann festgehalten
werden, dass PF4-Cre*Gucy1b1™/x djr- Mause gréBere atherosklerotische Plaques entwi-

ckelten als Ldlr’-Mause.
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4.5. Inflammation der GefaBwand in PF4-Cre*Gucy1b1"*oX[ dlr" und
LdIr- Mausen

Wie bereits in Absatz 1.1.1 beschrieben, ist bekannt, dass Atherosklerose ein chronisch ent-
ziindlicher Prozess ist (zur Ubersicht siehe (Lusis 2000)). Da in den vorherigen Versuchen
kein Effekt der thrombozytaren sGC auf das Gewicht und die Cholesterinwerte, jedoch ein
Einfluss auf die Plaquebildung beobachtet werden konnte, wurde in diesem Versuch der Zu-
sammenhang mit Zellen des Immunsystems, vor allem Monozyten und Neutrophilen, unter-
sucht. In dieser Versuchsreihe wurden mittels Fluorochrom-gebundenen Antikdrpern bekannte
Oberflachenantigene von Zellen markiert und quantifiziert. Hierflir wurden Aortenproben und
Blut von PF4-Cre*Gucy1b1™x dlr”- und Ldlr” Mausen nach cholesterinreicher Ernahrung
untersucht. In Abbildung 9 sind die Schritte der durchflusszytometrischen Auswertung am
Beispiel der Aorten-Probe einer Knockoutmaus dargestellt. Die verwendete Dot-Plot-Darstel-
lung ermdglicht eine Berlicksichtigung von zwei verschiedenen Parametern in einer zweidi-
mensionalen Darstellung. Hierbei entspricht jeder Punkt einer Zelle, was eine Quantifizierung
der gesuchten Zellen ermdglicht. Abbildung 9 A zeigt die sogenannte scatter gated Fluores-
zenz-Analyse. Mittels Analyse des Vorwartsstreulichts (forward scatter, FSC-A) und des Seit-
wartsstreulichts (side scatter, SSC-A) ist die Differenzierung zwischen lebendigen und toten
Zellen méglich. Hierbei ist auf die Ordinatenachse das Vorwartsstreulicht (FSC-A) und auf die
Abszissenachse das Seitwartsstreulicht (SSC-A) aufgetragen. Lebende Zellen erzeugen eine
héhere Vorwarts- und eine geringere Seitwértsstreuung als tote Zellen (zur Ubersicht siehe
(Patel 2007)). In den Abbildungen 9 B-D werden verschiedene Emissionen der Fluoreszen-
zen gegeneinander aufgetragen. Spezifische Fluoreszenzemissionen flihren zu einem erhéh-
ten Impuls und somit zu einer héheren Gate-Zahl im Diagramm (zur Ubersicht siehe (Patel
2007)). Zur Zellanalyse kénnen die Diagramme in vier Quadranten unterteilt werden. Anhand
Abbildung 9 B veranschaulicht bedeutet das, dass die Zellen, die im Quadranten unten links
aufgetragen sind, weder als eindeutig CD45.2- noch als eindeutig CD11b-positiv gelten. Bei
Zellen im Quadranten unten rechts handelt es sich um CD11b positive Zellen. Die Zellen im
Quadranten oben links sind CD45.2 positiv, die im Quadranten oben rechts sowohl CD45.2,
als auch CD11b positiv. Das Oberflachenantigen CD45.2 wird auf allen hamatopoetischen
Zellen, bis auf Erythrozyten und Thrombozyten exprimiert. CD11b wird Uberwiegend in Dend-
ritischen Zellen, Monozyten, Makrophagen und Granulozyten exprimiert. Im Diagramm, wel-
ches in Abbildung 9 B dargestellt ist, werden mithilfe der Antigene CD45.2 und CD11b myelo-
ische Zellen aus dem Zellgemisch herausgefiltert. Zellen im rechten oberen Quadranten sind
CD45.2- und CD11b-positiv. AnschlieBend wird in Abbildung 9 C nach der Expression von
zelltypischen Markern von hamatopoetische Zellen (in diesem Fall Ly6g, Ter119, NK1.1,
CD90.2, CD49b, B220/CD45R, CD11b) und CD45.2 unterschieden.
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In Abbildung 9 D erfolgt die Detektion von Monozyten, die auch Ly6c exprimieren. Zellen in
der oberen Halfte des Diagramms exprimieren das Oberflachenantigen F4/80, ein Antigen,

welches in murinen Makrophagen exprimiert wird.
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Abbildung 9: Schritte der durchflusszytometrischen Auswertung am Beispiel einer Aorten-Probe einer Knock-
outmaus dargestellt. In die Dot-Plot Darstellung sind einzelne Gates eingetragen. Diese dienen der Selektion
bestimmter Zellpopulationen. (A) FSCA-A vs. SSC-A, (B) APC-Cy7-A: CD11b vs. PerCP-Cy5-5-A: Cd45.2, (C)

PerCP-Cy5-5-A: Cd45.2 vs. PE-A: lineage, (D) FITC-A: Ly6c vs. PE-Cy7-A: F4/80.
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Die Ergebnisse der durchflusszytometrischen Untersuchung sind in der Abbildung 10 darge-
stellt. Die Versuche zeigten, dass nach einer cholesterinreichen Diat Gber zehn Wochen in der
Aorta von PF4-Cre*Gucy1b1™¥x djr” Mausen im Vergleich zu Ldlr’ Mausen eine signifikant

hohere Anzahl an Neutrophilen und Ly6c¢"e" Monozyten nachweisbar ist.
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Abbildung 10: Anzahl von neutrophilen Granulozyten (A) und Ly6cMa" Monozyten (B) in der Aorta von PF4-
Cre*Gucy1b1"ox| dlr” (hier PS-sGC™"LdlIr"")und Ldlr- Mausen nach cholesterinreicher Ernahrung. Ungepaarter t-
Test. Aus (Stroth et al. 2018).

4.6. Adhasion von Monozyten in Anwesenheit von Uberstand
aktivierter Wildtyp oder PF4-Cre*Gucy1b1°*ox Thrombozyten

Die durchflusszytometrischen Versuche haben ein erhdhtes Aufkommen von Ly6¢c"9" Monozy-
ten in atherosklerotischen Plaques der PF4-Cre*Gucy1b1™¥X dlr”- Mause gezeigt. Um zu
Uberprufen, ob es einen Zusammenhang zwischen dem thrombozytenspezifischen Knockout
der Guanylatzyklase und der Adhasion von Monozyten an das Endothel gibt, wurde dies im
Beisein von Uberstand aktivierter Thrombozyten aus PF4-Cre*Gucy1b1""* djr*- und LDLr
~ Mausen in einem Zellkultur-Experiment analysiert. Die Adhasion von Monozyten an En-
dothelzellen ist ein essentieller Schritt wahrend der Einwanderung in atherosklerotischen
Plaques (zur Ubersicht siche (Weber et al. 2008)). Thrombozyten von PF4-Cre*Gucy1b1x/ox
- und LDLr" M&ausen wurden im Rahmen des in vitro Versuches jeweils mit einem NO-Donor
oder PBS-Puffer inkubiert und aktiviert. Durch die Aktivierung der Thrombozyten befindet sich
der Inhalt ihrer Granula in dem Uberstand mit dem die fluoreszenzmarkierten Monozyten in-
kubiert wurden. Die am Ende des Versuches gemessene Intensitat der Fluoreszenz ermdglicht
eine Aussage Uber die Anzahl der adhdrenten Monozyten. Dadurch war ein Vergleich des
Einflusses auf die Adh&sion von Monozyten, entweder durch eine nicht funktionsféahigen Gua-
nylatzyklase in den Thrombozyten der PF4-Cre*Gucy 1b1"*"* Mause oder eine funktionsfahi-
gen Guanylatzyklase in den Thrombozyten der LDLr"~ Mause, moglich. Um den isolierten Ef-
fekt — induziert durch die Aktivierung der Guanylatzyklase in den Thrombozyten — auf die Ad-
hé&sion der Wildtyp Monozyten an das Endothel besser beurteilen zu kénnen wurde jeweils die
Intensitat der Fluoreszenz der mit PBS aktivierten Thrombozyten mit der Intensitat, der mit
GSNO aktivierten Thrombozyten dividiert. In der Abbildung 11 sind diese Ergebnisse darge-
stellt.
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Der Vergleich der Adhasion von Monozyten hat gezeigt, dass nach Inkubation mit dem Uber-
stand der aktivierten Thrombozyten aus den PF4-Cre*Gucy1b1¥ix Mausen signifikant mehr
Monozyten an Endothelzellen adharierten. Es kam zu um 13% gesteigerten Adhasion der Mo-
nozyten, welche mit dem Uberstand der Thrombozyten aus PF4-Cre*Gucy1b1™¥x Mausen

inkubiert wurden.
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Abbildung 11: Adhésion von Wildtyp Monozyten und Wildtyp Endothelzellen nach Inkubation mit Uberstand von
aktivierten LDLr”" (WT) oder PF4-Cre*Gucy1b1"/ox (hier PS-sGC”") Thrombozyten. Einstichproben t-Test. Aus
(Stroth et al. 2018)
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5. Diskussion

Durch die Erkenntnis, dass genetische Aberrationen die Entstehung von kardiovaskuléaren Er-
krankungen positiv beeinflussen, hat die personalisierte Medizin an Bedeutung gewonnen. Ziel
dieser ist neue Therapeutika auf der Basis der zugrundeliegenden Pathomechanismen zu fin-
den. Dadurch erhofft man sich frihzeitig in die Entstehung und Progredienz von Atheroskle-
rose eingreifen zu kénnen. Die Tatsache, dass lediglich 4 % der westeuropaischen Bevdlke-
rung homozygote Nicht-Risikoallel-Trager sind, jedoch 63 % der Westeuropaer eine Homozy-
gotie des GUCY1A1-Risikoallels aufweisen, verdeutlicht eindeutig die Relevanz einer zielge-
richteten Prazisionsmedizin (Kessler et al. 2017). In dieser Arbeit wurde der Effekt der throm-
bozytaren I6slichen Guanylatzyklase (sGC) auf die Entstehung und Progredienz atherosklero-
tischer Plaques untersucht.

5.1. PF4-Cre*Gucy1b17oxox| djr"- Mause

Der Einfluss der sGC auf atherosklerotische Veranderungen wurde bereits durch andere Ar-
beitsgruppen untersucht. Segura-Puimedon et al. haben durch einen ubiquitdren Knockout der
a1-Untereinheit der sGC keine Reduktion atherosklerotischer Veranderungen in GefaBwan-
den zeigen kénnen (Segura-Puimedon et al. 2016). Aufgrund vorangegangener Erkenntnisse
und Assoziationen zwischen dem GUCY1A1-Risikoallel mit einem erhéhten Aufkommen ko-
ronarer Herzerkrankung wird vermutet, dass der proatherogene Effekt des Risikoallels nicht
Uber vaskulare glatte Muskelzellen, sondern vielmehr Gber Thrombozyten vermittelt wird (Se-
gura-Puimedon et al. 2016). Thrombozyten kénnen Uber die Expression von Adhasionsmole-
kiilen und Immunrezeptoren Inflammationen modulieren und verstarken (zur Ubersicht siehe
(Hundelshausen et al. 2007)). Sie werden in Inflammations- und Immunprozessen als Haupt-
akteure angesehen und kénnen die Adhasion von Leukozyten sowie deren Rekrutierung in
inflammatorischem Gewebe férdern (zur Ubersicht siehe (Hundelshausen et al. 2007)).

Aus diesem Grund soll in dieser Arbeit der spezifische Effekt der sGC in Thrombozyten auf die
Entstehung atherosklerotischer Plaques untersucht werden. Um dies zu erméglichen, wurde
mittels Cre-LoxP-Systems ein Knockout der 31-Untereinheit der sGC erreicht. Aus bisher publi-
zierten Arbeiten geht hervor, dass die sGC ein obligatorisch-heterodimeres Protein, bestehend
aus einer a- und einer B-Untereinheit, ist (Harteneck et al. 1990). Eine Aktivierung der Gua-
nylatzyklase ist nur bei Expression der Bi-Untereinheit méglich, da sich an ihr das Aktivie-
rungszentrum des Enzyms befindet (Zhao und Marletta 1997). Eine Hochregulierung der a.-
Untereinheit bei Knockout der ai-Untereinheit konnte bisher nicht beobachtet werden (Mergia
et al. 2006). Auch gibt es keinen Nachweis einer funktionsfahigen sGC, die aus einer a- und
einer Bz-Untereinheit besteht (Koglin et al. 2001).

47



Deshalb konnte in dieser Arbeit mit sehr hoher Wahrscheinlichkeit eine Funktionsunféhigkeit
der sGC in Thrombozyten durch den Knockout der B1-Untereinheit erreicht werden. Sowohl in
der PCR als auch im Western Blot war die Expression der B1-Untereinheit in den Thrombozy-
ten der PF4-Cre*Gucy1b1™xMause nicht mehr nachweisbar (Siehe Absatz 4.1. und Absatz
4.2.), ferner zeigte sich als funktioneller Nachweis in Aggregationsversuchen, welche nicht Teil
dieser Arbeit waren, eine Reduktion der NO-vermittelten Inhibition der Thrombozytenaggrega-
tion (Siehe Absatz 4.2. und (Mauersberger/Sager et al., eingereicht)). Fir die weiteren Versu-
che konnte daher von einem Verlust der thrombozytaren sGC ausgegangen werden.

5.2.  Gewichtsverhaltnisse @ und Blutanalysen in PF4-
Cre*Gucy1b1floxflox| dir” Mausen

Eine Dyslipidamie ist ein wichtiger Faktor fir die Entstehung atherosklerotischer Plagues
(Drechsler et al. 2010). Die Mause-Spezies, Mus musculus, welche fir diese Versuche ver-
wendet wurde, weist normalerweise Cholesterinwerte um die 27 mg/dl auf (Mills und Taylaur
1971). Um eine Hypercholesterindmie in den Versuchstieren zu induzieren, wurden die Mause
auf einen LDL-Rezeptor-Knockout-Hintergrund gekreuzt und erhielten anschlieBend eine cho-
lesterinreiche Erndhrung. So konnten in den Mausen Cholesterinwerte im Bereich von ca.
1.800 mg/dl erreicht werden (siehe Absatz 4.3.). Wie bereits durch Segura-Puimedon et al. bei
einen ubiquitaren sGC-a1-Knockout in Mausen beobachtet (Segura-Puimedon et al. 2016),
waren auch in dieser Arbeit keine Unterschiede der Gewichts- und Cholesterinwerte zwischen
den PF4-Cre*Gucy1b 1™ dlr”- und den Ldlr"- Mausen nachweisbar (siehe Absatz 4.3.). Es
ist daher plausibel, dass der Verlust der sGC in Thrombozyten keinen Einfluss auf Gewichts-
zunahme und den Cholesterolstoffwechsel hat. Die Erkenntnis, dass es keine Unterschiede
hinsichtlich Gewichtszunahme und Cholesterinstoffwechsel zwischen den Genotypen gab, ist
jedoch flr die Beurteilung der folgenden Versuche von Bedeutung, da die Entstehung und
Progredienz atherosklerotischer Lasionen nicht auf Alterationen des Metabolismus zurlickzu-

fihren zu sein scheinen.
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5.3. Bildung atherosklerotischer Plaques in PF4-
Cre*Gucy1b1oxflox| djr- Mausen

Die morphometrische Analyse der atherosklerotischen Plaques ergab eine signifikant gréBere
Lasionsflache in PF4-Cre*Gucy1b1™/x| dir’- Mausen verglichen zu Ldlr’ Mausen (siehe Ab-
satz 4.4.), was darauf hindeutet, dass die thrombozytare sGC die Bildung atherosklerotischer
Plagues moduliert. Diese Ergebnisse sind zunachst gegenlaufig zu den von Segura-Puimedon
et al. berichteten Befunden, die zeigen, dass ein Knockout der sGC-a1-Untereinheit atheropro-
tektiv wirkt (Segura-Puimedon et al. 2016). Es missen jedoch grundsatzliche Unterschiede in
der Methodik beachtet werden. Bei Segura-Puimedon et al. wurde kein zellspezifisches Knock-
out-Modell verwendet, sondern ein ubiquitarer Knockout. Der Einfluss eines bestimmten Zell-
typs kann somit nicht untersucht werden. Ferner kann der Verlust der sGC-a1-Untereinheit, im
Gegensatz zur Bi-Untereinheit, durch andere a-Untereinheiten zu einem gewissen Grad kom-
pensiert werden (Mergia et al. 2006), so dass ein ubiquitdrer Knockout als potentielle Limitation
angesehen werden muss. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sind im Gegensatz hierzu
im Einklang mit der genetischen Evidenz. So wurde in der Familie, in der eine Mutation in
GUCY1A1 als kausal fur den Phanotyp des Auftretens einer KHK-Manifestation in jungem Al-
ter identifiziert wurde, bei Mutationstragern eine reduzierte cGMP-Bildung in Thrombozyten
beobachtet (Erdmann et al. 2013). Weiterhin bilden Mausstamme, die eine genetisch bedingt
geringere — jedoch nicht aufgehobene — Expression von Gucyia1 aufweisen, mehr athero-
sklerotische Plaques (Kessler et al. 2017). Die quantitative Modulation der Expression ist da-
her ggf. physiologischer als der komplette Knockout, bei dem die Mdglichkeit einer (partiellen)
Kompensation besteht. Weiterhin stehen die Ergebnisse dieser Arbeit im Einklang mit der Er-
kenntnis, dass eine nicht selektive Thrombozytenaggregationshemmung mit Aspirin bei ho-
mozygoten GUCY1A1-Risikoalleltragern die Inzidenz kardiovaskularer Ereignisse reduzierte
(Kessler et al. 2019). Dies ist insbesondere von Bedeutung, da friihere randomisierte Studien
und Metaanalysen (zum Uberblick siehe (Patrono 2015)), aber auch aktuelle Studien in Indivi-
duen mit hohem Risiko (Gaziano et al. 2018; Bowman et al. 2018; McNeil et al. 2018) keinen
Benefit fir Aspirin in der Prim&rpravention zeigen konnten.

Die Rolle von Thrombozyten in der Atherosklerose ist nicht vollstandig geklart (fir einen aktu-
ellen Uberblick siehe (Kessler et al. 2020)). In den folgenden Experimenten sollte weitere Evi-
denz fur die Rolle der thrombozytaren sGC in der Atherosklerose generiert werden.
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5.4. Inflammation der GefaBwand in PF4-Cre*Gucy1b17oxflox| djr”

Mausen

Der Verlust der thrombozytaren sGC flihrte unter proatherogenen Bedingungen zu einer Stei-
gerung der Bildung atherosklerotischer Plaques. Ein wesentlicher pathophysiologischer Pro-
zess im Rahmen der Atherogenese und -progression ist die vaskulare Inflammation, die ins-
besondere durch die Rekrutierung von Leukozyten aus dem Blut in die GefaBwand bzw. den
Plaque entsteht (zum Uberblick siehe (Swirski et al. 2013)). Im Rahmen dieser Arbeit sollte
daher untersucht werden, ob die thrombozytare sGC die vaskulare Inflammation beeinflusst.
Zur Quantifizierung von Leukozyten in der GefaBwand wurden aortale Zellsuspensionen von
PF4-Cre*Gucy1b1™x| dir”-- und Ldlr’- Mausen einer durchflusszytometrischen Phanotypisie-
rung und Quantifizierung unterzogen. Diese ergab eine hdhere Zahl an neutrophilen Gra-
nulozyten sowie Ly6c"9" Monozyten in der Aorta von Mausen mit thrombozytarer sGC-Defizi-
enz (siehe Absatz 4.5.). Diese Befunde weisen in Zusammenschau mit der histologischen
Analyse der Plagues im Bereich der Aortenwurzel auf eine gesteigerte Atherosklerose sowie
Plagueinflammation hin (siehe Absatz 4.4. und 4.5.). Die Ergebnisse dieser Arbeit geben erst-
mals den Einfluss der thrombozytaren sGC auf die vaskulare Inflammation wieder. Sie sind im
Einklang mit frGheren Berichten, in denen eine reduzierte Adhasion sowie eine reduziertes
Rolling von Leukozyten in vivo nach Stimulation der sGC gezeigt wurde (Ahluwalia et al. 2004).
Wahrend ferner eine Rolle der NO-sGC-cGMP-Achse als ,endogene Bremse® der Thrombozy-
tenaggregation unter shear stress beschrieben wurde (Lai Wen et al. 2018) sind die in dieser
Arbeit erhobenen Befunde bisher so nicht gezeigt worden und stellen die Grundlage fir Fol-
geprojekte dar.

5.5. Adhision von Monozyten in Anwesenheit von Uberstand
aktivierter Wildtyp oder PF4-Cre*Gucy1b17°¥flox Thrombozyten

Die dargestellten in vivo-Versuche ergaben eine gesteigerte Bildung atherosklerotischer
Plaques sowie vaskulare Inflammation. In einem weiteren Versuch wurde Uberprift, ob ein
I6slicher Faktor, der nach Aktivierung aus Thrombozyten freigesetzt wird, als Ursache dafir in
in Betracht kommt. Zu diesem Zweck wahlten wir ein in vitro-System, in dem wir die Adhé&sion
von Wildtyp Leukozyten (in diesem Fall Monozyten) an Wildtyp-Endothelzellen untersuchten.
Dies ist von Bedeutung, da eine Expression der Cre-Rekombinase unter dem Einfluss des
PF4-Promotors auch in anderen myeloischen Zellen exprimiert werden kann. Durch die Inku-
bation mit dem Uberstand aktivierter Wildtyp oder PF4-Cre*Gucy1b1"/x Thrombozyten ist
jedoch die spezifische Untersuchung des Thrombozytenph&notyps mdglich. Der Versuch
ergab eine gesteigerte Adhasion von Monozyten an Endothelzellen, wenn sie mit dem Uber-
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stand aktivierter PF4-Cre*Gucy1b1™¥#x Thrombozyten inkubiert wurden. Dies — und insbe-
sondere das Fehlen von Thrombozyten wahrend der Inkubation — weist darauf hin, dass ein
I6slicher Faktor, der von den Thrombozyten sezerniert wird, urséachlich fiir den Phénotyp ist.
Thrombozyten sezernieren eine Vielzahl von léslichen Faktoren, die die Entstehung einer
(Athero-) Thrombose, aber auch die Aktivierung des Endothels zur Folge haben kénnen (zum
Uberblick siehe (Kessler et al. 2020)). In Folgeuntersuchungen, die nicht Bestandteil dieser
Arbeit waren, sollte untersucht werden, welche Faktoren differentiell in Abhangigkeit vom Ge-
notyp freigesetzt werden.

5.6. Schlussfolgerungen und Ausblick

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass es durch den Funktionsverlust der sGC in Throm-
bozyten nicht nur zu ausgepréagterer Plaquebildung, sondern auch zu einer verstarkten Rek-
rutierung von wichtigen inflammatorischen Mediatoren, wie Ly6c""-Monozyten oder neutro-
philer Granulozyten in die atherosklerotischen Plaques kommt. Des Weiteren deuten in vitro-
Versuche auf eine verbesserte Adhédsion von Monozyten an Endothelzellen in den PF4-
Cre*Gucy1b1™x| djr”- Mausen hin. Es kann also sein, dass Faktoren, die durch Aktivierung
der Thrombozyten, welche nicht Uber eine funktionsfahige Guanylatzyklase verfligen, freige-
setzt werden, ein erhdhtes Risiko fir die Entstehung koronarer Herzerkrankungen mit sich
bringen.

Die Ergebnisse dieser Arbeit kdnnen zu einem besseren Versténdnis fur die Rolle der Throm-
bozyten in der Atherosklerose im Allgemeinen und der thrombozytaren sGC im Speziellen
beitragen. Unter Berlcksichtigung der aktuellen genetischen Evidenz kénnen sie zudem als
Erklarungsansatz fir die Beobachtung dienen, dass homozygote Trager der GUCY1A1-Risi-
kovariante (rs7692387), die eine geringere GUCY1A1-Expression aufweisen (Kessler et al.
2017; Emdin et al. 2018), im Gegensatz zur Allgemeinbevélkerung einen Nutzen von Aspirin
in der Primarpravention aufweisen (Hall et al. 2019). Des Weiteren dienten die Ergebnisse als
Ausgangspunkt fur Folgestudien und Experimente der Arbeitsgruppe, in denen der Einfluss
der thrombozytdren sGC auf molekularer Ebene und die Mdglichkeit einer therapeutischen
Intervention weiter untersucht wurden (Mauersberger/Sager et al, eingereicht).

Die Ergebnisse stéarken die durch genetische Assoziationsstudien in den Fokus gertickte Rolle
des NO-cGMP-Stoffwechsels in der Atherosklerose (zum Uberblick siehe (Wobst et al. 2018)).
Dieser ist sowohl in pathophysiologischer aber auch in therapeutischer Hinsicht interessant.
Eine Studie hat erst kiirzlich untersucht, wie sich ein genetisch bedingt gesteigerter NO-cGMP-
Stoffwechsel auf kardiometabolische Phanotypen auswirkt. Hierzu wurden seltene und haufige
Varianten in den Genen NOS3 und GUCY1AT1 bericksichtigt. Eine genetische Pradisposition,
die zu gesteigerter Expression und Aktivitat dieser Gene fihrt war, in einem starkeren MaBe,
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als es rein durch eine Reduktion des Blutdrucks zu erwarten wéare, mit einem signifikant selte-
nerem Auftreten von KHK, Schlaganfall, chronischer Niereninsuffizienz und peripherer arteri-
eller Verschlusskrankheit assoziiert (Emdin et al. 2018). Im Gegensatz hierzu ergaben klini-
sche Studien, die insbesondere NO-Donoren bei kardiovaskuldren Erkrankungen untersuch-
ten, eher enttduschende Ergebnisse (zum Uberblick siche (Wobst et al. 2015a)). Spezifische
Stimulatoren der sGC, wie sie beispielsweise bei pulmonalarterieller Hypertonie (Ghofrani et
al. 2013a), chronisch thromboembolischer pulmonaler Hypertonie (Ghofrani et al. 2013b) oder
systolischer Herzinsuffizienz (Armstrong et al. 2020) eingesetzt werden, kénnten hier neue
Therapieoptionen erdffnen.

Ein weiteres interessantes Zielmolekdl ist die Phosphodiesterase 5A (PDE5A). Das PDE5SA-
Gen wurde ebenfalls in GWAS ( (Nelson et al. 2017)) und in einer Familie mit hoher Pravalenz
von KHK in jungem Alter identifiziert (Dang et al. 2021). Mit Sildenafil und verwandten Sub-
stanzen sind ebenfalls spezifische PDE5A-Inhibitoren verfligbar, die bereits u.a. bei der erek-
tilen Dysfunktion und der pulmonalen Hypertonie eingesetzt werden (zum Uberblick siehe
(Barnett et al. 2006)). Die Beobachtung, dass sowohl hgufige Varianten als auch die familiare
Mutation zu einer gesteigerten Expression der Phosphodiesterase 5A fuhrten (Nelson et al.
2017; Dang et al. 2021) lasst einen therapeutischen Benefit hinsichtlich kardiovaskularer Er-
eignisse plausibel erscheinen. Bisher gibt es jedoch keine Uberzeugende Evidenz aus Kklini-
schen Studien. Lediglich ein Vergleich bei Patienten mit erektiler Dysfunktion und KHK ergab,
dass Patienten, die Sildenafil erhielten, ein signifikant geringeres Risiko flr kardiovaskuléare
Endpunkte hatten, als Patienten, die das Prostaglandin E2-Analogon Alprostadil erhielten (An-
dersson et al. 2021).

Weitere experimentelle sowie klinische Studien, die unter Berlicksichtigung des Genotyps
durchgefuhrt werden, sind erforderlich, um die pathophysiologische Bedeutung der throm-

bozytéren sGC und die therapeutischen Mdglichkeiten weiter zu evaluieren.
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