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1 Zusammenfassung/Abstract
1.1 Zusammenfassung

Die koronare Herzerkrankung (KHK) z&hlt weltweit zu den h&aufigsten Todesursachen und ver-
ursacht enorme Kosten in unserem Gesundheitssystem. Aufgrund des demographischen
Wandels wird in den ndchsten Jahren mit einem weiteren Anstieg der kardiovaskuldren Mor-
biditat und Mortalitat gerechnet. Die Atherosklerose gilt als Ursache von kardiovaskularen Er-
krankungen. Durch intensive Forschungen wurde belegt, dass sie nicht einfach eine Folge
passiver Lipideinlagerungen in der Gefawand ist. Vielmehr haben das Immunsystem und
eine chronische, systemische Inflammationsreaktion entscheidenden Einfluss auf die Athero-
genese. Proinflammatorische Zytokine, vor allem Interleukine, sind an der Initiierung und Auf-
rechterhaltung der Entziindungskaskade beteiligt. Bisherige Studien befassten sich vor allem
mit den Effekten von IL-1B, wéahrend der Einfluss von IL-1a weitestgehend unerforscht blieb.
Ziel dieser Arbeit war es daher die Rolle von IL-1a als Mediator der Leukozyten-Endothelad-
hasion und Inflammation bei kardiovaskularen Erkrankungen zu untersuchen. Die Adhasion
von Leukozyten an das geschadigte Endothel sowie deren Transmigration gilt dabei als ent-

scheidender erster Schritt in der Entstehung der Atherosklerose.

Dazu wurde die Rolle von IL-1a bei der Leukozyteninfiltration in entziindetem Gewebe, im
Bereich einer Endothelschadigung sowie nach einem experimentell induzierten Myokardinfarkt
mittels Vergleich von WT- und ll1a’” M&usen untersucht. Zusatzlich erfolgte eine Analyse der
Stimuli zur Steigerung der Oberflachenexpression und Sekretion von IL-1a bzw. zur Induktion
der Leukozyten-Endotheladhésion mittels VCAM-1. Die Versuchsergebnisse zeigen, dass
IL-1a und nicht IL-1B Mediator der Leukozyten-Endotheladhasion ist. Diverse Stimuli wie
Oxalat oder Olsaure fiihren zu einer signifikant gesteigerten Expression und Sekretion von
IL-1a aus Monozyten. IL-1a fungiert jedoch nicht nur selbst als Zelladhasionsmolekil. Es
stimuliert auch die endotheliale Expression von VCAM-1 zur Adhasion zirkulierender
Leukozyten. Darlber hinaus wurde gezeigt, dass die Expression von IL-1a im infarzierten
Areal des Herzens signifikant héher ist als in nicht-ischamischen Bereichen. IL-1a wurde somit
als Treiber der myokardialen Inflammation und Schadigung nach einem akuten Myokardinfarkt
identifiziert. Die Ergebnisse legen nahe, dass eine therapeutische Inhibition von IL-1a als
zentralem Regulator der Leukozyten-Endotheladhasion eine vielversprechende anti-

inflammatorische Therapiestrategie darstellt.



1.2 Abstract

Coronary heart disease (CHD) is one of the leading causes of death worldwide and generates
enormous costs in our healthcare system. Due to demographic change, a further increase in
in cardiovascular morbidity and mortality is expected in the coming years. Atherosclerosis is
considered to be the cause of cardiovascular diseases. Intensive research has demonstrated
that it is not simply a consequence of passive lipid deposition in the vessel wall. Rather, the
immune system and a chronic, systemic inflammatory response have a decisive influence on
atherogenesis. Proinflammatory cytokines, especially interleukins, are involved in the initiation
and maintenance of the inflammatory cascade. Previous studies mainly focussed on the
effects of IL-1B, whereas the influence of IL-1a remained largely unexplored. Therefore, the
aim of this work was to investigate the role of IL-1a as a mediator of leukocyte endothelial
adhesion and inflammation in cardiovascular diseases. The adhesion of leukocytes to the
inflamed endothelium as well as their transmigration is considered a crucial first step in the

development of atherosclerosis.

To this end, the role of IL-1a in leukocyte infiltration in inflamed tissue, in the area of endothelial
injury and after experimentally induced myocardial infarction was investigated by comparing
WT- and IlI1a” mice. In addition, an analysis of stimuli to increase surface expression and
secretion of IL-1a as well as to induce leukocyte endothelial adhesion by VCAM-1 was
performed. The experimental results show that IL-1a, but not IL-1[, represents a mediator of
leukocyte endothelial adhesion. A variety of stimuli such as oxalate or oleic acid lead to a
significantly increased expression and release of IL-1a by monocytes, mediating their
endothelial adhesion via IL-1R1. However, IL-1a not only serves as a cell adhesion molecule
itself, it also stimulates endothelial expression of VCAM-1 for the adhesion of circulating
leukocytes. Moreover, IL-1a expression was shown to be significantly higher in the area of
myocardial infarction than in non-ischemic areas. IL-1a was thus identified as a key driver of
myocardial inflammation and injury after acute myocardial infarction. The results suggest that
therapeutic inhibition of IL-1a as a central regulator of leukocyte endothelial adhesion may

represent a promising anti-inflammatory therapeutic strategy.



2 Einleitung
2.1 Definition der koronaren Herzkrankheit

Bei der koronaren Herzkrankheit (KHK; engl. CAD: Coronary artery disease) handelt es sich
um die Manifestation von Atherosklerose an den HerzkranzgefaRen?. Sie wird durch mindes-
tens eine signifikante Stenose der Arterien (Reduktion des Durchmessers um mehr als die
Halfte) bzw. vollstandige Okklusion hervorgerufen?. Aus der konsekutiven Reduktion des Blut-
flusses resultiert eine Koronarinsuffizienz, das heif3t ein Ungleichgewicht zwischen Sauerstoff-

angebot und -bedarf distal der Stenose.

2.1.1 Manifestationsformen der KHK

Durch das variierende Ausmal} der Flusslimitation und Myokardischamie kann sich die KHK
klinisch als akutes oder chronisches Koronarsyndrom, jedoch auch als Herzrhythmusstdérung
prasentieren®. Zum akuten Koronarsyndrom zahlen die lebensbedrohlichen Formen der KHK,
wie die instabile Angina Pectoris, der Myokardinfarkt und der plotzliche Herztod*. Das chroni-
sche Koronarsyndrom wird als stabile Angina pectoris bezeichnet und entsprechend der
Canadian Cardiovascular Society (CCS) in verschiedene Schweregrade eingeteilt (siehe Ta-
belle 1)3 5,

CCS 1 Angina pectoris bei starker kdrperlicher Belastung
CCS 2  Angina pectoris bei méaRiger kérperlicher Belastung
CCS 3  Angina pectoris bei leichter korperlicher Belastung
CCS4 Ruheschmerz
Tabelle 1: Einteilung des chronischen Koronarsyndroms nach der CCS (in Anlehnung an Knuuti et al.,

2019, S. 413-775)

Betroffene zeigen eine interindividuelle Varianz an Symptomen. Anfangs sind sie meist asymp-
tomatisch, Dyspnoe oder den typischen Schmerz retrosternal im Thorax (Angina pectoris, AP)

versplren die Patienten oft erst ab einem kritischen Stenosegrad von 75 %" “ .

2.1.2 Epidemiologie der KHK

Die koronare Herzerkrankung ist nicht nur in Deutschland, sondern weltweit die h&ufigste To-
desursache und verursacht durch hohe Hospitalisierungsraten enorme Kosten im Gesund-
heitssystem?® 78 10,2015 lag in Deutschland der Anteil der Verstorbenen mit einer Erkrankung

des Herz-/Kreislaufsystems an der Gesamtheit der Todesfalle bei 38,5 %. Darliber hinaus



starben 2015 in Deutschland 13,9 % und im Saarland 218,6 Menschen je 100.000 Einwohner
an einer ischamischen Herzerkrankung® Eine Statistik aus dem Jahr 2020 zeigt, dass
Herz-Kreislauf-Erkrankungen mit einem Anteil von 34 % an der Gesamtheit der Sterbefalle

weiterhin die haufigste Todesursache darstellen®.

Laut der Global Burden of Disease Study stieg zwischen 2005 und 2015 die Anzahl der welt-
weiten Todesfalle aufgrund von ischamischen Herzerkrankungen um 16,6 % an. Die alters-
standardisierte Sterberate aufgrund einer KHK ging jedoch um 12,8 % zurlick. Diese Diskre-
panz lasst sich vor allem durch den demographischen Wandel erklaren. Eine Zunahme der
Todesfélle resultiert aus der Entwicklung der Bevolkerungsstruktur hin zu einer immer alter
werdenden Gesellschaft. Wohingegen die Verbesserungen in der Aufklarung und Pravention,
als auch Diagnostik und Therapie von KHK zu einem deutlichen Ruckgang der altersstandar-
disierten Mortalitatsrate beigetragen haben?.

125 Chronische ischamische Herzkrankheit 38823 37.190

121 Akuter Myokardinfarkt 27 835 21.375 |

150 Herzinsuffizienz 17 619 29.795 |
(34 Bosartige Neubildung der Bronchien und der Lunge 29354
F03 Nicht ndher bezeichnete Demenz 9 896 22.043 |
|44 Sonstige chronische obstruktive Lungenkrankheit 17 300

111 Hypertensive Herzkrankheit [Srdeb¥i 18.043
9746 9.622
(50 Bisartige Neubildung der Brustdriise [Mamma] 1%9 18.136 |

R99 Sonstige ungenau oder nicht naher
bezeichnete Todesursachen L2 6217

J18 Pneumonie, Erreger nicht naher bezeichnet

1

Abb. 1: haufigste Todesursachen 2015 (entnommen aus Pressestelle des Statistischen Bundesamtes,
20178)

2.2 Kardiovaskulare Risikofaktoren

Das individuelle Risiko fiir ein kardiovaskulares Ereignis ergibt sich aus der Interaktion von
genetischen und pathophysiologischen Faktoren sowie dem Lebensstil** *2, Uber viele Jahre
wurden diese Einflisse in grol3 angelegten Studien, wie der Framingham-Heart Studie oder

dem MONICA-Projekt, genauer analysiert'3 4,

Die Risikofaktoren lassen sich dabei nicht unabhéngig voneinander betrachten, sondern mus-
sen vielmehr durch ihre additive Wirkung als eine kontinuierliche Grél3e angesehen werden.

Eine Risikostratifizierung kann mit Hilfe geeigneter Scores erfolgen*.



Klasse Risikofaktoren

| Erhdhtes LDL-Cholesterin

Arterielle Hypertonie
Rauchen

Il Diabetes Mellitus
Vermindertes HDL-Cholesterin
Kdrperliche Inaktivitat
Adipositas

i Hypertriglyzeridamie
Alkoholkonsum
Stress, ungesunde Ernahrung

Y Zunehmendes Alter
Ménnliches Geschlecht
Positive Familienanamnese

Tabelle 2: Klassifikation kardiovaskularer Risikofaktoren (in Anlehnung an Erdmann E, 2009, S. 1-11%

Herold G, 2022, S. 237-383; Lechner K et al., 2019, S. 394-406%5)

Eine positive Beeinflussung der unter Klasse | aufgefiihrten Faktoren flihrt zur prognostischen
Verbesserung des kardiovaskularen Risikos. Eine Abnahme des LDL-Cholesterins um 10 %,
bewirkt beispielsweise eine Risikoreduktion um 20 bis 30 %. Neben einer medikamentbsen
Therapie ist die Compliance des Patienten beziiglich einer Lebensstilanderung von grofR3er
Bedeutung. So fihrt ein vollstandiger Nikotinverzicht bereits nach zwei bis vier Jahren zur

Halbierung des individuellen kardiovaskularen Risikos* 1.

Bereits die Framingham-Heart Studie zeigt, dass die Inzidenz fur kardiovaskulare Ereignisse
bei Mannern mit Diabetes doppelt so hoch wie bei Nicht-Diabetikern ist. Bei diabetischen

Frauen ist diese sogar dreimal so groR wie bei entsprechenden nicht-diabetischen Frauen?’.

Lebensstilanderungen wie Alkoholabstinenz, ausreichend Schlaf, eine gesunde Work-Life-Ba-
lance und mediterrane Erndhrung sind wichtige Bausteine in der Verhinderung von Herz-Kreis-
lauf-Erkrankungen?®®. Diese gesundheitsfordernden MaRnahmen wirken sich in Kombination
mit einer Gewichtsreduktion auch positiv auf andere Risikofaktoren wie Hypercholesterindmie,
Hypertonie und Diabetes Mellitus aus®. Alter, Geschlecht und eine positive Familienanam-
nese lassen sich von aufR3en nicht beeinflussen und haben dennoch enorme Auswirkungen auf

das kardiovaskulare Risiko. Mit zunehmendem Alter steigt die Zahl der Herz-Kreislauf-



Erkrankungen bei Mannern und Frauen deutlich an. Dies korreliert mit der steigenden Préa-
valenz von Hypertonie, Hypercholesterinamie, Hypertriglyzeridamie, Diabetes Mellitus und
korperlicher Inaktivitat im Alter'® 2°, Frauen haben durch ihren Ostrogenspiegel einen kardio-
protektiven Vorteil gegentiber Mannern. Das Hormon beeinflusst nicht nur die Lipidspiegel

(LDL-Cholesterin | und HDL-Cholesterin t), sondern hat auch positive Effekte auf den Glu-

cose-Metabolismus und die endothelialen Zellfunktionen?.

2.3 Pathogenese der Atherosklerose

Die Atherosklerose wird heute nicht mehr als reine Ablagerung von Lipiden in den GefaRwan-
den, sondern vielmehr als eine entziindlich-proliferative Systemerkrankung angesehen?!: 22,
Die international bekannte ,Response-to-injury-Hypothese* (,Antwort-auf-Verletzung“,1976)
von Russell Ross, einem amerikanischen Atheroskleroseforscher, geht auf eine Endothelver-
letzung als Initiator des atherosklerotischen Prozesses zuriick?:,

Als Folge des wiederholten Kontaktes der GefalBwand mit verschiedensten Risikofaktoren
(siehe Abschnitt 2.2) entwickelt sich eine endotheliale Dysfunktion mit chronischer Entzin-
dungsreaktion. Daraus resultiert eine vermehrte Permeabilitédt des Endothels gegentiber Lip-
oproteinen und anderen Lipidspezies wie LDL?* 25, Zudem ist die Sekretion antiadhasiver Me-
tabolite, darunter auch Stickstoffmonoxid, aufgrund der Dysfunktion eingeschrankt, sodass
eine gesteigerte Expression von Adhasionsmolekilen zur Leukozyten-Endotheladh&sion
(siehe Abschnitt 2.4) fuihrt?®. Dies ist der Start eines Circulus vitiosus der vaskularen Inflam-

mation?*.

Verstarkte o A o
endotheliale Migrationder  Verstarkte Expression Adhasion der
Permeabilitat Leukozyten Adhasionsmolekiile Leukozyten

Abb.2: Endotheliale Dysfunktion im Rahmen der Atherogenese (enthommen aus Ross R, 1999,
S. 117%)



Eine Vielzahl an Zytokinen vermittelt die Transmigration der Leukozyten in die Intima, die dort
zu Makrophagen differenzieren?’-28, Diese nehmen oxidiertes LDL Uber Scavenger-
Rezeptoren auf und speichern es als Lipidtropfchen. Aufgrund dessen werden sie als Schaum-
zellen bezeichnet®. Die lipidbeladenen Makrophagen bilden fatty streaks (Fettstreifen) und
fuhren zu einer Stenose des GefalR3lumens. Letztlich kénnen sie das aufgenommene Choles-
terin der Lipoproteine jedoch nicht abbauen, sodass es zu einer Nekrose der Schaumzellen
kommt. Dies beschleunigt zudem die Entziindungskaskade durch Freisetzung von Zytokinen
wie Tumornekrosefaktor-a (TNF-a), Interleukin-1a und B (IL-1a und IL-1B)?* 27 2°, Folglich spie-
gelt sich die Ausbreitung des lokalen Inflammationsgeschehens hin zu einer systemischen

Reaktion in der Erhohung von C-reaktivem Protein (CRP) und IL-1 bzw. IL-6 im Blut wider3® 31,

Resultierend aus der Inflammation kommt es zur Einwanderung weiterer Entziindungszellen
und Lipide. Es bildet sich eine stabile Plaque mit einem Kern aus nekrotischen Zellen und
Cholesterinkristallen. Die Hulle der Plaque entsteht aus glatten Muskelzellen der Tunica
media, wobei diese zusétzlich von extrazellularer Matrix sowie Lymphozyten und Makropha-
gen umgeben sind*. Die fibrose Plaque wachst weiter ins GefaRlumen ein und wird zuneh-

mend instabiler bis hin zu einer Ruptur?.

Nekrotischer
Kern

Akkumulation von Makrophagen Fibrose Kappe

Abb.3: Darstellung einer stabilen fibrésen Plague (entnommen aus Ross R, 1999, S. 11939)

Ein Riss der fibrosen Kappe filhrt zum Kontakt von thrombogenen Oberflachen und Tissue
factor mit dem Blut, sodass eine akute Okklusion des Gefal3es entsteht. Schlussfolgernd ent-
wickelt sich daraus das klinische Bild eines Koronarsyndroms, Myokardinfarkts oder Schlag-

anfalls?* 33,



. s Einblutung aus MikrogefalRen
Plaqueruptur Riss der fibrésen Kappe der Plague

Abb.4: Darstellung einer Plaqueruptur mit Einblutung (enthommen aus Ross R, 1999, S. 12133)

2.4  Regulation der Leukozyten-Endotheladh&sion

Die Leukozyten-Endotheladh&sion und Migration der Leukozyten in den subendothelialen
Raum bildet die Grundlage jeder inflammatorischen Reaktion und somit auch der Atheroge-
nese. Der mehrstufige Adhasionsprozess beginnt mit einer lasionsnahen Anhaftung von Mo-
nozyten und Lymphozyten und endet mit der Akkumulation der Zellen in der Intima33 34, Diese
Reaktionen werden von verschiedenen Adhésionsmolekiilen vermittelt (siehe Abschnitt 2.4.1
bis 2.4.4), deren losliche Formen beispielsweise auch im Blut von Patienten mit manifester

Atherosklerose vermehrt nachzuweisen sind®®.

Der erste Schritt nach einer Endothelverletzung ist die transiente Adhasion von Leukozyten
aus dem Blut. Dafir binden die an die Endothelzellen gebundenen Selektine, E- und P-Selek-
tin, an Leukozyten und das vaskulare Zelladhasionsmolekiil 1 (VCAM-1) aus der Immunglo-
bulin-Superfamilie (IgSF) interagiert mit Integrinen auf der Oberflache der Leukozyten. Dies
erlaubt eine erste Anhaftung und das Rollen der Zellen an der GefaRwand sowie deren Akti-

vierung®®: 37,

In der zweiten Stufe stimulieren vom umliegenden Gewebe freigesetzte und auf der Endothel-
oberflache exprimierte Chemokine eine Vielzahl an Integrinen auf der Oberflache von Leuko-
zyten. Folglich kommt es zu einer Konformationsanderung der Integrine, welche die Adh&sion

der Zellen verstarkt und einen Arrest der Leukozyten mit sich bringt®®: 38,

Im dritten Schritt erfolgt eine feste Bindung der Leukozyten an die Endothelzellen. Daflr not-
wendig ist die Interaktion der aktivierten Integrine mit inren Rezeptoren an der GefalBwand. So

bindet beispielsweise das p1-Integrin ,spat agierendes Antigen 4“ (VLA-4, very late Antigen 4)



an VCAM-1 und das B2-Integrin ,Leukozytenfunktions-Antigen 1“ (LFA-1) an das interzellulare
Adhasionsmolekil 1 bzw. 2 (ICAM-1 bzw. -2). Aus der Bindung resultiert die Aktivierung wei-
terer Signalmolekile und Lockerung junktionaler Bindungen zwischen den Endothelzellen.

Dies ermoglicht letztlich die Transmigration der Leukozyten tber die Endothelzellbarriere®,

2.4.1 Selektine

Selektine initiieren den Leukozyten-Endotheladhasionsprozess. Es handelt sich dabei um drei
transmembrane Glykoproteine, wobei man sie entsprechend ihrer Ursprungszellen in En-
dothel- (E-), Plattchen- (P-) und Leukozyten- (L-) Selektin unterscheidet. Der N-Terminus dient
als Kohlenhydratbindungsstelle (Lektin-Domane) und fungiert Ca?*-abhangig, weshalb eine
Einteilung in die Gruppe der C-Lektine erfolgt. Zudem ist die Wachstumsfaktor-ahnliche-Do-

mane (EGF-Domane, engl. epidermal growth factor) am Vorgang der Adhasion beteiligt®.

2.4.2 Integrine

Integrine vermitteln sowohl in der friihen als auch der spéaten Phase der Inflammation eine
Bindung von Leukozyten an das Endothel. Strukturell stellen sie ein aB-Heterodimer mit einer
nicht-kovalenten Bindung der Ketten dar. B2-Integrine werden von allen Leukozyten expri-
miert, wohingegen B1-Integrine nur auf eosinophilen Monozyten und Lymphozyten vorkom-
men. Bevor sie ihre volle Wirkung entfalten kbnnen, ist eine Aktivierung einschlief3lich Konfor-
mationsanderung zwingend notwendig. Im Rahmen der Atherogenese sind vor allem die Bin-
dung des B1-Integrins VLA-4 (a4B1) an VCAM-1 und des B2-Integrins LFA-1 (aLB2) an ICAM-1
bzw. ICAM-2 von Bedeutung*.

2.4.3 Immunglobulin-Superfamilie

Die Grundlage der Leukozyten-Endotheladhasion bildet die Bindung der Integrine an Molekile
der IgSF (Immunglobulin-Superfamilie) auf den Endothelzellen. Die Proteine unterscheiden
sich hinsichtlich ihrer Funktion, weisen jedoch als Gemeinsamkeit eine Variation Immunglobu-
lin-&hnlicher Doméanen (Ig-Doméanen) auf. Die fur die Atherosklerose bedeutsamen Mitglieder
der IgSF sind das VCAM-1 mit sieben, das ICAM-1 mit finf und das ICAM-2 mit zwei Ig-Do-
manen, wobei die erste Doméane immer die flr die Integrinbindung erforderliche Oberflachen-
struktur besitzt. Aufgrund der endothelialen Inflammation ausgeschiittete Chemokine fihren
zu einer gesteigerten und lasionsnahen Expression von VCAM-1 und ICAM-1. ICAM-2 hinge-
gen ist konstitutiv und ohne den Einfluss inflammatorischer Stimuli auf der Endothelzellmemb-

ran exprimiert®:.
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2.4.4 Chemokine

Chemokine sind kleine chemotaktische Zytokine bestehend aus vier Cysteinresten, die Uber
Disulfidbriicken verknipft sind. Die Position der ersten beiden Cysteinreste dient der Unter-
scheidung in die beiden Untergruppen. Bei den CC-Chemokinen sind sie zusammenhangend
angeordnet, bei den CXC-Chemokinen jedoch durch eine weitere Aminosaure getrennt*2, Die
Effekte dieser Molekile werden tber heptahelikale G-Protein gekoppelte Rezeptoren vermit-

telt, die ihrerseits zu einer Erhéhung der intrazellularen Ca?*-Konzentration fihren.

Chemotaktische Zytokine fungieren bei der Leukozyten-Endotheladhasion in einer Schlissel-
rolle, denn sie aktivieren nicht nur die Leukozyten, sondern dariber hinaus die Integrin-Mole-
kule. Sie sind somit essentiell flr die Rekrutierung, vorlaufige und endgtiltige Bindung der Leu-

kozyten sowie deren Migration*?,



11

2.5 Interleukin-1 Superfamilie

Interleukin-1 wurde als erstes Zytokin seiner Art beschrieben und zunachst unter Namen wie
.endogenes Pyrogen®, ,Hamatopoietin 1“ oder ,endogener Leukozytenmediator® gefiihrt. 1980
erfolgte die molekulare Identifikation und kurze Zeit spater die Anerkennung seiner entschei-

denden Rolle bei der angeborenen und adaptiven Immunantwort*4,

Zum jetzigen Zeitpunkt sind elf Mitglieder der Interleukin-1 Superfamilie bekannt, wobei deren
Funktion nicht durch ihre Struktur, sondern vielmehr durch ihre Wirkung als Agonisten oder
Antagonisten an den IL-1 Rezeptoren bestimmt ist. Daraus resultierend wird sieben Zytokinen
eine proinflammatorische und vier eine anti-inflammatorische Eigenschaft zugesprochen
(siehe Tabelle 3). Mit Ausnahme von IL-18 und IL-33 sind alle Mitglieder auf dem langen Arm
von Chromosom 2 codiert*. Die unterschiedlichen Eigenschaften sind von groRer Bedeutung,
denn die Interleukine sind nicht nur proinflammatorische Mediatoren im Rahmen von Patholo-
gien wie Autoimmunerkrankungen, Infektionen und degenerativen Erkrankungen. Sie wirken
vielmehr auch physiologisch zum Beispiel bei der Apoptose, dem nicht-inflammatorischen Zell-

tod, mit#> 46. 47,

Name Familienname | Rezeptor, Co-Rezeptor Eigenschaft
IL-1a IL-1F1 IL-1R1, IL1IRACP Agonisten
IL-18 IL-1F2 IL-1R1, IL1IRACP Proinflammatorisch
IL-18 IL-1F4 IL-18Ra, IL-18RpB
IL-33 IL-1F11 ILIRL1 (ST2), IL-1RACP
IL-36a IL-1F6 IL-1Rrp2, IL-1RACP
IL-36f3 IL-1F8 IL-1Rrp2, IL-1RACP
IL-36y IL-1F9 IL-1Rrp2, IL-1RACP
IL-1Ra IL-1F3 IL-1R1 Antagonisten
IL-36Ra IL-1F5 IL-1Rrp2 (IL-36R) Anti-inflammatorisch
IL-38 IL-1F10 IL-1Rrp2 (IL-36R)

IL-37 IL-1F7 IL-18Ra, TIR8 (SIGIRR, Anti-inflammatorisch
IL-1R8)

Tabelle 3: Interleukin-1 Superfamilie mit Rezeptor und Eigenschaft (in Anlehnung an Garlanda et al.,
2013, S. 1003-1845)

IL-1R1 = IL-1 receptor type 1, IL-1RACP = IL-1 receptor accessory protein, IL-1RL1 = IL-1 receptor like 1
(ST2), IL-1Rrp2 = IL-1 receptor related protein 2, TIR8 = Toll-IL1-receptor-domain 8, SIGIRR = single
immunoglobulin IL-1R-related receptor
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2.5.1 Interleukin-1B

Interleukin-1B ist als proinflammatorisches Zytokin ein zentraler Regulator der Reaktion des
Immunsystems im Rahmen von Infektionen und Zellschadigungen. Hierbei induziert IL-13 bei-
spielsweise Fieber, den Anstieg von Akutphase-Proteinen oder neutrophilen Granulozy-

ten44’ 48.

Es wird als pro-IL-1B von einer Vielzahl an Zellen wie Monozyten, Makrophagen und dendriti-
schen Zellen sezerniert und schlie3lich von multimeren Proteinkomplexen, den Inflammaso-
men, prozessiert*’. Voraussetzung daftir sind zwei Signale zur Aktivierung und Zusammenset-
zung des Inflammasoms: Das erste Signal erfolgt durch exogene Pathogen-assoziierte mole-
kulare Muster (PAMPs, pathogen associated molecular patterns) oder endogene Schaden-
assoziierte molekulare Muster (DAMPs, damage associated molecular patterns), die Muster-
erkennungsrezeptoren (PRR, pattern recognition receptor) aktivieren. Dies filhrt zur Expres-
sion von pro-IL-1B, der biologisch inaktiven Vorlauferform. Erst das zweite Signal, welches
durch den erneuten Kontakt der Zelle mit einem PAMP oder DAMP entsteht, initiiert die Pro-

zessierung von pro-IL-1B zum biologisch aktiven IL-1348,

Die proteolytische Spaltung von pro-IL-18 (31 kDa) erfolgt durch die Cysteinprotease
Caspase-1, friiher IL-1B-converting enzyme (ICE) genannt®. Der cytosolische Multiprotein-
komplex Inflammasom sorgt zuvor fir die entscheidende Aktivierung von Caspase-1. Das
NLRP3-Inflammasom (NOD-like receptor family pyrin domain containing 3 inflammasome) ist
hierbei das meist untersuchte seiner Art und kommt in myeloiden Zellen wie Makrophagen
oder Monozyten vor®®. Nach Abspaltung des aktiven IL-1B3 (17 kDa) wird dies direkt aus der
Zelle freigesetzt, sodass das reife und biologisch aktive IL-1f seine systemisch-proinflamma-

torische Wirkung entfalten kann*8 %952,

2.5.2 Interleukin-1a

Interleukin-1a wird von einer Vielzahl von Zellen wie Monozyten, Endothelzellen oder auch
Lymphozyten exprimiert und agiert als proinflammatorisches Zytokin vor allem juxtakrin bzw.
parakrin. Die Expression und auch Sekretion kdnnen durch Wachstumsfaktoren, proinflamm-
atorische oder Stress-induzierte Stimuli in kurzer Zeit gesteigert werden. Aus der proteolyti-
schen Spaltung der Vorlauferform pro-IL-1a (31 kDa) resultiert IL-1-a NTP (N-terminal IL-1a
propiece, 16 kDa) und reifes IL-1a (17 kDa). Die Ca?*-abhangige Protease Calpain spaltet pro-
IL-1a an der Stelle Phe118 (Phenylalanin) sowohl intra- als auch extrazellulér, alternativ findet
eine extrazellulare Spaltung durch Granzym B an der Aminosaure Asp103 (Asparaginsaure)
statt®2. Aber auch neutrophile Proteasen wie Cathepsin G sind im Rahmen von Entziindungs-

geschehen an der Prozessierung von IL-1a beteiligt®3.
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Pro-IL-1a und matures IL-1a sind beide biologisch aktive Liganden des IL-1R1 mit identischen
Wirkungsweisen. Der Rezeptor besteht aus extrazellularen lg-Domanen und einer zytoplas-
matischen TIR-Domane. Nach Bindung des Liganden an IL-1R1 erfolgt die Dimerisierung des
Rezeptors und das Adapterprotein ILLRACP wird rekrutiert. Das Zusammentreffen der beiden
TIR-Doméanen im Heterodimer fuhrt Uber Signalproteine wie myeloid differentiation primary
response protein 88 (MyD88), IL-1R-assoziierte Kinase 4 (IRAK4) oder Tumornekrosefaktor-
Rezeptor assoziierter Faktor 6 (TRAF6) zur Aktivierung des NF-kB- (nuclear factor kappa-light-
chain-enhancer of activated B-cells) und des MAP-Kinase-Wegs (Mitogen-aktivierter
Proteinkinase Weg). Daraus resultierend startet eine Kaskade der sterilen Entziindung mittels

Freisetzung proinflammatorischer Zytokine** 54,

Zytosolisches pro-IL-1a gilt als Alarmin der Zelle, um auf eine Zellschadigung aufmerksam zu
machen. Pro-IL-1a und nach der Spaltung IL-1-a NTP besitzen beide ein Kernlokalisationssig-
nal (NLS, nucleus localization signal) und kénnen im Kern unabhangig vom IL-1R1-Signalweg
die Transkription von Genen fiir proinflammatorische Signale steigern. In glatten Muskelzellen
der Gefalle ist beispielsweise pro-IL-1a an den intrazellularen inhibitorischen Rezeptor IL-1R2
gebunden ist, sodass es durch Maskierung des NLS im Zytosol verbleibt. IL-1a agiert aulRer-
dem membrangebunden als Alarmin auf der Oberflache von aktivierten Monozyten. Dadurch
stimuliert es Uber den IL-1R1-Signalweg benachbarte Zellen im Rahmen von lokalen Entziin-

dungsprozessen®2,

Kommt es zur Nekrose von Zellen, wird pro-IL-1a passiv ins Zytosol freigesetzt. Dadurch ent-
steht eine IL-1R1-abhé&ngige Inflammationsreaktion mit der Rekrutierung und Einwanderung
von Immunzellen ins umliegende verletzte Gewebe. Hingegen bei der Apoptose, dem pro-
grammiertem Zelltod, wird das Interleukin in den Zellkern transportiert, an Chromatin gebun-
den und seine Freisetzung verhindert, sodass eine entzindliche Reaktion zundchst aus-
bleibt®®.

IL-1a nimmt eine wesentliche Rolle im Rahmen der sterilen Entziindung, vor allem bei inflamm-
atorischen Erkrankungen wie der Atherosklerose oder ischamischen Schaden nach Myokard-
infarkt, ein. Grund dafir ist die Tatsache, dass ein inflammatorischer Circulus vitiosus Ursache
der ausgepragten Gewebeschéden ist und unter anderem Uber den IL-10—IL-1R1 Signalweg

initiiert wird>% %8,
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2.6 Zielsetzung

Vielfaltige Untersuchungen haben gezeigt, dass es bei Patienten mit kardio-renalen Vorer-
krankungen trotz maximaler lipidsenkender Therapie zu weiteren kardiovaskularen Ereignis-
sen kommt. Es persistiert ein hohes residuales Risiko. Die sterile systemische Entziindung
stellt dabei einen wichtigen pathogenetischen Faktor dar®’. Diese Erkenntnisse machen es
notwendig die Rolle von Interleukin-1a bei der systemischen Inflammation und insbesondere

bei kardiovaskuléaren Erkrankungen genauer zu untersuchen.
Ziel der vorliegenden Promotionsarbeit ist es:

1. Stimuli der IL-la-Oberflachenexpression auf Monozyten und IL-la-Freisetzung zu
identifizieren,

2. die Rolle von IL-1a bei der Leukozyteninfiltration in entziindetem Gewebe und der Leu-
kozytenadhasion an Endothelzellen zu analysieren und

3. die Effekte von IL-1a auf die Entstehung einer Entziindungsreaktion beim akuten My-

okardinfarkt zu untersuchen.
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3 Material und Methodik
3.1 Materialien

3.1.1 Gerate und Materialien

Gerat/Material

Hersteller

Autoklav Zirbus technology GmbH,
Bad Grund (Harz), DE
Beatmungsgerat Hugo Sachs Elektronik GmbH,

March, DE

Bipolar-Pinzette

Erbe Elektromedizin GmbH,
Tlbingen, DE

Dampfgarer (95 °C)

Philips GmbH,
Hamburg, DE

Deckglaser

Paul Marienfeld GmbH & Co.KG,
Lauda Kdnigshofen, DE

Durchflusszytometer FACS Canto |l

Becton, Dickinson and Company,
Franklin Lakes, NJ, USA

Einmalskalpell

B. Braun SE,
Melsungen, DE

Elektrophorese Power Supply

Bio-Rad Laboratories,

Hercules, Kalifornien, USA

ELISA 96-Well Platten

Greiner Bio-One International GmbH,

Frickenhausen, DE

Falcon-Rundbodenréhrchen

Becton, Dickinson and Company,
Franklin Lakes, NJ, USA

Falcon-Zellkulturflaschen

Becton, Dickinson and Company,
Franklin Lakes, NJ, USA

Falcon-Zellsieb

Becton, Dickinson and Company,
Franklin Lakes, NJ, USA

Falcon-Zentrifugenrdéhrchen

Becton, Dickinson and Company,
Franklin Lakes, NJ, USA

Farbegestell fir Objekttrager

Carl Roth GmbH,
Karlsruhe, DE

Filterpapier

Whatman pilc,
Maidstone, GB
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Fluoreszenzscanner

LI-COR Biosciences GmbH,
Lincoln, Nebraska, USA

GentleMACS C-Tube

Miltenyi Biotec B.V. & Co. KG,
Bergisch Gladbach, DE

GentleMACS Octo Dissociator

Miltenyi Biotec B.V. & Co. KG,
Bergisch Gladbach, DE

Glaskuvette

Carl Roth GmbH,
Karlsruhe, DE

Inkubator (37°C)

Binder GmbH,
Tuttlingen, DE

Inkubator (56 °C)

Heraeus Holding GmbH,
Hanau, DE

MACS Holder

Miltenyi Biotec B.V. & Co. KG,
Bergisch Gladbach, DE

Mikroskop Axio Imager 2

Carl Zeiss Microscopy GmbH,
Oberkochen, DE

Mikrotom

SLEE medical GmbH,
Mainz, DE

Mini-PROTEAN Tetra Cell

Bio-Rad Laboratories,
Hercules, Kalifornien, USA

Neubauerzahlkammer

LO - Laboroptik Ltd,
Lancing, GB

Nitrocellulosemembran

GE Healthcare Life Sciences,

Buckinghamshire, GB

Paraffin-Ausgief3station MPS/P2

SLEE medical GmbH,
Mainz, DE

pH-Messgerat

Mettler-Toledo,
Columbus, Ohio, USA

Pipette

Sarstedt AG & Co. KG,
Numbrecht, DE

Préseparationsfilter (30 pum)

Miltenyi Biotec B.V. & Co. KG,
Bergisch Gladbach, DE

PVDF-Membran

Merck Millipore,

Burlington, Massachusetts, USA

Schittler PMR-30 Plattform Rocker

Grant Bio,
Oregon, USA
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Sicherheitswerkbank Airstream Esco class Il
BSC

Biomedis Vertriebsgesellschaft GmbH,
GielRen, DE

Sunrise Mikrotiterplatten-Photometer

Tecan Trading AG,
Méannedorf, CH

Thermomixer comfort Eppendorf AG,
Hamburg, DE

Trockenfutter Ratte/Maus 10mm Pellets Altromin Spezialfutter GmbH & Co. KG,
Lage, DE

Waage

Mettler-Toledo,
Columbus, Ohio, USA

Zentrifuge Megafuge 1.0 R

Heraeus Holding GmbH,

Hanau, DE
Zentrifuge 5804 R Eppendorf AG,
Hamburg, DE
Tabelle 4: Gerate und Materialien
3.1.2 Chemikalien und Reagenzien
Chemikalien/Reagenzien Hersteller

Aceton

Carl Roth GmbH,
Karlsruhe, DE

Ammoniumchlorid 4N

Carl Roth GmbH
Karlsruhe, DE

Aqua Dest

B. Braun SE,
Melsungen, DE

Bay 11-7082, #tlIrl-b82

InvivoGen,
San Diego, USA

Bovines Serum Albumin

PAA Laboratories,
Colbe, DE

Bromphenolblau

Merck KGaA,
Darmstadt, DE

Ca?*-Chelator BAPTA-AM, #BCBW1114V

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

Ca?*-Chelator EGTA, #4100-OP

Sigma-Aldrich Corporation,
St. Louis, Missouri, USA
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Calpain-Inhibitor E-64-d, #BML-P1107

Enzo Life Sciences GmbH,
Lorrach, DE

Calpain-Inhibitor PD 150606, #sc-222133

Santa Cruz Biotechnology,
Dallas, Texas, USA

Calpain-Inhibitor Z-Leu-Leu-CHO, #BMP-P1116

Enzo Life Sciences GmbH,
Lorrach, DE

Cathepsin G Inhibitor I, #219372

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

CD11b microbeads, #130-049-601

Miltenyi Biotec B.V. & Co. KG,
Bergisch Gladbach, DE

Dimethylsulfoxid Carl Roth GmbH,
Karlsruhe, DE
DMEM Gibcol/Life Technologies,

Carlsbad, CA, USA

ELISA Kit: Human-IL-1a/IL-1F1 Duoset, #DY200

R&D Systems,

Minneapolis, Minnesota, USA

Endothelial Basal Medium

Lonza Group AG,
Basel, CH

Endothelial Cell Growth Medium

Lonza Group AG,
Basel, CH

Entellan Schnelleindeckmedium

Merck KGaA,
Darmstadt, DE

Eosin G-Ldsung 0,5% wassrig

Carl Roth GmbH,
Karlsruhe, DE

Ethanol Sigma-Aldrich Corporation,
St. Louis, Missouri, USA
Fc-Blocker Becton, Dickinson and Company,

Franklin Lakes, NJ, USA

Fetales Bovines Serum

Gibcol/Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA

Fibronektin

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

Ficoll Separationsmedium

PromoCell bioscience alive GmbH,
Heidelberg, DE

Formaldehyd

Alfa Aesar GmbH,
Karlsruhe, DE
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Glycin Carl Roth GmbH,
Karlsruhe, DE
HAECs Lonza Group AG, Clonetics,

Basel, CH

Haemalaunlésung nach Mayer

Carl Roth GmbH,
Karlsruhe, DE

HBSS Gibcol/Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA

HEPES Carl Roth GmbH,
Karlsruhe, DE

Isofluran Piramal Critical Care Deutschland

GmbH,
Hallbergmoos, DE

Kaliumhydrogencarbonat

Carl Roth GmbH,
Karlsruhe, DE

Ketamin

Zoetis Deutschland GmbH,
Berlin, DE

LPS-EB Ultrapure

InvivoGen,
San Diego, USA

Mercaptoethanol Carl Roth GmbH,
Karlsruhe, DE
Natriumazid SERVA Electrophoresis GmbH,

Heidelberg, DE

Natrium-Chlorid

VWR International,

Radnor, Pennsylvania, USA

Natrium-Citrat

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

Oxalat

Alfa Aesar,
Massachusetts, USA

Penicillin/Streptomycin

Gibcol/Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA

Phosphatgepufferte Salzlésung

Gibco/Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA

PKHG67 labeling kit, #MINI67-1KT

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

RPMI-1640 GlutaMAX

Gibcol/Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA
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Salzsaure 1IN

Carl Roth GmbH,
Karlsruhe, DE

SDS

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

Spleen Dissociation Kit, #130-095-926

Miltenyi Biotec B.V. & Co. KG,
Bergisch Gladbach, DE

Texas Red Streptavidin

Vector Laboratories,
Burlingame, CA, USA

TRIS-Hydrochlorid

Carl Roth GmbH,
Karlsruhe, DE

TrypanBlau Sigma-Aldrich Corporation,
St. Louis, Missouri, USA
Trypsin Gibcol/Life Technologies,

Carlsbad, CA, USA

TSA Biotin System

Akoya Biosciences,

Marlborough, Massachusetts, USA

Tumornekrosefaktor-a

R&D Systems,
Minneapolis, Minnesota, USA

Tween 20

Fisher Scientific GmbH,
Schwerte, DE

Vectashield Antifade Mounting Medium

Vector Laboratories,
Burlingame, CA, USA

Vybrant Dil Zellmarkierungslésung

Invitrogen by Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, USA

Wasserstoff-Peroxid-Losung 30%

Fisher Scientific GmbH,
Schwerte, DE

Western Blot-Blockierungspuffer

LI-COR Biosciences GmbH,
Lincoln, Nebraska, USA

Xylazin Bayer AG,
Leverkusen, DE

Xylol Aug. Hedinger GmbH & Co. KG,
Stuttgart, DE

Zymosan Sigma-Aldrich Corporation,

St. Louis, Missouri, USA

Tabelle 5: Chemikalien und Reagenzien
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3.1.3 Antikorper

Antikorper

Hersteller

Anti-human B-Actin Antikorper, #sc-47778,
clone C4

Santa Cruz Biotechnology,
Dallas, Texas, USA

APC Anti-mouse Ly-6C Antikorper, #128025,
clone HK1.4

BioLegend,
San Diego, USA

F4/80 Antikorper, #14-4801-82, clone BM8

Invitrogen by Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, USA

Goat Anti-human VCAM-1 Antikérper, #BBA19,
polyklonal

R&D Systems,
Minneapolis, Minnesota, USA

Goat Anti-Rabbit 1gG sekundarer Antikorper,
#31820, polyklonal

Invitrogen by Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, USA

Goat Anti-Rat 1gG sekundéarer Antikorper,
#31830, polyklonal

Invitrogen by Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, USA

Human IL-1a Antikérper, Anti-hiL-1a-1gG,
#mabg-hilla, clone 7D4

InvivoGen,
San Diego, USA

Human IL-1R1 Antikdrper, #AB-269-NA,
polyklonal

R&D Systems,

Minneapolis, Minnesota, USA

IL-1a Antikorper, #CSB-PA009537, polyklonal

Cusabio Technology LLC,
Houston, Texas, USA

IL-1a FITC Antik6rper, #11-7118-82,
clone 364/3B3-14

eBioscience,
Frankfurt, DE

IRDye 800CW Donkey Anti-Goat 1gG
sekundarer Antikorper, #926-32214, polyklonal

LI-COR Biosciences GmbH,
Lincoln, Nebraska, USA

IRDye 800CW Donkey Anti-Rabbit IgG
sekundarer Antikorper, #926-32213, polyklonal

LI-COR Biosciences GmbH,
Lincoln, Nebraska, USA

IRDye 680RD Goat Anti-Mouse 1gG sekundarer
Antikérper, #926-68070, polyklonal

LI-COR Biosciences GmbH,
Lincoln, Nebraska, USA

Mouse Anti-human Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase (Anti-GAPDH), #MAB374,
clone 6C5

Merck Millipore,

Burlington, Massachusetts, USA
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PE Anti-mouse Ly-6G Antikorper, #127607,
clone 1A8

BioLegend,
San Diego, USA

Rabbit Anti-human IL-1a Antikérper, #ab9614,
polyklonal

Abcam,
Cambridge, GB

Tabelle 6: Antikdrper

3.1.4 Puffer und Medien

Puffer/Medium Rezept
Ammoniumchlorid Lysepuffer (0,155 M) 500 ml H20
4,15 g NH4CI

0,5006 g KHCOs3
0,1 ml EDTA-L6sung
pH auf 7,4 einstellen

EDTA-L6sung (0,5 M)

186,1 g EDTA
800 ml H.O
pH auf 8,0 einstellen

auf 1000 ml auffillen und autoklavieren

ELISA Assay Diulent

1 % BSA in PBS

ELISA Avidin-HRP-L6sung

1 pl Avidin HRP
999 ul Assay Diluent

ELISA Coating-Puffer

200 pl 5x Carbonatpuffer
800 ul H.0O

ELISA Fixationsantikdrperlésung

5 pl Fixationsantikdrperansatz
995 ul Coating-Puffer

ELISA Detektionsantikorperlosung

5 pl Detektionsantikbperansatz

995 pl Assay Diluent

ELISA Substratldsung 25 pl H20-
25 pl Tetramethylbenzidin
ELISA Waschpuffer 500 ml PBS

0,25 ml Tween 20

FACS Farbepuffer

200 ul FACS-Puffer

APC anti-mouse Ly-6C Antikorper
PE anti-mouse Ly-6G Antikdrper
Antikérper PKH67-FITC
Antikérper IL-1a FITC
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FACS Waschpuffer

500 ml PBS

5% (v/v) FBS
0,5% (w/v) BSA
0,007 (v/v) NaNs

HEPES-Puffer

2,3831 g HEPES

8,766 g NaCl

0,8 g Natriumazid

800 ml ddH>0O

pH auf 7,5 einstellen

mit A.D. auf 1000 ml auffillen

MACS-Puffer

PBS

0,5 % BSA

2 mM EDTA

pH auf 7,2 einstellen

Natrium-Citrat-Puffer

2,914 g Natrium-Citrat
1000 ml ddH-0

pH auf 6,0 einstellen
0,5 ml Tween 20

Probenpuffer (Lammli-Puffer, 1x)

6,25 ml Tris (1 M)

25 ml Glycerin (25 %)

10 mg Bromphenolblau

2 g SDS (2 %)

5 ml 3-Mercaptoethanol

Mit ddH-O auf 100 ml auffllen

5 % Sammelgel

1,36 ml Polyacrylamid (30 %)
5,44 ml ddH.O

1,04 ml Tris

0,08 ml SDS (10 %)

0,08 ml APS (10 %)

0,008 ml TEMED

SDS-Running-Puffer

30.2 g Tris (250 mM)

144 g Glycin (1,92 M)

10 g SDS (1 %)

mit ddH>O auf 1 | auffillen
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TNB-Blocking-Puffer

1,576 TRIS-HCI (0,1 M)

0,876 NaCl (0,15 M)

in 100 ml ddH-2O auflésen

pH auf 7,5 einstellen

0,5 g Blocking Reagenz (0,5 %)

1x Transferpuffer

100 ml 10x Transferpuffer
200 ml Ethanol (20 %)
11ddH0

10x Transferpuffer

29,27 g Glycin (390 mM)
58,15 g Tris (480 mM)
3,7 g SDS (0,037 %)
11ddH.0

10 % Trenngel

2 ml Polyacrylamid (30 %)
2,38 ml ddH,0

1,5 ml Tris

0,06 ml SDS (10 %)

0,06 ml APS (10 %)
0,0024 ml TEMED

15 % Trenngel

8 ml Polyacrylamid (30 %)
5,44 ml ddH.O

4 ml Tris

0,16 ml SDS (10 %)

0,16 ml APS (10 %)
0,0016 ml TEMED

Verdinnungsmedium

500 mg PBS
5 ml EDTA-L6sung (0,5 M)

Western Blot-Lysepuffer

50 mmol/l Tris
150 mmol/l NaCl
1 mmol/l EDTA
0,5 % NP-40

Protease- und Phosphataseinhibitoren

Western Blot-Waschpuffer

500 ml PBS
500 ul Tween 20 (0,05 %)

Zellkulturmedium (Vollmedium)

500ml RPMI

10% FBS

1% Penicillin/Streptomycin
10 mM HEPES-Puffer

Tabelle 7: Puffer und Medien
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3.2 Methodik
3.2.1 Versuchsbedingungen

Die aufgefuhrten Versuche sind, sofern nicht anders angegeben, unter sterilen Bedingungen
und bei 20 °C Raumtemperatur (RT) im Labor fir translationale kardio-renale Medizin durch-

gefuhrt worden.

Die Tierversuche wurden nach 8 8 des Tierschutzgesetzes unter der Versuchsnummer
31/2016 bewilligt. Die Haltung und Herkunft der Tiere ist in Abschnitt 3.2.6.1 beschrieben.

3.2.2 Ablauf der Versuche

Zum besseren Verstéandnis der im folgenden Kapitel beschriebenen Versuche dient Abb. 5:

Peritoneales Isolation muriner | | Isolation, Stimulation .
Inflammationsmodell Milzmonozyten von PBMCs LD 2 _ LAD-Ligatur
! v ' ' +
. Markierung mit Inkubation der . .
Histol
Durchflusszytometrie PKHET Western Blot HAECs mit PBMCs istologie
{ * |
Schad.lgung dfer IL-1a ELISA Leukozytt.enendothel—
Arteria carotis Adhdsionsassay
v + v
T lantation d
ranspiantation der Durchflusszytometrie Histologie
Monozyten
! +*
Durchflusszytometrie Western Blot

Abb. 5: Ablauf der Versuche

3.2.3 Isolation und Stimulation mononuklearer Zellen (PBMCs)

3.2.3.1Isolation von PBMCs

Mononukleére Zellen des peripheren Blutes (PBMCs, engl. peripheral blood mononuclear
cells) sind einkernige Zellen und entsprechen Lymphozyten und Monozyten. Zur Isolation von
PBMCs eignet sich das physikalische Trennverfahren der Ficoll-Dichtegradientenzentrifuga-
tion. Ficoll, ein Saccharose-Epichlorhydrin-Copolymer, fungiert mit einer Dichte von 1.077 g/ml
als Separationsmedium  zwischen  Erythrozyten/Granulozyten zum einen und
PBMCs/Plasma/Verdinnungsmedium (PBS + 0,5 M EDTA) zum anderen. Ziel ist es die un-
terschiedlichen Blutbestandteile anhand ihres Dichtegradienten aufzutrennen und am Ende

PBMCs zu isolieren.

Dafiir wurde zuvor gewonnenes Vollblut mit dem Verdinnungsmedium im Verhaltnis 1:1 in ein

50 ml-Zentrifugenréhrchen pipettiert. Das enthaltene EDTA hemmt die Gerinnung. Je 15 ml
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Separationsmedium in zwei Falcon-R6hrchen wurden anschlie3end prézise, unter Beachtung
der Trennschicht, mit dem Gemisch Uberschichtet. Es folgte die erste Zentrifugation fiir 30 min
bei RT, 400 G und ohne Bremse, um die aufgetrennten Schichten beim Abbremsen der Roto-
ren nicht erneut zu vermischen. Die Erythrozyten und Granulozyten sammeln sich, wie in
Abb. 6 dargestellt, durch ihre hohe Dichte unter dem Trennmedium. PBMCs akkumulieren zwi-

schen diesem und der obersten Schicht aus Plasma, PBS und EDTA.

Nach dem Verwerfen der Plasmaschicht bleiben die PBMCs als dinne weil3liche Schicht auf
dem Ficoll-Trennmedium zurtick. Diese wurde mit einer 10 ml-Spritze in ein frisches Falcon-
Gefal? enthommen. Es wurde mit PBS + EDTA auf 50 ml aufgeftillt und ftr 10 min bei 4 °C,
400 G und mit Bremse zentrifugiert. Gefolgt auf das Entfernen des Uberstandes wurde das
Zellpellet in 2,5 ml PBS + EDTA resuspendiert und in einem Falcon-Rdhrchen mittels Verdiin-
nungsmedium auf 15 ml aufgefullt. Die erneute Zentrifugation fir 10 min, bei 4 °C, 300 G und
mit der Bremse diente dem Entfernen von Zellpartikeln und Thrombozyten. Noch einmal wurde
der Uberstand verworfen und das Zellpellet in 2 ml PBS resuspendiert. Durch Inkubation mit
6 ml Ammoniumchlorid fir 10 min bei 4 °C erfolgte die Lyse der Erythrozyten. Diese wurden
nach der Zentrifugation fir 10 min bei 4 °C, 400 G und mit Bremse abgesaugt. Die dadurch
isolierten PBMCs wurden in 10 ml Medium (RPMI Glutamax + 10 % fetales Rinderserum (FBS)
+ Penicillin/Streptomycin + 10 mM HEPES) resuspendiert und in einer Neubauerzéahlkammer

guantifiziert.

Plasma

+

Verdunnungsmedium

PBMCs

Ficoll Separationsmedium

Granulozyten

Erythrozyten

Abb. 6: Resultat der Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation
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3.2.3.2 Stimulation von PBMCs

Die Stimulation der PBMCs dient der Untersuchung des Effektes verschiedener Stimulantien
auf die pro-IL-1a Expression und die Freisetzung von maturem IL-1a aus Monozyten. Daflr
wurden 1x10° PBMCs in 10 ml Medium gegeben und in einer 96-well Mikrotiterplatte in 200 pl
Medium ausgesat. Es erfolgte die Inkubation fir eine Stunde bei 37 °C. Die mononukleadren
Zellen setzten sich am Boden der Wells ab. Nicht-adhérente Zellen und Zelldebris wurden
durch den Wechsel des Mediums (RPMI Glutamax + Penicillin/Streptomycin + 10 mM HEPES)

separiert. Das frische Medium enthielt kein FBS mehr.

Die Stimulation der Zellen erfolgte schlieZlich durch Inkubation mit hochreinem Lipopolysac-
charid (LPS, 100 ng/ml, 18 h), Tumornekrosefaktor-a (TNF-a, 5 ng/ml, 18 h), LPS + OI-
séure (LPS Priming, 100 ng/ml, 18 h; OA, 100 uM, 4 h), LPS + Oxalat (LPS Priming,
100 ng/ml, 18 h; Ox, 100 pg/ml, 4 h) bzw. Ox (100ug/ml, 4 h) und OA (100 uM, 4 h). Ols&ure
wurde in Cremophor, einem nicht-ionischen Tensid, geldst und so in die Formulierung einge-
bunden. Die Stimulation der PBMCs wurde zusétzlich in Anwesenheit von Bay 11-7082 (Invi-
vogen, #tIrl-b82, 10 uM), einem irreversiblen Inhibitor von NF-kB, durchgefihrt.

Zur Untersuchung des Einflusses der Ca?*-abhangigen Proteasen Calpain und Cathepsin G
auf die Prozessierung von IL-1a wurden PBMCs erneut, wie oben beschrieben, stimuliert. Je-
doch erfolgte dies unter Hinzugabe der Ca?*-Chelatoren BAPTA-AM (Sigma-Aldrich,
#BCBW1114V, 10 uM) und EGTA (Sigma Aldrich, #4100-OP, 20mM), der Calpain-Inhibitoren
Z-Leu-Leu-CHO (Enzo Life Sciences, #BMP-PI116, 1,2 uM), E-64-d (Enzo Life Sciences,
#BML-PI107, 50 pg/ml), PD 150606 (Santa Cruz, #sc-222133, 100 ug/ml) sowie des Cathep-
sin G Inhibitors | (Sigma Aldrich, #219372, 50 pug/ml). Durch Zentrifugation der Mikrotiterplatte
fir 10 min bei 400 G wurde der Uberstand fur die spateren Messungen der pro-IL-1a Expres-
sion und Sekretion von maturem IL-1a nach Stimulation gewonnen. Dieser wurde zunachst

bei -80 °C gelagert.

3.2.4 Durchflusszytometrische Quantifizierung

Die Grundlage einer durchflusszytometrischen Messung bildet die Emission von Streulicht in
verschiedenen Winkeln und Fluoreszenzsignalen unterschiedlicher Intensitat, sobald eine
Zelle den Laserstrahl passiert. Nach der Registrierung durch Detektoren werden die Events
als Punkte in einem Streudiagramm prasentiert. Dies ermoglicht die quantitative Darstellung
von Zellen aufgegliedert nach verschiedenen Merkmalen. Zur quantitativen Analyse der Ober-
flachenexpression von IL-1a auf PBMCs (siehe Abschnitt 3.2.3), der peritonealen Monozyten
und Neutrophilen (siehe Abschnitt 3.2.6.2) bzw. der PKH67"-markierten Monozyten (siehe Ab-
schnitt 3.2.6.4) dient das FACS (Fluorescence Activated Cell Sorting) Canto Il der Firma BD

sowie die Software FlowJo 10.5.3.
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3.2.4.1Vorbereitung

Zur Vorbereitung wurden 1x10° PBMCs bzw. Monozyten/Neutrophile in je zwei FACS-R6hr-
chen mit FACS-Puffer gewaschen. Um unterschiedliche Fluoreszenzsignale zur spateren Ein-
teilung in Subpopulationen zu erhalten, gaben wir je hach Versuch verschiedene fluoreszenz-
markierte Antikdrper fir 45 min bei 4 °C hinzu. Zu diesen zahlten die Antikorper IL-1a FITC
(eBioscience, #11-7118-82, clone 364/3B3-14, 5 pg/ml), APC Anti-mouse Ly-6C Antikdrper
(Biolegend, #128025, clone HK1.4, 1 ug/ml), PE Anti-mouse Ly-6G Antikérper (Biolegend,
#127607, clone 1A8, 1 pug/ml) sowie der Antikdrper PKH67-FITC (Sigma-Aldrich Corporation,
#MINI67-1KT, 5 uM).

Nach der Farbung einer Probe mit Farbepuffer fand eine weitere Waschung beider Proben mit
dem FACS-Puffer statt. Vor der eigentlichen Messung wurden die Zellen mit je 300 pl Formal-
dehyd fiir 20 min bei 4 °C fixiert und in FACS-Puffer resuspendiert.

3.2.4.2Messung

Schlielilich erfolgte die Durchflusszytometrie. Hierbei werden die Proben mittels Druck durch
eine feine Kivette geleitet. Die Zellen treffen dabei einzeln im 90° Winkel auf einen Laserstrahl.
Anhand des FSC-Detektors (Forward Scatter, Vorwartsstreulicht) und seiner Aufnahme von
Lichtstrahlen, die in einem 180° Winkel abgehen, lassen sich Aussagen Uber die Gréf3e der
Zellen treffen. Lichtstrahlen, die in einem 90° Winkel abgelenkt werden, erfasst der SSC-De-
tektor (Sideward Scatter, Seitwdrtsstreulicht). Dies dient der Charakterisierung der Granulari-
tat.

Die mit der Probe inkubierten Fluorochrome emittieren Lichtsignale unterschiedlicher Wellen-
lange. Durch ein System mehrerer teildurchlassiger Spiegel treffen diese auf weitere Detekto-
ren (siehe Abb. 7). Dadurch konnten Monozyten und Neutrophile oder auch die Oberflachen-
expression von IL-1a quantifiziert werden. Die Menge der gebundenen Antikdrper spiegelt sich
in der Intensitat der emittierten Fluoreszenzsignale wider. Es erfolgte auch eine Messung der
ungefarbten Zellen zur Bestimmung der Mean fluorescence intensity (MFI) anhand des Ver-

gleiches mit der gefarbten Probe.
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FSC
%L-S 670 nm

%LQ = 530 nm

== 500 nm

" FSC

Abb. 7: Messprinzip eines Durchflusszytometers (entnommen aus Rothe G, 2007, S. 30%8)

3.2.5 Interleukin-1a ELISA

ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay) in der weit verbreiteten Sandwich-Methode
nutzt zwei verschiedene Antikorper (Capture AK, Detection AK). Beide binden an unterschied-
liche Epitope des gesuchten Antigens. Das Antigen lasst sich anschlieRend mit Hilfe einer
Farbreaktion nachweisen und anhand der Signalstarke quantifizieren. Fir das Nachweisver-
fahren von IL-1a mittels ELISA fand der bei -80 °C gelagerte Uberstand (siehe Abschnitt 3.2.3)
sowie das ELISA Kit von R&D systems (Human-IL-1a/IL-1F1 Duoset, #DY200) Verwendung.

Zunachst wurde eine 96-well Mikrotiterplatte mit je 50 pl des Capture-Antikorpers bei 4 °C Gber
Nacht inkubiert. Es schloss sich ein dreifacher Waschvorgang mit Puffer (500 ml PBS +
0,25 ml 0,05 % Tween 20) an. Mehrfache Waschvorgdnge wurden nach jedem weiteren

Schritt vorgenommen, um ungebundene Antikérper oder auch Antigen zu entfernen.

Aus der Zugabe von je 100 pl Assay Diluent (1 % BSA in PBS) fur eine Stunde resultierte die
Blockade unspezifischer Bindungsstellen. An einen weiteren Waschschritt angeschlossen,
wurden je 50 ul des Zelliberstandes der zuvor isolierten und stimulierten PBMCs bzw. 50 pl
der Set-Standardreihe fur zwei Stunden hinzugegeben. Die Standardreihe ermdglicht durch
bekannte Antigenkonzentrationen eine quantitative Einordnung der spater photometrisch be-
stimmten optischen Extinktion. Es folgte ein weiterer Waschschritt und eine einstiindige Inku-
bation mit dem Detection-Antikérper. Dieser band das am Capture-Antikbrper gebundene
IL-1a. Um eine Farbreaktion zu erhalten, musste nach einem weiteren Waschschritt eine
Streptavidin-HRP-LOsung (Meerretichperoxidase, engl. horseradish peroxidase) beigemischt
werden, die eine hohe Affinitat fir den biotinylierten Fc-Teil des Detection-Antikdrper hat. Nach
einem neuerlichen Waschvorgang wurde je 50 pl Substratldsung (H202 und Tetramethylben-

zidin im Verhaltnis 1:1) hinzugefugt.
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Nach 20 min kam es durch die HRP zur Oxidation von Tetramethylbenzidin und somit einem
blauen Farbumschlag. Schwefelsdure diente dabei als Stopp-Losung der enzymatischen Re-
aktion und fihrte zu einer Gelbfarbung. Mittels Photometer wurde die Lichtabsorption bei
450 nm und 570 nm Wellenlange gemessen. Dadurch wurde die Konzentration von IL-1a im

Uberstand nach dem Lambert-Beerschen Gesetz im Vergleich zur Standardreihe bestimmt.

3.2.6 Tierexperimente

3.2.6.1Versuchstiere

Fir die Tierversuche wurden Illa’™ Mause von Manfred Kopf (ETHZ Ziirich, Schweiz) sowie
passende C57/BL6-Wildtypmause aus der Tierhaltung der Universitat des Saarlandes zur Ver-
fligung gestellt. Zu dem Zeitpunkt der Versuche waren die Mause in einem Alter zwischen acht
bis zwolf Wochen. Wahrend der Versuche wurden die Tiere in Einzelkafigen in den Raumen
des Labors fur experimentelle und translationale kardio-renale Medizin der Universitat des
Saarlandes gehalten. Zu jeder Zeit wurden die entsprechenden gesetzlichen Regelungen ein-

schlie3lich des Tierschutzgesetzes beachtet (Genehmigung: 31/2016).

3.2.6.2 Peritoneales Inflammationsmodell

Zur Untersuchung des Einflusses von IL-1a auf die Leukozyteninfiltration in entziindetem Ge-

webe wurde eine sterile Peritonitis an Wildtyp (WT)- und ll1a” M&usen induziert (siehe Abb. 8).

Dafir wurde den Mausen je 300 pl steriles PBS oder je 200 pg/ml Zymosan in 300 ul PBS
intraperitoneal gespritzt. PBS dient dabei als Kontrolle, Zymosan hingegen als Pyrogen. Nach
sechs Stunden erfolgte die Narkotisierung der Mause mit Isofluran und die Desinfektion der
Bauchhaut mittels Ethanol. Die Bauchhdhle wurde ohne Verletzung des Peritoneums vorsich-
tig eroffnet. Daraufhin schloss sich eine peritoneale Lavage mit 5 ml PBS inklusive 2 mM EDTA
sowie eine Bauchmassage fir 2 min zur Mobilisierung der Zellen an. Die mit einer Kanule
aufgenommene Lavage-Flussigkeit wurde in ein 15 ml Falcon-R6hrchen utberfihrt und zu-
nachst auf Eis gelagert. Zur Quantifizierung der Zellzahl wurde eine Verdinnung im Verhaltnis
1:10 aus 50 pl TrypanBlau, 40 pl PBS und 10 pl Zellen erstellt und in eine Neubauerzahlkam-
mer gegeben. Durch Z&hlung der Zellen innerhalb der grol3en Quadrate, Errechnen eines Mit-

telwertes und Multiplikation mit 10° ergab sich die Zellzahl pro ml.

Nach Blockade des F.-Rezeptors zur Verhinderung unspezifischer Antikbrperbindungen wur-
den die peritonealen Zellen mit den immunfluoreszierenden Antikérpern APC Anti-mouse
Ly-6C (Biolegend, #128025, clone HK1.4, 1 ug/ml) und PE Anti-mouse Ly-6G (BioLe-
gend, #127607, clone 1A8, 1 pg/ml) fir 45 min inkubiert. Es schloss sich die Quantifizierung

der Zellpopulationen mittels Durchflusszytometrie an (siehe Abschnitt 3.2.4).
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Peritoneales 6 h
Inflammations- i
model ? *
PBS Entnahme
Zymosan

Abb.8: Peritoneales Inflammationsmodel (entnommen aus Schunk SJ et al., Circulation, 202159)

3.2.6.3Isolation von Milzmonozyten

Zur Vorbereitung des Carotis-Schadigungsmodells (siehe Abschnitt 3.2.6.5) wurden
CD11b*-Monozyten mittels Magnetic activated cell sorting (MACS) jeweils aus WT- und Il1a™
Mausen isoliert. Die Grundlage der magnetischen Zellsortierung bildet die Inkubation der Zell-
suspension mit Magnetpartikeln, sogenannten Microbeads. Diese sind an Antikdrper mit einer
hohen Affinitat fir die Oberflachenstruktur bestimmter Zellen gekoppelt. Beim Fluss durch eine
Saule, umgeben von einem Dauermagneten, werden die markierten Zellen im magnetischen
Feld zurlickgehalten, sodass eine positive Selektion erfolgt. Folgende Lésungen waren dafiir

anzusetzen (siehe Tabelle 8):

Enzym A Auflosen des lyophilisierten Pulvers in 1 ml 1x Puffer S

Enzym D Auflosen des lyophilisierten Pulvers in 3 ml 1x Puffer S

MACS-Puffer | MACS BSA-Stammlodsung in autoMACS-Spulldsung im Verhaltnis 1:20
verdiinnen, im Sonikator entgasen

(enthalt PBS, 0,5 % BSA, 2 mM EDTA; pH 7,2)

1x Puffer S 1 ml 20x Puffer S in 19 ml ddH>O

Tabelle 8: Losungen fur die Milzzellisolation

Zunachst wurde eine Einzelzellsuspension der Milz mit Hilfe des Spleen Dissociation Kit (Mil-
tenyi Biotec, #130-095-926) gewonnen. Dafiir wurde die zuvor entnommene Milz in ein C-Tube
mit 2,4 ml Puffer S, 50 pul Enzym D und 15 pl Enzym A zur Einleitung des enzymatischen Ver-
daus gegeben. Es folgte eine mechanische Dissoziation des Organs unter Einwirkung von
Hitze (37 °C) im gentleMACS Octo Dissociator. Das Gefal wurde kopfiiber hineingestellt, so-
dass sich die Milz direkt am Rotor befand und es zur optimalen Auflosung des Gewebes kam.

Daraufhin schloss sich eine kurze Zentrifugation zur Losung von Ablagerungen am Boden des
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C-Tube an. Die Probe wurde resuspendiert und durch einen 30 pm Praseparations-Filter in
ein 15 ml Réhrchen geflllt. Nach Reinigung des Filters mit 2,5 ml Puffer S wurde dieser ver-
worfen, die Zellsuspension mit MACS-Puffer gewaschen und fir 5 min bei 4 °C und 300 G

zentrifugiert.

Um CD11b*-Monozyten aus der Einzelzellsuspension zu isolieren, wurden diese schlief3lich in
80 ul MACS-Puffer resuspendiert und mit 20 ul CD11b*-Microbeads (Miltenyi Biotec,
#130-049-601) fur 15 min bei 4 °C inkubiert. Die Microbeads waren an Antikdrper mit hoher
Affinitat fur CD11b*-Monozyten gekoppelt. Es folgte eine Waschung mit MACS-Puffer und eine
Zentrifugation fur 5 min bei 4 °C und 300 G. Der Uberstand wurde verworfen, die Zellen in
500 yl MACS-Puffer resuspendiert und erneut durch den 30 um Praseparations-Filter filtriert.
Nach Platzierung einer Saule im MACS Holder wurde diese mit 3 ml MACS-Puffer aquilibriert
und ein Falcon-Gefal3 darunter gestellt. Der im Holder enthaltene Dauermagnet erzeugt dabei
das magnetische Feld innerhalb der S&ule. Es erfolgte die Ubertragung der Zellsuspension
und dreimaliges Spulen mit je 3 ml MACS-Puffer. Die mit den Microbeads markierten Zellen
werden durch den Magneten in der S&ule zurtickgehalten und die unmarkierten Zellen im Fal-

con-Roéhrchen aufgefangen.

Durch Entfernen der Sdule aus dem MACS Holder und somit auch aus dem magnetischen
Feld konnten die markierten Zellen mit Hilfe von 3 ml MACS-Puffer in ein frisches Falcon-
Gefald gespllt werden. Die Reinheit der Zellisolation wurde in einer durchflusszytometrischen
Messung (siehe Abschnitt 3.2.4) validiert.

3.2.6.4Markierung der isolierten Milzmonozyten mit PKH67

Zur spateren Identifikation der isolierten CD11b*-Monozyten an der geschadigten Arteria (A.)
carotis communis wurden diese mit dem fluoreszierenden Farbstoff PKH67 (PKH67 labeling
kit, Sigma Aldrich, #MINI67-1KT) gefarbt.

Dafir erfolgte nach Waschung der Zellen mit serumfreiem Medium eine Zentrifugation fur
5 min bei 400 G. Der Uberstand wurde bis auf circa 25 pl verworfen. Das Zellpellet wurde in
1 ml Diulent C resuspendiert und mit 4 pul PKH67-Farbelosung inkubiert. Durch Zugabe von
1 ml BSA-L6sung (1 %) wurde die Farbung gestoppt und das Gemisch fur 10 min bei RT und
400 G zentrifugiert. Nach zweimaligem Waschen mit Vollmedium wurden die Zellen umgehend

zur Transplantation im Carotis-Schadigungsmodell genutzt.
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3.2.6.5Carotis-Schadigungsmodell

Das Carotis-Schadigungsmodell dient der Analyse des Einflusses von IL-1a auf die Leukozy-
tenadhasion im Bereich einer Gefaldlasion. Der Eingriff wurde unter Inhalationsnarkose mit

Isofluran durchgefiihrt. Es wurden WT- und Il1a”™ Méuse verwendet (siehe Abb. 9).

Die Maus wurde in Rickenlage mit gestrecktem Hals fixiert und linksseitig rasiert. Nach groR3-
zugiger Desinfektion erfolgte ein Schnitt von kaudal nach kranial, sodass nach der Praparation
der Glandula submandibularis und des M. sternocleidomastoideus die Vagina carotica als Bin-
degewebshille um die Vena jugularis interna, den Nervus vagus und die A. carotis communis
sichtbar wurde. Die linke A. carotis communis wurde nach ihrer Préaparation aus dem Binde-
gewebe auf einer Strecke von 4 mm mit einer 2 Watt Bipolar-Pinzette perivaskular geschadigt.

Dies resultierte in einer Endothelschadigung der Arterie.

Im n&chsten Schritt wurden vier Stunden nach der Carotis-Schadigung 1x10°¢ der zuvor iso-
lierten und PKH67*-markierten CD11b*- Milzmonozyten (siehe Abschnitt 3.2.6.3, 3.2.6.4) Uber
den orbitalen Venenplexus injiziert. Dabei wurde den WT-Mé&usen Monozyten aus llla’” Mau-
sen injiziert und vice versa. 18 Stunden spater wurde die linke A. carotis communis nach er-
neuter Freipraparation entnommen. Dafir fand eine Abtrennung des Gefalies sowohl oberhalb
der Bifurkation in die A. carotis interna und externa als auch unterhalb des verletzten Abschnit-
tes statt. Das Gefal wurde in einem Puffer aus Kollagenasen I, XI, Hyaluronidase und DNase
fur eine Stunde bei 37 °C unter sanfter Bewegung verdaut. Es schloss sich eine Siebung der
Zellen durch ein 70 um Zellsieb an. Zum Schluss wurden die infiltrierten PKH67*-Monozyten

mittels Durchflusszytometrie (siehe Abschnitt 3.2.4) quantifiziert.

Carotis-
Schadigungs- 4 hrs 18 hrs
modell T T
Carotis- PKH67 FACS
schadigung Monocyten
WT oder ll1a"-

Abb.9: Carotisschadigungsmodell (entnommen aus Schunk SJ et al., Circulation, 202159)
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3.2.6.6 LAD-Ligaturmodell

Um die Rolle von IL-1a bei einem akuten Myokardinfarkt zu untersuchen, wurde durch eine
Ligatur der LAD (RIVA, Ramus interventricularis anterior) ein Myokardinfarkt induziert. Zur
Kontrolle und fur die spatere Auswertung dient eine Scheinoperation bei der lediglich das Pe-
rikard er6ffnet wurde (siehe Abb. 10).

Die Anasthesie der WT- und Il1a’ M&use wurde mit einer Kombination von jeweils 100 mg/kg
Ketamin und 10 mg/kg Xylazin durchgefihrt. Die Beatmung erfolgte mit einem Volumen von
200 pl und einer Rate von 120 pro min. Nach Fixierung der Maus in Ruckenlage und groRzi-
giger Desinfektion wurde der Thorax auf der linken Seite rasiert. Zur Eréffnung des Thorax
diente ein Schnitt auf Hohe des vierten Intercostalraums links, parallel zum Verlauf der Rippen.
Bevor das Perikard erdffnet wurde, erfolgte eine Durchtrennung der Muskeln und die Lunge
wurde zur Seite geschoben. Unter Zuhilfenahme eines Mikroskops fand die Ligatur der LAD
durch Abbinden mittels eines Fadens statt. Die Induktion einer Ischamie wurde durch blaulich-
livide Verfarbung distal der LAD und Abnahme der Kontraktilitat der Vorderwand des linken
Ventrikels sichtbar. Zum Schluss erfolgte bei allen M&usen, sowohl nach LAD-Ligatur als auch
nach Scheinoperation, ein Wundverschluss.

Drei Tage spater wurden die Herzen nach Einleitung einer erneuten Anasthesie und letztlich
zervikaler Dislokation zur weiteren histologischen Aufbereitung (siehe Abschnitt 3.2.7) ent-

nommen.

3 days

Ligatur(AMI)
oder
Sham
Operation

Abb.10: LAD-Ligaturmodell (entnommen aus Schunk SJ et al., Circulation, 20215°)
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3.2.7 Histologie

Hamatoxylin-Eosin (HE) sowie die Immunfluoreszenz-Farbungen (F4/80, IL-1a) werden mit
dem Mikroskop Zeiss Axio Imager 2 und der Software ZEN ausgewertet. Zur Quantifikation
dient die Software Image J. Vorbereitend fir alle Farbungen werden die Praparate in Paraffin
eingebettet und Schnitte mit einer Dicke von 3 um am Mikrotom angefertigt. Letztlich werden
diese auf Objekttrager aufgezogen.

3.2.7.1Hamatoxylin-Eosin-Farbungen

Die HE-Farbung besteht aus zwei Einzelfarbungen. Wahrend die Schnitte zunachst bei 56 °C
im Brutschrank antrockneten, wurde die Farbereihe aufgebaut. Die Objekttrager wurden mit
Xylol entparaffiniert und mit Alkohol in absteigender Konzentration sowie Aqua Dest (A.D.)

rehydriert (siehe Tabelle 9).

Xylol Xylol 100 % 100 % 90 % 80 % 70 % Aqua Dest
Alkohol Alkohol Alkohol = Alkohol = Alkohol

10 min 10 min 5 min 5 min 5 min 5 min 5 min 5 min

Tabelle 9: Reihe zur Rehydrierung der Praparate

Es folgte die Farbung mit saurem Hamalaun nach Mayer fur 10 min zur Markierung der Zell-
kerne. Danach wurden die Objekttrager fur 15 min in Leitungswasser gestellt. Zur Gegenfar-
bung schloss sich eine Eosinlésung (0,1 %) fur 1 min an. Aufgrund ihrer Aziditat wurde diese
jedoch nicht mehr von den Zellkernen, sondern lediglich vom Zytoplasma und Bindegewebe
aufgenommen. Die Préaparate wurden anschlieRend in aufsteigender Alkoholreihe bis hin zu
Xylol entwassert (siehe Tabelle 10). Letzter Schritt war das Eindecken mit dem Medium (En-

tellan, Schnelleindeckmedium).

Aqua Dest 70 % 80 % 90 % 100 % 100 % Xylol Xylol
Alkohol = Alkohol @ Alkohol = Alkohol Alkohol

spilen spilen  spulen  spilen 5 min 5 min 10 min 10 min

Tabelle 10: Reihe zur Entwasserung der Praparate
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3.2.7.2Immunfluoreszenz-Farbungen

Die Immunfluoreszenz-Farbungen erfolgen indirekt Uber zwei Tage mittels der ABC-Methode
(Avidin-Biotin-Komplex-Methode) mit Tyramid-Signalverstarkung (CSA, catalysed signal
amplification). Bestimmte Proteine werden dabei Uber eine Verbindung aus Antigen-primarer
Antikorper-sekundarer Antikdrper-Enzymkomplex-fluoreszierender Farbstoff und einem zwi-

schengeschalteten Amplifikationsreagenz angefarbt.

Tag 1:

Zunachst trockneten die Objekttrager im Brutschrank bei 56 °C fiir eine Stunde an. Es folgte

eine Reihe zur Entfernung des Paraffins und Rehydrierung der Praparate (siehe Tabelle 11).

Xylol Xylol 100% 100% 90 % 80 % 70 % Aqua 3% Aqua
Alkohol = Alkohol @ Alkohol @ Alkohol @ Alkohol Dest H.0- Dest

10 min 10 min 5 min 5 min 5 min 5 min 5 min I1min 5min 1 min

Tabelle 11: Immunfluoreszenz-Farbung Tag 1

H.O, dient dabei der Blockierung der endogenen Peroxidase. AnschlieRend wurden die Ob-
jekttrager fir 20 min bei 95 °C im Na-Citrat-Puffer belassen und fur 10 min im Puffer abgekunhlt.
Es schloss sich eine Spulung mit A.D. fir 4 min und phosphatgepufferter Salzlésung (PBS) fur
5 min an. Zur Blockade unspezifischer Proteinbindungsstellen wurden die Objekttrager mit
TNB-Puffer fur 30 min bei RT inkubiert. Uber Nacht wurden die Schnitte schlieRlich mit den
primaren Antikérpern F4/80 (Invitrogen, #14-4801-82, clone BMS8, 10 pg/ml) und IL1-a
(Cusabio, #CSB-PA009537, polyklonal, 10 pg/ml) bedeckt. Die Lagerung erfolgte in einer

feuchten Kammer bei 4 °C.

Tag 2:

Am né&chsten Tag wurden die Objekttrager fur eine Stunde bei 37 °C in den Brutschrank ge-
geben. Es wurden verschiedene Losungen zur Bildung des Avidin-Biotin-Komplexes und
Sichtbarmachen des markierten Antigens im Wechsel mit PBS-Spllung auf die Objekttrager

pipettiert (siehe Tabelle 12).



37

Sekundarer AK, TNB-Puffer (1:200) 30 min
PBS 10 min
Streptavidin-HRP, TNB-Puffer (1:100) 30 min
PBS 10 min
Tyramid (Stammlésung, Amplification Diulent; 1:50) 10 min
PBS 10 min
SA-Fluorophore (Texas Red, HEPES-Puffer; 1:50) 30 min, 37 °C
PBS 10 min

Tabelle 12: Immunfluoreszenzfarbung Tag 2

Die Tabelle zeigt die durch mehrere Schritte erzielte Kopplung von ABC und Peroxidase an
den biotinylierten sekundéaren Antikorper. Avidin fungiert hierbei als Vermittler zwischen dem
biotinylierten sekundaren Antikérper und der Verbindung aus Biotin und Peroxidase. Zur Sig-
nalverstarkung wurde biotinyliertes Tyramid hinzugegeben, welches nach der Umwandlung
durch die Peroxidase in Anwesenheit von H,O- an die Antikorper koppelt. Dadurch steht eine
Vielzahl an Biotinmolekulen fiir die Bindung des Fluoreszenzfarbstoffes Texas Red zur Rot-
farbung des markierten Antigens zur Verfiigung. Als sekundare Antikérper wurden der biotiny-
lierte Goat Anti-Rabbit IgG sekundarer Antikdrper (Invitrogen, #31820, polyklonal, 5 pg/ml) und
der ebenfalls biotinylierte Goat Anti-Rat 1gG sekundarer Antikérper (Invitrogen, #31830, po-
lyklonal, 5 pg/ml) verwendet. Letzter Schritt war das Eindecken mit Antifade Mounting Medium
und DAPI zur Gegenfarbung der Zellkerne in blau.

3.2.8 Kultur von HAECs

Um den Einfluss von IL-1a und seinem Rezeptor auf die endotheliale Leukozytenadhé&sion im
menschlichen Modell zu untersuchen, wurden humane aortale Endothelzellen (HAECSs) von
Clonetics kultiviert. Im nachfolgenden Leukozyten-Endothel-Adhasionsassay (siehe Abschnitt
3.2.9) wurde zudem die Zahl adh&rierender PBMCs sowie die VCAM-1 Expression von HAECs

analysiert.

Die Kultur der Zellen erfolgte in zwei Schritten. Zunachst wurde die Zellkulturflasche mit Fib-
ronektin in Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM) fir 15 min bei 37 °C beschichtet.
Das Medium wurde anschliel3end durch 20 ml Zellkulturmedium, bestehend aus Endothelial
Cell Growth Medium-2 (EGM-2) versetzt mit 10 % FBS, ausgetauscht. Fibronektin unterstitzt

hierbei die Zelladhasion und -ausbreitung der HAECs. Das Auftauen der gefrorenen HAECs
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fand in einem Wasserbad statt, sodass diese mit einer Einmalpipette in die vorbereitete Zell-
kulturflasche gegeben werden konnten. In einem Rhythmus von zwei bis drei Tagen wurde

das Medium erneuert.

In einem zweiten Schritt, nach Erreichen einer Konfluenz von 80 %, wurden die Zellen weiter
passagiert. Das Zellkulturmedium wurde verworfen und die Zellen mit 6 ml vorgewarmtem
Hank's balanced salt solution (HBSS) gewaschen. Nach Zugabe von 4 ml Trypsin-EDTA
(0,05 %) fur 5 min bei 37 °C l6sten sich die Zellen. Weitere 4 ml EGM wurden zur Neutralisa-
tion von Trypsin hinzugegeben und das Gemisch zentrifugiert. Folglich konnte die Zellkultur

im Verhaltnis 1:4 aufgeteilt werden.

3.2.9 Leukozyten-Endothel-Adh&sionsassay

Zwei Tage vor dem Versuch wurden die kultivierten HAECs in einer mit Fibronektin beschich-
teten 8-well Zellkulturplatte in 400 pl Zellkulturmedium ausgesat. Dabei wurden 10* Zellen pro
Well ausgesat. 24 h vorher schloss sich ein Wechsel des Mediums an, sodass die Zellen in

Endothelial Basal Medium (EBM) ohne FBS und Wachstumsfaktoren arretiert wurden.

Ein Tag vor dem Adhéasionsassay wurden auch die PBMCs vorbereitet. Die Isolation und Sti-
mulation der PBMCs mit TNF-a (5 ng/ml, 18 h), LPS + OA (LPS Priming, 100 ng/ml, 18 h bzw.
2h; OA, 100 pM, 4 h), LPS + Ox (LPS Priming, 100 ng/ml, 18 h bzw. 2h; Ox, 100 pg/ml, 4 h)
bzw. Ox (100 pg/ml, 4 h) und OA (100 pM, 4 h) erfolgte wie in Abschnitt 3.2.3 beschrieben.
AnschlieRend wurden die Zellen mit je 2 ml PBS von der Platte geldst und in ein 15 ml Falcon-
Rohrchen Uberfuhrt. Nach der Zentrifugation fiir 10 min bei 37 °C und 400 G wurde der Uber-
stand verworfen, das Zellpellet in 2 ml Starvationsmedium aufgeldst und eine Zellz&hlung vor-
genommen. Es folgte die Verdiinnung auf 10° Zellen pro ml. Zur Identifikation der adhérieren-
den PBMCs unter dem Mikroskop wurden die Zellen mit 5 pl Vybrant Dil Zellmarkierungslé-
sung, einem lipophilen und orange-rot fluoreszierenden Farbstoff, fir 20 min bei 37 °C inku-
biert. Nach erneuter Zentrifugation fur 10 min bei 37 °C und 400 G schloss sich eine zweima-

lige Waschung des Zellpellets mit je 5 ml Starvationsmedium an.

Um den Einfluss von IL-1a und seinem Rezeptor IL-1R1 auf die endotheliale Leukozytenad-
hasion zu untersuchen, wurde ein Teil der vorbereiteten PBMCs mit dem blockierenden Hu-
man IL-1a-Antikérper (Invivogen, Anti-hIL-1a-1gG, #mabg-hilla, clone 7D4, 1 ug/ml) bzw. ein
Teil der HAECs mit dem blockierenden Human IL-1R1-Antikorper (R&D systems,
#AB-269-NA, polyklonal, 10 pg/ml) fur eine Stunde vorinkubiert. Letztlich wurden je 120.000
der Dil-markierten PBMCs zu je 100 pl HAECs in Starvationsmedium gegeben und tiber Nacht
bei 37 °C inkubiert. Nicht-adharente Zellen wurden am nachsten Tag durch Waschen entfernt.

Vor der eigentlichen Zahlung der adharierenden Zellen in vier zuféllig gewahlten Feldern
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erfolgte eine Gegenfarbung der HAECs mit Hilfe von DAPI mounting medium. Die Auszahlung

fand unter dem Fluoreszenzmikroskop (Axio Imager 2) statt.

3.2.10 Western Blot

Die Western Blot-Methode dient der Quantifizierung der Proteinexpression. Das zu untersu-
chende Proteingemisch wird mit Hilfe der Gel-Elektrophorese anhand verschiedener Eigen-
schaften (z.B. Masse oder Ladung) aufgetrennt und die erzeugten Proteinbanden auf eine
Tragermembran Ubertragen. Das Protein von Interesse wird schlie3lich durch Antikérperbin-

dung und eine gekoppelte Farbreaktion immunologisch sichtbar gemacht.

3.2.10.1 Western Blot stimulierter PBMCs

Der im Folgenden beschriebene Western Blot wurde zur Quantifizierung der pro-IL-1a-Expres-
sion und dessen Prozessierung in matures IL-1a entsprechend stimulierter PBMCs (siehe Ab-
schnitt 3.2.3) durchgefiihrt. Verschiedene Puffer und Gele waren zuvor anzusetzen (siehe Ta-
belle 13):

Lysepuffer 50 mmol/l Tris (pH 7,5)

150 mmol/l NaCl

1 mmol/l EDTA

0,5 % NP-40

Protease- und Phosphataseinhibitoren
Probenpuffer (Lammli-Puffer, 1x) 6,25 ml Tris (1 M)

25 ml Glycerin (25 %)

10 mg Bromphenolblau

2 g SDS (2 %)

5 ml 3-Mercaptoethanol

Mit ddH20 auf 100 ml auffillen
5 % Sammelgel 1,36 ml Polyacrylamid (30 %)
5,44 ml ddH,0

1,04 ml Tris

0,08 ml SDS (10 %)

0,08 ml APS (10 %)

0,008 ml TEMED
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10x SDS Running-Puffer 30.2 g Tris (250 mM)

144 g Glycin (1,92 M)

10 g SDS (1 %)

mit ddH»O auf 1 | auffullen

1x Transferpuffer 100 ml 10x Transferpuffer
200 ml Ethanol (20 %)
11ddH.0
bei 4 °C lagern

10x Transferpuffer 29,27 g Glycin (390 mM)

58,15 g Tris (480 mM)

3,7 g SDS (0,037 %)
11ddH.0

bei 4 °C lagern

10 % Trenngel 2 ml Polyacrylamid (30 %)
2,38 ml ddH,0

1,5 ml Tris

0,06 ml SDS (10 %)

0,06 ml APS (10 %)
0,0024 ml TEMED

15 % Trenngel 8 ml Polyacrylamid (30 %)
5,44 ml ddH.0

4 ml Tris

0,16 ml SDS (10 %)

0,16 ml APS (10 %)
0,0016 ml TEMED
Western Blot-Waschpuffer 500 ml PBS

500 ul Tween 20 (0,05 %)

Tabelle 13: Puffer und Gele fir den Western Blot

Zur Vorbereitung der Proben fir die spatere Quantifizierung der Proteinexpression erfolgte
zunachst die Lyse der PBMCs mittels Lysepuffer (50 mmol/l Tris, 150 mmol/l NacCl,
1 mmol/l EDTA, 0,5% NP-40, Protease- und Phosphataseinhibitoren). Nach der
Abzentrifugation der Zellbestandteile fiir 5 min bei 4 °C und 120000 G wurde der Uberstand in
je 50 ul Probenpuffer (Lammli-Puffer, 1x) aufgenommen und fir 5 min bei 95 °C inkubiert. Die

Proteinproben wurden schlieflich fir 2 min mit Ultraschall behandelt.

AnschlieBend wurden die Proteine mittels 10 % bzw. 15 % Natriumdodecylsulfat-Polyac-

rylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) entsprechend ihrer Molekilmasse aufgetrennt. Dazu
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wurden die Gele mit den Proben beladen und mit SDS-Runningpuffer tiberschichtet. Schliel3-
lich wurde eine konstante Spannung von 120 V fiir 2 h angelegt. Das SDS-Detergens ist dabei
so stark negativ geladen, dass die Eigenladung der Proteine tUberdeckt wird und eine elektro-
phoretische Trennung lediglich nach der Molekilmasse der Proteine Uberhaupt méglich ist. Im
Sammelgel kommt es zur Fokussierung der Proteine, wohingegen im Trenngel eine Separie-
rung erfolgt. Je héher die Konzentration der Gele ist, desto kleiner sind die Poren und desto

langsamer die Laufgeschwindigkeit der Proteine.

Vor dem Transfer der Proteine auf eine Nitrocellulosemembran (0,2 um) wurden die Gele fiir
10 min im 1x Transferpuffer aquilibriert. Die Blot-Box wurde mit 1 Schwamm, 3 Lagen Filter-
papier, den Polyacrylamidgelen, der Nitrocellulosemembran sowie erneut 3 Lagen Filterpapier
und 1 Schwamm beflllt. Dabei ist zu beachten, dass die einzelnen Schichten luftblasentfrei
Ubereinander gelegt werden. Die Box wurde mit 1x Transferpuffer gefillt und ein Eisblock ein-
gestellt. Der eigentliche Transfer fand fir 30 min bei einer konstanten Spannung von 100 V
und 4 °C statt.

Nach dem Transfer wurde die Membran dreimal fur je 5 min in PBS gewaschen. Um die noch
freien Bindungsstellen der Membran zu blockieren, erfolgte eine Benetzung dieser mit Blockie-
rungs-Puffer fir 1 h bei RT. Anschliel3end schloss sich ein vierfacher Waschvorgang mit
Waschpuffer fir je 5 min an. Zum Sichtbarmachen der Proteinbanden wurde die Membran mit
den Primarantikbrpern Rabbit Anti-human IL-1a (Abcam, #ab9614, polyklonal, 1:1000) und
Anti-human B-Actin (SantaCruz biotechnology, #sc-47778, clone C4, 1:2000) tUber Nacht in-
kubiert. Der Nachweis von 3-Actin im Zelllysat dient dabei als Ladungskontrolle. Am nachsten
Tag wurde die Membran erneut mit Waschpuffer gewaschen und schlief3lich mit den Sekun-
darantikbrpern IRDye 800CW Donkey Anti-Rabbit IgG sekundarer Antikérper (LI-COR,
#926-32213, polyklonal, 1:15000) sowie IRDye 680RD Goat Anti-Mouse IgG sekundéarer An-
tikorper (LI-COR, #926-68070, polyklonal, 1:15000) inkubiert. Es erfolgte ein erneuter Wasch-
schritt. Letztlich wurde die Membran im Fluoreszenzscanner (LI-COR) eingescannt und so die

an den Proteinen gebundenen Antikorper sichtbar gemacht.

3.2.10.2 Western Blot stimulierter HAECs

Zur Untersuchung des Einflusses verschiedener Stimulantien auf die VCAM-1 Expression von
HAECs wurde ein weiterer Western Blot durchgefihrt. Dafir wurden die zuvor kultivierten
HAECs (siehe Abschnitt 3.2.8) mit PBS, TNF-a (5 ng/ml) und steigenden Konzentrationen an
IL-1a (1, 10, 100 ng/ml) bzw. PBS, TNF-a (5 ng/ml), LPS (100 ng/ml), Ox (100 pg/ml), LPS +
Ox (LPS Priming, 100 ng/ml; Ox, 100 ug/ml), OA (100 uM) und LPS + OA (LPS Priming,
100 ng/ml; OA, 100 uM) fur vier Stunden inkubiert Anschlie3end schloss sich eine Zentrifuga-
tion der stimulierten HAECs fir 10 min bei 400 G an.
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Das weitere Vorgehen wurde bereits im Abschnitt 3.2.10.1 (Western Blot stimulierter PBMCs)
beschrieben. Im Unterschied zum vorherigen Western Blot wurde jedoch eine Polyvinyli-
dendifluorid-Membran (PVDF-Membran) verwendet. Diese wurde vor der Benutzung zur Re-
duktion der Hydrophobie fur 5 min mit Methanol aktiviert. Zum Nachweis von VCAM-1 im Zell-
lysat diente der Primarantikorper Goat Anti-human VCAM-1 (R&D systems, #BBA19, po-
lyklonal, 1:2000) und als Kontrollantikérper Mouse Anti-human Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase (Anti-GAPDH, Millipore, #MAB374, clone 6C5, 1:20000). Zum Sichtbarma-
chen der an die Proteine gekoppelten Primarantikérper wurden die Sekundarantikérper IRDye
800CW Donkey Anti-Goat IgG sekundarer Antikdrper (LI-COR, #926-32214, polyklonal,
1:15000) sowie IRDye 680RD Goat Anti-Mouse IgG sekundarer Antikérper (LI-COR,
#926-68070, polyklonal, 1:15000) verwendet.

3.2.11 Statistik

Die statistische Datenanalyse erfolgte mit dem Programm IBM SPSS Statistics 25 und
GraphPad Prism 5. Das Signifikanzniveau wurde auf 5 % festgelegt und ein zweiseitiger
P-Wert <0,05, als statistisch signifikant definiert. Alle Messungen wurden mehrfach wiederholt

und erfolgten aus verschiedenen Proben.

Zur Validierung der statistischen Signifikanz der aus den gewonnenen Daten erhobenen Werte
wurden diese verschiedenen Tests unterzogen. Statistische Unterschiede im Falle von mehr
als zwei Gruppen untersuchte die einfache Varianzanalyse (One-Way ANOVA) bzw. fur zwei
Gruppen der t-Test nach Student. Mit Dunnett’s post-hoc-Test, einem Signifikanztest, erfolgte
im Anschluss an die Varianzanalyse ein paarweiser Vergleich der Mittelwerte. Zur Prifung der
statistischen Unterschiede bei Versuchen mit zwei unabhangigen Faktoren (z.B. Wildtyp ver-
sus ll1a™) wurde die zweifaktorielle Varianzanalyse (Two-Way ANOVA) und im Anschluss
Sidak’s Test fur multiple Mittelwertsvergleiche angewandt. Die Resultate der durchflusszyto-
metrischen Untersuchung und des ELISA wurden in Punkt- bzw. Balkendiagrammen darge-

stellt.
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4 Ergebnisse

4.1 IL-1a als Mediator der Leukozyteninfiltration in entzindetem Gewebe

4.1.2 Sterile Peritonitis

Um den Einfluss von IL-1a auf die Leukozyteninfiltration in entzindetem Gewebe zu
untersuchen, wurde eine sterile Peritonitis durch intraperitoneale Applikation von Zymosan in
WT- und llla” Mé&usen induziert. Nach sechs Stunden erfolgte die durchflusszytometrische

Quantifizierung der peritonealen Monozyten und Neutrophilen in der gewonnenen Lavage-
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Abb. 11: Durchflusszytometrische Quantifizierung der peritonealen Monozyten und Neutrophilen
(pro ml) von WT- (blau) und llla’ (orange) Mausen nach Gabe von PBS (300 pl) und Zymosan
(200 pg/ml in 300 pl PBS) (N=3-4 pro Gruppe) (entnommen aus Schunk SJ et al., Circulation, 202159)

Nach der Gabe von Zymosan zeigt sich eine signifikante Reduktion der peritonealen Monozy-
ten- und Neutrophilenzahl in llla” Mausen im Vergleich zu WT-Mausen. Nach der Injektion
von PBS (Kontrolle) lasst sich jedoch kein signifikanter Unterschied in der Anzahl der Monozy-

ten und Neutrophilen von WT- und Il1a” M&usen nachweisen (siehe Abb. 11).
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4.1.3 Endothelschadigung

Zur Analyse der Rolle von IL-1a bei der Leukozytenadh&sion im Bereich einer Endothell&asion
wurde die A. carotis communis sowohl von WT- als auch ll1a’™ Mausen auf einer Strecke von
4 mm perivaskular geschadigt. Vier Stunden danach erfolgte die Injektion von zuvor isolierten
und PKH67*-markierten CD11b*-Milzmonozyten. 18 Stunden spéater wurde die A. carotis ent-
nommen, verdaut und es erfolgte eine durchflusszytometrische Quantifizierung der infiltrieren-
den PKH67"-Monozyten an.
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Abb. 12: Durchflusszytometrische Quantifizierung der infiltrierenden PKH67*-Monozyten (in %)
aus der geschadigten A. carotis communis von WT- als auch Il1a” Mausen (N=4 pro Gruppe) (entnom-
men aus Schunk SJ et al., Circulation, 202159)

In Abb. 12 ist zu sehen, dass der Anteil der infiltrierenden PKH67*-Monozyten im Bereich der
Endothelschadigung von WT-M&usen, die Monozyten aus ll1a’™ Mausen erhalten haben, sig-
nifikant niedriger ist als die entsprechende Monozytenanzahl in [I1a” M&usen, in die Zellen

aus WT-Mausen injiziert wurden.
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4.2 Stimulantien der IL-1a Expression und Freisetzung aus Monozyten
4.2.1 Pro-IL-1a Expression und Freisetzung von maturem IL-1a

Um verschiedene Stimulantien der IL-1a Sekretion zu identifizieren, wurden PBMCs mit PBS,
TNF-a (5 ng/ml, 18 h), LPS (100 ng/ml, 18 h), LPS + Ox (LPS Priming, 100 ng/ml, 18 h;
Ox 100 pg/ml, 4 h), LPS + OA (LPS Priming, 100 ng/ml, 18 h; OA 100 uM, 4 h) bzw.
Ox (100 pg/ml, 4 h) und OA (100 uM, 4 h) inkubiert. Anschlie3end erfolgte eine Quantifizie-
rung der pro-IL-1a-Expression und dessen Prozessierung in matures IL-1a im Zelllysat mittels
Western Blot und ELISA.

4.2.1.1 Western Blot stimulierter PBMCs
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Abb. 13: Reprasentativer Western Blot stimulierter PBMCs zur Quantifizierung der pro-IL-1a Ex-
pression und dessen Prozessierung in IL-1a im Zelllysat (reprasentativ fur 3 unabhéngige Experimente)
(entnommen aus Schunk SJ et al., Circulation, 202159)

Wie in Abb. 13 visualisiert, fuhrt die Stimulation der PBMCs mit LPS, LPS + Ox und LPS + OA
zu einer vermehrten Expression von pro-IL-1a (30 kDa). Gleichzeitig wird durch LPS + Ox und
LPS + OA auch eine gesteigerte Prozessierung von maturem IL-1a (17 kDa) induziert. Die
Stimulation mit PBS, TNF-a sowie Ox und OA ohne vorherige Zugabe von LPS erzielt keine

vermehrte Expression von pro-IL-1a. Der Nachweis von 3-Actin dient dabei als Ladekontrolle.
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4.2.1.2ELISA stimulierter PBMCs
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Abb. 14: ELISA stimulierter PBMCs zur Quantifizierung der Sekretion von maturem IL-1a in den Zell-
kulturiberstand (in pg/ml), **** P<0.0001 fur den Vergleich mit unstimulierten PBMCs (N=3 pro Gruppe)
(entnommen aus Schunk SJ et al., Circulation, 202159)

Die Stimulation der Monozyten mit LPS + Ox sowie LPS + OA induziert eine signifikante Stei-
gerung der Freisetzung von maturem IL-1a in den Zellkulturiberstand im Vergleich zu den
unstimulierten Zellen. Nach der Stimulation mit TNF-a, LPS, Ox und OA ohne vorherige Zu-
gabe von LPS lasst sich jedoch kein signifikanter Unterschied in der Freisetzung von IL-1a im
Vergleich zu unstimulierten PBMCs nachweisen (siehe Abb. 14).
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4.2.2 Oberflachenexpression von IL-1a auf stimulierten PBMCs

Zur quantitativen Analyse entsprechend stimulierter PBMCs (siehe Abschnitt 4.2.1) erfolgte
eine durchflusszytometrische Quantifizierung der Oberflachenexpression von IL-1a.
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Abb. 15: Durchflusszytometrische Quantifizierung der IL-1a Oberflachenexpression stimulierter

PBMCs (reprasentativ fir 3 unabhéngige Experimente) (enthommen aus Schunk SJ et al., Circulation,
2021%9)

Wie in Abb. 15 dargestellt, fihrt die Stimulation der PBMCs mit LPS, LPS + Ox und LPS + OA
zu einer deutlich gesteigerten Oberflachenexpression von IL-1a auf Monozyten im Vergleich
Zu nicht-stimulierten Zellen.
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4.2.3 Hemmung der IL-1a Sekretion aus PBMCs durch einen NF-kB-Inhibitor

Um die Rolle von NF-kB bei der Sekretion von IL-1a aus Monozyten zu untersuchen, wurden
PBMCs unter Hinzugabe des irreversiblen NF-kB-Inhibitors Bay11-7082 entsprechend der vor-
herigen Versuche (siehe Abschnitt 4.2.1) stimuliert. AnschlieRend wurde IL-1a im Zellkultu-
ruberstand mittels ELISA quantifiziert.
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Abb. 16: ELISA stimulierter PBMCs sowohl mit als auch ohne den NF-kB-Inhibitor Bay11-7082
(10 uM) zur Quantifizierung der IL-1la Freisetzung in den Zellkulturiiberstand (in pg/ml), ** P<0.01,
**+*x P<(0.0001 fir den Vergleich zu PBMCs ohne Hinzugabe eines Inhibitors (N=3 pro Gruppe) (enthom-
men aus Schunk SJ et al., Circulation, 20215°)

Durch die Inkubation der mit LPS + Ox und LPS + OA stimulierten PBMCs mit dem NF-kB-
Inhibitor Bay11-7082 kommt es zu einer vollstandigen Suppression der Sekretion von IL-1ain
den Zellkulturiiberstand im Vergleich zur Stimulation ohne Hinzugabe eines Inhibitors (siehe
Abb. 16).



49

4.2.4 Einfluss von Calpain und Cathepsin G auf die Prozessierung von IL-1a
Zur Analyse des Einflusses der Proteasen Calpain und Cathepsin G auf die Sekretion von
IL-1a erfolgte eine erneute Stimulation von PBMCs (siehe Abschnitt 4.2.1) unter Hinzugabe

verschiedener Protease-Inhibitoren. Da Calpain und Cathepsin G Ca?*-abhéangig aktiviert wer-
den, wurde auch eine Stimulation in Anwesenheit von Ca?*-Chelatoren durchgefiihrt.

Dazu zahlten die Ca?*-Chelatoren BAPTA-AM (10 uM) und EGTA (20mM) sowie die Calpain-
Inhibitoren Z-Leu-Leu-CHO (1,2 uM), E-64-d (50 pg/ml), PD 150606 (100 pg/ml) und der
Cathepsin G Inhibitor | (50 ug/ml). Die Quantifizierung von IL-1a im Zellkulturtiberstand er-
folgte mittels ELISA.

4.2.4.1 Einfluss von Calcium-Chelatoren
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Abb. 17: ELISA stimulierter PBMCs sowohl mit als auch ohne die Ca?*-Chelatoren BAPTA-AM
und EGTA zur Quantifizierung der IL-1a Konzentration im Zellkulturiiberstand (in pg/ml), *** P<0.001,
**+% P<0.0001 fir den Vergleich zu PBMCs in Abwesenheit der Ca?*-Chelatoren (N=3 pro Gruppe) (ent-
nommen aus Schunk SJ et al., Circulation, 20215°%)

Nach der Stimulation der Monozyten mit LPS + Ox bzw. LPS + OA in Anwesenheit eines
Ca?*-Chelators (BAPTA-AM oder EGTA) lasst sich eine signifikante Reduktion der Sekretion

von IL-1a in den Uberstand im Vergleich zur Stimulation ohne Ca?'-Chelator nachweisen

(siehe Abb. 17).
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4.2.4.2 Einfluss von Calpain- und Cathepsin-Inhibitoren
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Abb. 18: ELISA stimulierter PBMCs sowohl mit als auch ohne die Calpain-Inhibitoren Z-Leu-Leu-
CHO, E-64-d, PD 150606 sowie den Cathepsin G Inhibitor | zur Quantifizierung der IL-1a Freisetzung
in den Zellkulturiberstand (in pg/ml), ** P<0.001, **** P<0.0001 fur den Vergleich zu Zellen in Abwe-
senheit des entsprechenden Inhibitors (N=3 pro Gruppe) (entnommen aus Schunk SJ et al., Circulation,
20215%9)

Die Freisetzung von IL-1a aus PBMCs, die mit LPS + Ox bzw. LPS + OA stimuliert wurden, ist
unter zusatzlicher Einwirkung eines Calpain-Inhibitors (Z-Leu-Leu-CHO, E-64-d, PD 150606)
oder dem Cathepsin G Inhibitor | signifikant reduziert im Vergleich zu stimulierten Zellen ohne
Zugabe eines Inhibitors (siehe Abb. 18).

4.3 IL-1a und sein Rezeptor als Vermittler der Leukozyten-Endothel-Adhé&sion
4.3.1 Adhasion stimulierter Monozyten an humane aortale Endothelzellen

Um den Einfluss von IL-1a und seinem Rezeptor IL-1R1 auf die endotheliale Leukozytenad-
hasion zu untersuchen, wurden PBMCs entsprechend vorheriger Versuche (siehe Abschnitt
4.2.1) stimuliert und anschlieRend tiber Nacht mit humanen aortalen Endothelzellen inkubiert.
Die Auszahlung der adhéarierenden Monozyten erfolgte fluoreszenzmikroskopisch, wofir die
PBMCs zuvor mittels Dil markiert und die HAECs mit Hilfe von DAPI Mounting Medium

gegengefarbt wurden.



4.3.1.2 Adhasion stimulierter Monozyten (18 h) an HAECs

Die Stimulation der Monozyten wurde mittels TNF-a (5 ng/ml, 18 h), LPS (100 ng/ml, 18 h),
LPS + OA (LPS Priming, 100 ng/ml, 18 h; OA 100 uM, 4 h) und LPS + Ox (LPS Priming,
100 ng/ml, 18 h; Ox 100 pg/ml, 4 h) durchgefihrt. Zur Identifikation des jeweiligen Einflusses
von IL-1a und seinem Rezeptor IL-1R1 wurde ein Teil der PBMCs mit dem blockierenden
Human IL-1a-Antikorper (1 ug/ml) bzw. ein Teil der HAECs mit dem blockierenden Human
IL-1R1-Antikorper (10 pg/ml) fur eine Stunde vorinkubiert.
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Abb. 19: Quantifizierung adhéarierender PBMCs an HAECs nach Stimulation der Monozyten fur
18 h mittels Fluoreszenzmikroskopie, in Anwesenheit des blockierenden Human IL-1a-Antikdrper
(1 pg/ml), des blockierenden Human IL-1R1-Antikérper (10 pg/ml) bzw. einer Isotyp-Kontrolle,
*++* P<0.0001 fur den Vergleich zu Zellen in Abwesenheit von Anti-IL-1a oder Anti-IL-1R1 Antikdrpern
(N=3 pro Gruppe) (entnommen aus Schunk SJ et al., Circulation, 202159)

Die Stimulation der Monozyten mit LPS, LPS + OA bzw. LPS + Ox fuhrt, wie in Abb. 19 dar-
gestellt, zu einer vermehrten Adhésion der Zellen an die humanen aortalen Endothelzellen.

Nach der Inkubation mit dem blockierenden Human IL-1a-Antikérper und dem blockierenden
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Human IL-1R1-Antikorper lasst sich jedoch eine signifikante Verminderung der adhé&rierenden
Monozyten im Vergleich zur Isotyp-Kontrolle nachweisen. Unbehandelte und mit TNF-a stimu-
lierte PBMCs zeigen sowohl in der Isotyp-Kontrolle als auch nach der Zugabe der Antikdrper

keine signifikanten Unterschiede in der Adhasion an HAECs.

4.3.1.2 Adhasion stimulierter Monozyten (2 h) an HAECs

Um etwaige zeitabhangige Effekte von IL-1a auf die Monozyten-Endotheladhasion zu unter-
suchen, wurden die Adhasionsexperimente wiederholt, wobei die Monozyten nur fir zwei

Stunden mit den HAECs inkubiert wurden.
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Abb. 20: Quantifizierung adhéarierender PBMCs an HAECs nach Stimulation der Monozyten fur
2 h mittels Fluoreszenzmikroskopie, * P<0.05, **** P<0.0001 fir den Vergleich zu unbehandelten
Zellen (N=3 pro Gruppe) (entnommen aus Schunk SJ et al., Circulation, 202159)

Wie in Abb. 20 zu sehen, bewirkt auch eine verkirzte Stimulation (2 h) mit LPS, LPS + OA
bzw. LPS + Ox bereits eine signifikant erhthte Adh&sion von Monozyten an Endothelzellen im
Vergleich zu unbehandelten Zellen. Diese Experimente zeigen, dass IL-1a eine wichtige Rolle

bei der Monozyten-Endotheladhasion einnimmit.
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4.3.2 Endotheliale VCAM-1 Expression

Um nun zu untersuchen, ob von Monozyten sezerniertes IL-1a auch einen Einfluss auf die
endotheliale Expression von Zelladh&sionsmolekiilen hat, wurde die endotheliale VCAM-1 Ex-
pression quantifiziert. Hierzu wurden HAECs mit PBS, TNF-a (5 ng/ml) und steigenden Kon-
zentrationen an IL-1a (1, 10, 100 ng/ml) bzw. PBS, TNF-a (5 ng/ml), LPS (100 ng/ml), Ox
(200 pg/ml), LPS + Ox (LPS Priming, 100 ng/ml; Ox, 100 pg/ml), OA (100 uM) und LPS + OA
(LPS Priming, 100 ng/ml; OA, 100 uM) fur vier Stunden inkubiert. Anschliel3end wurde die Ex-

pression von VCAM-1 als zentralem Zelladh&sionsmolekil mittels Western Blot quantifiziert.

o c
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Abb. 21: Western Blot stimulierter HAECs zur Quantifizierung der relativen VCAM-1/GAPDH Ex-
pression, *** P<0.001, **** P<0.0001 fur den Vergleich zu PBS-behandelten Zellen (N=3 pro Gruppe)
(entnommen aus Schunk SJ et al., Circulation, 20215°)

Die Inkubation der HAECs mit TNF-a bzw. steigenden Konzentrationen von IL-1a fiihrt zu einer
signifikant gesteigerten VCAM-1 Expression auf den Endothelzellen im Vergleich zur Inkuba-
tion mit PBS (Kontrolle). Die Stimulation mit LPS, Ox, LPS + Ox, OA oder auch LPS + OA hat
jedoch keinen Einfluss auf die relative VCAM-1/GAPDH Expression. Dies lasst annehmen,
dass das von den stimulierten Monozyten sezernierte IL-1a die VCAM-1 Expression auf
HAECs und dadurch die Leukozyten-Endotheladhé&sion induziert, die IL-1a Stimulantien (LPS,
Ox, LPS + Ox, OA und LPS + OA) selbst jedoch keinen Effekt auf die endotheliale VCAM-1
Expression haben (siehe Abb. 21).

4.4 IL-1a stimuliert die Leukozyteninfiltration nach einem akuten Myokardinfarkt

Zur Analyse des Einflusses von IL-1a auf die myokardiale Leukozyteninfiltration nach einem
akuten Myokardinfarkt erfolgte eine Ligatur der LAD sowohl an WT- als auch an ll1a’” Mausen.
Als Kontrolle diente eine Scheinoperation bei der lediglich das Perikard eroffnet wurde. Zum
Sichtbarmachen der Infiltrate wurden die Herzen drei Tage spater entnommen und histolo-

gisch aufbereitet.
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441 IL-1a Expression im Infarktbereich

Um die IL-1a Expression im Myokard nach der LAD-Ligatur im Vergleich zur Scheinoperation
zu beurteilen, wurden die entnommenen Herzen mit dem priméaren Antikorper IL1-a (10 pg/ml)

immunfluoreszenzgefarbt. Die Gegenfarbung erfolgte mit DAPI.

.
.

Abb. 22: Immunhistologische Farbung von Herzen zum Sichtbarmachen der IL-1la Expression
(rot) nach der LAD-Ligatur oder Sham-Operation (reprasentativ fir 4 unabhangige Experimente) (ent-
nommen aus Schunk SJ et al., Circulation, 202159)

Sham Operation

IL-1a DAPI

LAD Ligatur

Wie in Abb. 22 dargestellt, ist die Expression von IL-1a (rot) nach der LAD-Ligatur im Infarkt-
bereich deutlich vermehrt. Im Vergleich dazu ist kein IL-1a in den nicht-ischamischen Berei-

chen des Myokards bzw. nach der Scheinoperation nachweisbar.

4.4.2 Myokardiale Leukozyteninfiltration

4.4.2.1 Inflammatorische Infiltrate im Myokard

Um die Rolle von IL-1a als Mediator der myokardialen Leukozyteninfiltration zu untersuchen,
wurden die Herzen der WT- und Il1a” M&use drei Tage nach der LAD-Ligatur bzw. der Schein-
operation entnommen und die inflammatorischen Zellinfiltrate mittels HE-Farbung sichtbar ge-

macht.
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WT, Sham Operation WT, LAD Ligatur ll1a”-, Sham Operation lI1a”-, LAD Ligatur
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Abb. 23: HE-Farbung von Herzen zum Sichtbarmachen inflammatorischer Infiltrate nach der LAD-
Ligatur oder Sham-Operation an WT- und ll1a’- Mausen (reprasentativ fir 5-7 unabhéngige Experi-
mente) (entnommen aus Schunk SJ et al., Circulation, 20215°)

Nach der LAD-Ligatur als Modell eines akuten Myokardinfarktes zeigen die Herzen von
llla’™ Mausen signifikant weniger entziindliche Infiltrate als die der WT-M&use. Daraus l&sst
sich ableiten, dass eine IL-1a-Defizienz zu einer deutlich reduzierten Inflammation nach einem
Myokardinfarkt fiihrt. In den Herzen von WT- als auch llla” M&usen lassen sich nach der
Scheinoperation keine relevanten inflammatorischen Zellinfiltrate nachweisen (siehe Abb. 23).

4.4.2.2 Infiltration F4/80*-Makrophagen im Myokard

Zur Quantifizierung der myokardialen Makrophagen-Infiltration in WT- und ll1a” M&usen nach
der LAD-Ligatur bzw. der Scheinoperation wurden die Herzen mit dem primaren Antikdrper

F4/80 (Invitrogen, 10 pg/ml) immunfluoreszenzgefarbt.

WT, Sham operation WT, LAD ligation ll1a”-, Sham operation lI1a*, LAD ligation

Abb. 24: Immunhistologische Farbung F4/80-positiver Makrophagen (rot) nach der LAD-Ligatur
oder Sham-Operation an WT- und Il1a”’ Mausen (repréasentativ fir 5-7 unabhangige Experimente) (ent-
nommen aus Schunk SJ et al., Circulation, 20215°)

F4/80 DAPI
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Abb. 25: Quantifizierung der myokardialen F4/80-positiven Flache nach der LAD-Ligatur oder
Sham-Operation in WT- und ll1a’- Mausen (in %). P=0.005 fir den Vergleich von WT- und ll1a”’ Mausen
(reprasentativ fiir 5-7 unabhangige Experimente) (entnommen aus Schunk SJ et al., Circulation, 202159)

Wie in Abb. 24 und 25 dargestellt, kommt es nach einem akuten Myokardinfarkt bei ll1a” M&u-
sen zu einer signifikant geringeren Infiltration des Herzens mit F4/80*-Makrophagen im Ver-
gleich zu WT-Mausen. Nach der Scheinoperation ist jedoch kein signifikanter Unterschied im

Vergleich von WT- und ll1a” Mausen nachzuweisen.
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5 Diskussion

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde erstmals eine zentrale Rolle von IL-1a als Mediator
der sterilen systemischen Entzuindung bei kardiovaskularen Erkrankungen nachgewiesen. Es
wurde gezeigt, dass Stimuli wie Oxalat und Olsaure zu einer signifikant gesteigerten Expres-
sion und Freisetzung von IL-1a fihren. Gleichsam konnte nachgewiesen werden, dass IL-1a
die Leukozyten-Endotheladh&sion nicht nur Uber die Aktivierung von Endothelzellen und somit
Steigerung der VCAM-1 Expression vermittelt, sondern auch selbst als Zelladhasionsmolekill
fungiert. Die Expression von IL-1a im infarzierten Areal des Herzens war zudem signifikant
hoher als in nicht-ischdmischen Bereichen, sodass IL-1a als Treiber der myokardialen Inflam-
mation nach einem akuten Myokardinfarkt identifiziert wurde. Diese Ergebnisse zeigen die
Relevanz eines mdglichen anti-inflammatorischen Therapieansatzes durch die Inhibition von
IL-1a und anderen Mitgliedern der Interleukin-1 Superfamilie in der Behandlung von kardiovas-

kularen Erkrankungen.

5.1 Regulation der IL-1a Expression und Sekretion

IL-1a wird in seiner Vorlauferform als pro-IL-1a, nach der Spaltung als matures IL-1a bzw.
N-terminales IL-1-a NTP sowohl im Zytosol als auch im Nukleus verschiedener Zellen expri-
miert52 80, Dabei Gbernimmt IL-1a wichtige intrazellulare Funktionen, agiert aber auch memb-
rangebunden auf der Oberflache von Monozyten, Lymphozyten und Endothelzellen® 1, [L-1a
kann zudem mittels Induktion durch verschiedene Stimuli Gber einen Inflammasom-abhéngi-

gen wie auch davon unabhangigen Weg exprimiert bzw. sezerniert werden®2.

5.1.1 Stimulatoren von IL-1a

In der vorliegenden Arbeit konnte belegt werden, dass die Stimulation von Monozyten mit LPS,
LPS + Oxalat und LPS + Olséaure zu einer gesteigerten Expression von pro-IL-1a und auch
Freisetzung von maturem IL-1a fuhrt. Die Versuche erbrachten zudem den Nachweis, dass
eine alleinige Stimulation mit Oxalat oder Olsaure nicht ausreichend ist, um eine signifikante
Steigerung der Expression bzw. Sekretion zu erreichen, sondern ein vorheriges Priming der
Zellen mittels LPS als ein erstes Stimulationssignal erfolgen muss (siehe Abschnitt 4.2). Dies
untermauert die Hypothese, dass LPS die intrazellulare Expression von pro-IL-1a Uber die
Bindung an TLR4 sowie die Induktion des Transkriptionsfaktors NF-kB induziert und dartber
hinaus Stimulatoren, wie in dieser Arbeit Oxalat oder Olsaure, tiber diverse Proteasen an der

Prozessierung und Sekretion von IL-1a beteiligt sind® €3,

Erkenntnisse weiterer Studien diskutieren eine Vielzahl anderer Stimuli, wobei IL-1a sowohl
auf der Ebene der Expression als auch der Prozessierung und Sekretion hoch- bzw. herunter-

reguliert werden kann. Zu den Stimuli z&hlen Liganden von TLRs, oxidativer Stress oder auch
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inflammatorische Zytokine, wie IL-1a selbst®* . TLRs erkennen bestimmte exogene PAMPs,
z.B. Lipopolysaccharide auf der Oberflache von gram-negativen Bakterien bzw. Hitzeschock-
proteine und auch endogene DAMPs. Resultierend daraus aktivieren sie das angeborene Im-
munsystem zur Induktion einer inflammatorischen Immunantwort inklusive der Stimulation von
IL-10% 7, Oxidativer Stress im Sinne eines Ungleichgewichts zwischen reaktiven Sauer-
stoffspezies (ROS, engl. reactive oxygen species) und Antioxidantien fuhrt zur Hochregulation
der Transkriptionsfaktoren NF-kB sowie Aktivator Protein-1 (AP-1), die wiederum eine Induk-
tion von Zytokinen wie IL-1a, Chemokinen, Adhasionsmolekilen und weiteren Mediatoren der

sterilen Inflammation nach sich ziehen®8 6.

Kdrpereigene Fettsauren aus nekrotischen Adipozyten filhren ebenfalls zur Stimulation von
IL-1a und somit zur Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten und Makrophagen™. In einer
weiteren Studie wurden die typischerweise in atherosklerotischen Plaques vorhandenen Fett-
sauren (Palmitin-, Stearin-, Ol-, Arachidon- und Linols&ure) hinsichtlich ihres Einflusses auf die
Freisetzung von IL-1a untersucht. In diesem Zusammenhang wurde beobachtet, dass die drei
ungesattigten Fettsauren Olsaure, Linolsaure und Arachidonsaure die Expression von IL-1a
durch Entkopplung der mitochondrialen Atmungskette mit anschlieRender Freisetzung von in-
trazellularem Ca?* aktivieren. SchlieRlich fuhrt Ca?* zur Aktivierung der Protease Calpain, die
fur die Prozessierung von pro-IL-1a zu maturem IL-1a verantwortlich ist. In der Versuchsreihe
wurde aul3erdem gezeigt, dass eine gesteigerte Expression der Vorlauferform pro-IL-1a von
einem vorherigen Priming der Zellen mit LPS (Signal 1) abh&ngig ist und die Ols&ure folglich
das zweite Signal zur anschlieRenden Prozessierung und Sekretion von IL-1a vermittelt’:. Dar-
Uber hinaus wurde in einer weiteren Studie festgestellt, dass extrazellulare Cholesterinkristalle
im Rahmen der Atherosklerose die Freisetzung von IL-1a durch Induktion des eigentlich
stress-protektiven Transkriptionsfaktors nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (Nrf2) stei-

gern. Dadurch erhalten sie die systemische Entztindung aufrecht’2.

Diese Beobachtungen fiihren zu der in der vorliegenden Arbeit nachgewiesenen Annahme,
dass IL-1a, welches durch die an der Atherosklerose beteiligten Lipide stimuliert wird, Mediator

der vaskularen Inflammation im Rahmen der Atherogenese ist.

5.1.2 Rolle des NLRP3 Inflammasoms bei der Sekretion von IL-1a

Das NLRP3 Inflammasom setzt sich aus dem Sensorprotein NLRP3 [nucleotide-binding oligo-
merization-domain (NOD), leucine-rich repeat (LRR)-, and pyrin domain (PYD)-containing pro-
tein 3], dem Adapterprotein ASC (Apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD)
und der Protease Caspase-1 zusammen und ist unter anderem an der Prozessierung von

IL-1B beteiligt’ ™. So wird pro-IL-1B nach der Aktivierung und Zusammensetzung des NLRP3
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Inflammasoms durch zwei Signale mittels der zuvor aktivierten Cysteinprotease Caspase-1 in

seine aktive Form gespalten (siehe Abschnitt 2.5.1)%8,

Wie bereits vielfach nachgewiesen, induzieren diverse NLRP3-Stimuli, z.B. ATP, das bakteri-
elle Toxin Nigericin, der fakultativ pathogene Erreger Candida albicans oder Molekile wie
Alum, Kieselsaure oder Natriumuratkristalle (MSU, engl. monosodium urate crystals), die Sek-
retion von IL-1B und auch IL-1a’™ 6. Demnach erfolgt die Freisetzung von IL-1a sowohl tUber

einen Inflammasom-abhangigen wie auch davon unabhangigen Weg®% 5.

Eine weitere Studie untersuchte die unterschiedlichen Interaktionen zwischen der Sekretion
von IL-1a und den Komponenten des NLRP3 Inflammasoms je hach NLRP3-Stimulus. Die
Studienergebnisse zeigten, dass ATP und das bakterielle Toxin Nigericin vermutlich Uber ei-
nen K*-Efflux bzw. die Erhéhung von ROS zur Aktivierung des Inflammasoms fuhren und in
Abh&ngigkeit von Caspase-1 die Sekretion von IL-1a induzieren. Wichtig dabei hervorzuheben
ist, dass die Prozessierung von IL-1a unabhé&ngig von der Proteaseaktivitat von Caspase-1 ist,
weshalb die katalytische Inhibition von Caspase-1 im Gegensatz zu einer Caspase-1-Defizienz
keinen Einfluss auf die IL-1a Sekretion hat. Vielmehr bestimmt die Aktivierung des NLRP3
Inflammasoms und die Interaktion von Caspase-1 mit anderen Proteinen die intrazellulare Pro-
zessierung von IL-1a mittels Calpain sowie die anschlieRende Sekretion’. ATP agiert dabei
Uber die Bindung des purinergen Kationenkanals P2X7, wodurch es zur Zusammensetzung

und Aktivierung des NLRP3 Inflammasoms kommt’’.

Kristalline Molekile, wie Alum oder Kieselsaure, sind ebenfalls Aktivatoren des NLRP3 Inflam-
masoms. Als Resultat der Phagozytose dieser Molekiile durch Makrophagen kommt es zu
einer lysosomalen Destabilisierung und zur Freisetzung von Cathepsinen. Zudem werden ver-
mutlich diverse lonenkanéle, wie der TRPM2-Kanal, aktiv, sodass es zu einem Einstrom von
Ca?*-lonen kommt. Das NLRP3 Inflammasom wird mittels dieser beiden Signale aktiviert und
es kommt zur Sekretion von IL-1B und auch IL-1a’® 7°. Es wird jedoch diskutiert, dass die Frei-
setzung von IL-1a nach der Stimulation mit kristallinen Molekiilen unabhangig von der Aktivie-
rung des NLRP3-Inflammasoms ist und direkt durch die Ca?*-Abhangigkeit von Calpain beein-

flusst wird’®.

Auch die Phagozytose von MSU-Kristallen, welche typischerweise im Rahmen einer Hyperur-
ikémie auftreten, aktiviert das NLRP3 Inflammasom. Durch den erniedrigten pH-Wert in den
Phagolysosomen kommt es nach aktuellen Erkenntnissen zu einer Freisetzung von Na*-lonen
sowie passiv zum Einstrom von H»0, sodass die Konzentration der K*-lonen unter den Schwel-
lenwert zur Aktivierung des Inflammasoms fallt. Es resultiert die Sekretion von IL-13, wobei
gleichzeitig die Prozessierung und Freisetzung von IL-1a Uber einen vermutlich Inflammasom-

unabhangigen Weg induziert wird’® &,
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Durch akute und chronische Entztuindungen, aber auch Ischamien kommt es zu einer Ernied-
rigung des pH-Wertes im Gewebe, sodass eine lokale Ansauerung resultiert. Eine weitere Stu-
die zeigte, dass dadurch eine rasche Azidose im Cytosol von Makrophagen mit folgender Ak-
tivierung des NLRP3 Inflammasoms und Caspase-1 entsteht. Auch hier wird ein Ausstrom von
K*-lonen als Aktivierungsmechanismus diskutiert. Eine lokale extrazellulare Azidose flhrt
demnach uber die Induktion des NLRP3 Inflammasoms zur Prozessierung und Sekretion von
IL-18, IL-18 sowie IL-1a und agiert somit als endogenes Signal zur Aktivierung des Immunsys-

tems®.

Im Rahmen eines akuten Myokardinfarktes fungieren anfallende Zelldebris sowie aus den nek-
rotischen Zellen freigesetztes pro-IL-1a als DAMPs. Sie steigern tUber den TLR oder den
IL-1R1 mittels Aktivierung von Transkriptionsfaktoren wie NF-kB die Expression der
Komponenten des Inflammasoms. Das NLRP3 Inflammasom wird zu Beginn der Ischamie vor
allem durch den K*-Ausstrom und spater auch mittels lysosomaler Destabiliserung oder aus
nekrotischen Zellen bzw. Leukozyten freigesetztem ATP aktiviert®2, Resultierend daraus
induziert die aktivierte Caspase-1 durch Spaltung des Proteins Gasdermin D die Bildung einer
Plasmamembranpore, wodurch es zum inflammatorischen Zelltod (Pyroptose) weiterer
Kardiomyozyten kommt. Dies bedingt die Expansion des Infarktgebietes. Gleichsam erfolgt
eine Freisetzung von Zytokinen wie IL-1B und IL-18, aber auch IL-1a®3,

Folglich werden aktuell mehrere Mechanismen der Aktivierung des NLRP3 Inflammasoms
durch diverse Stimuli diskutiert, die die Prozessierung und Sekretion von Interleukinen (IL-1q,

IL-1B, IL-18) und somit eine inflammatorische Reaktion nach sich ziehen®:
- Ausstrom von lonen wie Kalium und Chlorid

- Einstrom von lonen wie Natrium und Calcium

- erhdhte Produktion von ROS, oxidativer Stress

- lysosomale Destabilisierung

5.1.3 Effekte von pro-IL-1a

IL-1a wird zunéchst als Vorlauferform pro-IL-1a (31 kDa) konstitutiv in verschiedenen Zellen,
z.B. Epithelzellen des Gastrointestinaltraktes, der Leber, Lunge, Niere und auch Endothelzel-
len, exprimiert. Dabei ist es das einzige Interleukin, welches sowohl sezerniert als auch im
Zytosol, Nukleus und auf der Plasmamembran exprimiert wird*®: &, Pro-IL-1a ist im Gegensatz
zu den Vorlauferformen der anderen Mitglieder der Interleukin-1 Superfamilie wie beispiels-
weise pro-IL-1B3 biologisch aktiv und wirkt dadurch als Mediator diverser inflammatorischer

Reaktionen®2.
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Pro-IL-1a gilt als Alarmin der Zelle und wird beim Untergang von nekrotischen Zellen im Rah-
men einer Hypoxie oder Gewebeschaden sezerniert bzw. auf der Oberflache von Zellen mit
oxidativen oder metabolischem Stress prasentiert> 8, Durch die Bindung an den IL-1R1 wird
eine Inflammationskaskade initilert. Benachbarte Zellen wie Makrophagen und dendritische
Zellen setzen folglich Chemokine frei, die zur Einwanderung von peripheren inflammatorischen
Zellen (Monozyten, neutrophile Granulozyten) ins Gewebe fiihren®” 8, Die eingewanderten
Zellen verstéarken nicht nur die Hypoxie, sondern beginnen auch unabhéngig vom IL-1R1 mit
der Sekretion von IL-1a und IL-1B. Dadurch entsteht ein Circulus vitiosus der Inflammation,
der wiederum zu ausgepragten Gewebeschaden beitragt>2. Durch die Bindung von pro-IL-1a
an den cytosolischen IL-1R2 lasst sich diese exzessive inflammatorische Reaktion jedoch

auch zelltypspezifisch limitierens®:

Um im Zuge der Apoptose, dem programmierten nicht-inflammatorischen Zelltod, die Sekre-
tion von pro-IL-1a zu verhindern, wird dieses in den Zellkern transportiert und an Chromatin
gebunden. Pro-IL-1a tragt dafur am N-Terminus ein Kernlokalisationssignal (NLS, nucleus lo-
calization signal). Die durch diverse Stimuli aktivierten Signalwege fuhren anschliel3end zur
Bildung von Apoptosekorpern, welche die fragmentierten Zellstiicke und auch pro-IL-1a ent-
halten® °1, Zur Aufrechterhaltung der Homoostase im Organismus werden die Apoptosekorper
letztlich im Rahmen der Efferozytose phagozytiert®?. Es kann jedoch auch, z.B. durch oxidati-
ven Stress oder Ischdmie, zu einer Stérung des Gleichgewichtes aus der Freisetzung von
Apoptosekdrpern und deren Phagozytose kommen, sodass eine sekundare Nekrose resultiert.
Dadurch erfolgt die Sekretion und Prozessierung von pro-IL-1a aus den Apoptosekdrpern und

es entsteht eine sekundare inflammatorische Reaktion®.

Extrazellulare Stimuli, wie Zytokine und auch TLR-Liganden, bewirken ebenfalls eine Translo-
kation von pro-IL-1a entsprechend seines NLS in den Zellkern. Dort stimuliert pro-IL-1a die
Transkription von NF-kB und auch AP-1, sodass die Synthese weiterer proinflammatorischer

Zytokine unabhangig vom IL-1R1 erfolgt®? 5% %3,

Zusammenfassend lasst sich anhand dieser Studien feststellen, dass der Vorlduferform von
IL-1a (pro-IL-1a) bereits eine vielseitige Funktion im Rahmen der Initiierung und Aufrechter-
haltung inflammatorischer Prozesse zukommt. Auch die Vorlauferform von IL-1a birgt daher

ein vielversprechendes Potenzial fir zukunftige Ansatze einer anti-inflammatorischen Thera-

pie.

5.1.4 Effekte von maturem IL-1a

IL-1a z&hlt zu den elf Mitgliedern der Interleukin-1 Superfamilie und nimmt bei diversen physi-
ologischen als auch pathologischen Prozessen im Organismus eine entscheidende Rolle ein®.

Nach der Prozessierung von pro-IL-1a zu maturem IL-1a (siehe Abschnitt 5.1.5) erfolgt die
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Bindung von IL-1a an den IL-1R1. Durch die Dimerisierung der beiden TIR-Doméanen des Re-
zeptors und die Rekrutierung von ILLRAcP werden weitere Adapterproteine (MyD88, IRAK
und TRAF®6) rekrutiert, sodass es zur Aktivierung verschiedener Signalwege wie dem NF-kB-
oder MAPK-Weg kommt. Diese sind sowohl an der Sekretion weiterer proinflammatorischer
Zytokine wie IL-6 oder TNF-a und der Transkription von Genen wie der Cyclooxygenase-2 als

auch an der Regulation von Zellwachstum und Apoptose beteiligt*4 %4,

In einer aktuellen Studie mit Ptpn6s""-M&usen wurde gezeigt, dass die Mutation der Proteinty-
rosinphosphatase SHP-1 (Src homology region 2 (SH2)-domain-containing phosphatase-1)
eine chronische Entziindung auslost, die durch einen sich selbst verstarkenden inflammatori-
schen Zyklus entsteht. Dabei initiiert RIPK-1 tber den NF-kB- und MAPK-Signalweg die Sek-
retion proinflammatorischer Zytokine, vor allem von IL-1q, die folglich weitere inflammatorische
Zellen in den Bereich der Entztindung rekrutieren und die Inflammation verstarken®: °. Dies
fuhrte zu der Annahme, dass IL-1a und das angeborene Immunsystem eine tragende Rolle im
Rahmen von autoinflammatorischen und autoimmunen Erkrankungen erfillen®® °, Zu den au-
toinflammatorischen Erkrankungen zahlen beispielsweise das familiare Mittelmeerfieber
(FMF), das Hyperimmunglobulin-D-Syndrom (HIDS), die Cryopyrin-assoziierten periodischen
Syndrome (CAPS) und das TNF-Rezeptor-assoziierte periodische Syndrom (TRAPS).

Daruber hinaus hat IL-1a auch einen signifikanten proinflammatorischen Einfluss auf die
Atherogenese und demnach auf die typischerweise durch Atherosklerose ausgelésten Patho-
logien wie die Koronare Herzkrankheit (KHK), die periphere arterielle Verschlusskrankheit
(pAVK) oder zerebrovaskulare Erkrankungen (CVD)®. In der vorliegenden Arbeit wurde IL-1a
als Mediator der Leukozyten-Endotheladhasion identifiziert. Doch IL-1a induziert nicht nur die
Expression von VCAM-1 auf Endothelzellen, sondern fungiert auch selbst als Zelladhasions-
molekil (siehe Abschnitt 4.3).

Weitere Studien legen nahe, dass IL-1a je nach Stadium der Atherosklerose unterschiedliche
Auswirkungen auf die Plaquebildung, -stabilitat und die resultierende GefaRstenosierung hat®
100 Durch die Aktivierung der Endothelzellen im Rahmen der endothelialen Dysfunktion und
auch die Nekrose der Schaumzellen wird vermehrt IL-1a produziert. Dadurch erfolgt die Ex-
pression von Zelladh&sionsmolekilen, die Rekrutierung von weiteren inflammatorischen Zel-
len und vaskularen glatten Muskelzellen (VSMCs, engl. vascular smooth muscle cells) sowie
eine erhohte Sekretion von Matrix-Metalloproteinasen (MMP)1%: 191 Dje MMPs sorgen fur den
Abbau von extrazellularer Matrix und sind an der Migration der Leukozyten sowie dem arteri-
ellen Remodeling beteiligt. Es wurde aul3erdem beobachtet, dass sie zu einer Destabilisierung
der Plaque durch Abbau der fibrosen Kappe beitragen!®2. In frilhen Lasionen bewirkt IL-1a
vermutlich eine kompensatorische VergroRerung des GefalRes mittels nach aul3en gerichtetem

Remodeling, sodass sich zunachst keine blutflusslimitierende Stenose bildet®.
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Eine weitere Studie untersuchte die Effekte von IL-1a auf die zellulare Seneszenz. Diese ist
durch einen permanenten Arrest des Zellzyklus, z.B. aufgrund von Zellalterung, DNA-Schaden
oder oxidativem Stress, charakterisiert. Seneszente VSMCs, die typischerweise auch in
atherosklerotischen Plaques zu finden sind, stimulieren die autokrine Sekretion von IL-1a.
Dadurch wird wiederum der Seneszenz-assoziierte sekretorische Phanotyp (SASP) der
VSMCs induziert. Der SASP ist hierbei durch seine proinflammatorische Wirkung mittels Sek-
retion von Zytokinen (IL-1, IL-6) und Chemokinen, aber auch durch eine geringere Freisetzung
von Kollagen und eine erhdhte Produktion von MMP-9 mit resultierender Destabilisierung der
Plague gekennzeichnet. Folglich induzieren IL-1a und der SASP einen sich selbst aufrechter-
haltenden Zyklus der Inflammation und nehmen eine tragende Rolle beim Myokardinfarkt

einlos,

Im Rahmen der zelluldaren Seneszenz wird die Zellteilung protektiv gestoppt, um eine maligne
Transformation zu verhindern!®®, Kommt es hingegen zu einer Akkumulation von seneszenten
Zellen und somit zu einer intrazellularen Erhdhung des Proteins S100A13, wird die Expression
von membrangebundenem IL-1a signifikant erhoht. Dies induziert sowohl den NF-kB-Weg als
auch den SASP. Verschiedene Untersuchungen zeigten, dass das S100A13-Protein in
diversen Krebsformen, z.B. im Schilddrisenkarzinom, dem malignen Melanom oder dem
Bronchialkarzinom, hochreguliert ist. Durch die dadurch angetriebenen Signalwege von IL-1a
tragt es vermutlich sowohl zur Proliferation als auch zur Metastasierung von Malignomen
beil®. Zusatzlich wurde beobachtet, dass Rapamycin, ein Inhibitor des Proteins mammalian
target of rapamycin (mTOR), die Translation von membrangebundenem IL-1a reduziert,

sodass die Aktivierung des NF-kB- Signalweges und des SASP verringert wird%,

AulRRerdem agiert IL-1a als eine direkte Verbindung zwischen dem Immunsystem und der
Gerinnungskaskade. Es wurde beobachtet, dass pro-IL-1a, welches z.B. von Makrophagen,
Keratinozyten und Thrombozyten am Ort der Gerinnung prasentiert oder freigesetzt wird,
durch Thrombin in matures IL-1a (aktives 18 kDa Fragment) gespalten wird. Folglich tragt das
aktivierte IL-1a nach einem akutem Thrombozytenverbrauch zu einer rapiden Thrombopoese
mittels IL-1-abhangiger Fragmentierung von Megakaryozyten bei. Gleichsam erfolgt durch
Thrombin-aktiviertes IL-1a auch eine Rekrutierung von Immunzellen. Die akutellen
Erkenntnisse beschranken sich jedoch auf die spezifischen Situationen des akuten
Thrombozytenverbrauchs sowie der Wundheilung. Zukinftig sind weitere Studien zur
Untersuchung der Thrombin-induzierten Aktivierung von IL-1a im Rahmen von diversen

Pathologien wie einer Sepsis, eines assoziierten ARDS oder auch der Atherogenese notig*.
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Die Abb. 26 veranschaulicht den zuvor beschriebenen und in der vorliegenden Arbeit

nachgewiesenen Einfluss von IL-1a als proinflammatorisches Zytokin:
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Abb. 26: Zusammenfassung der Effekte von pro-IL-1a und IL-1a (enthnommen aus Schunk SJ et al.,
Circulation, 202159)

5.1.5 Cleavage von pro-IL-1a

Die Vorlauferform pro-IL-1a wird durch verschiedene Zelltyp-spezifische bzw. Gewebe-asso-
ziierte Proteasen zu maturem IL-1a prozessiert (siehe Tabelle 14). Dabei unterscheidet sich
die resultierende aktive Form von IL-1a je nach Protease nur um wenige Aminosauren und die
Spaltung erfolgt an Aminosauren um den N-Terminus. Matures IL-1a zeigt unabhéngig von
der spaltenden Protease eine hohere biologische Aktivitat als pro-IL-1a, wobei die Vorlaufer-

form trotzdem bereits biologisch aktiv ist'%’.
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Protease Eigenschaft
Calpain spaltet pro-IL-1a an der Stelle Phel18, Ca?*-abhangige Aktivierung
Granzym B induziert den Zelltod, spaltet pro-IL-1a an der Stelle Asp103, in

Granula von zytotoxischen Lymphozyten und NK-Zellen enthalten

Elastase spaltet pro-IL-1a an der Stelle Ala101, Teil der azurophilen Granula
von neutrophilen Granulozyten zur Pathogenabwehr

Cathepsin G Teil der azurophilen Granula von neutrophilen Granulozyten zur
Pathogenabwehr

Proteinase-3 Teil der azurophilen Granula von neutrophilen Granulozyten zur
Pathogenabwehr

Chymase spaltet pro-IL-1a an der Stelle Phel16, wird bei der Mastzelldegra-

nulation freigesetzt

Caspase-5 bzw. -11 | spalten pro-IL-1a an der Stelle Asp106 bzw. Aspl103, induzieren
die IL-1a Sekretion bei der nicht-kanonischen Inflammasom-Akti-

vierung und dem SASP

Thrombin spaltet pro-IL-1a an Prolin-reicher-Sequenz zu IL-1a (18 kDa), in-

duziert lokale Inflammation und Thrombopoese

Tabelle 14: Ubersicht der Proteasen zur Spaltung von pro-IL-1a zu IL-1a (in Anlehnung an Chiu JW et
al., 2021, S. 92108)

In der vorliegenden Arbeit wurde durch die Inkubation stimulierter PBMCs mit Ca?*-Chelatoren
und Inhibitoren von Calpain und Cathepsin G nachgewiesen, dass die Sekretion von proin-
flammatorischem IL-1a aus Monozyten von der Prozessierung durch die Ca?*-abhangige Cys-

teinprotease Calpain bzw. die Serinprotease Cathepsin G abhangig ist (siehe Abschnitt 4.2.4).

Die Serinprotease Granzym B, die in Granula von cytotoxischen T-Lymphozyten und NK-Zel-
len zu finden ist, induziert den Zelltod infizierter Zellen. Zudem fihrt sie Uber die Spaltung von
pro-IL-1a zu maturem IL-1a auch zur Verstarkung inflammatorischer Reaktionen. Dies wird

vor allem in der Abwehr von Pathogenen oder der Nekrose von Zellen deutlich®.

Daruber hinaus wurde festgestellt, dass IL-1a im Rahmen einer Inflammationsreaktion die
Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten vermittelt, welche Proteasen wie Elastase,
Cathepsin G und Proteinase-3 aus ihren azurophilen Granula freisetzen. Schlieflich initiieren
die Proteasen durch Prozessierung von IL-1a einen sich selbst verstarkenden Zyklus der In-

flammation0 111,
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Zusatzlich fihren auch Mastzellen mittels der Sekretion von Proteasen wie Chymase zur Spal-
tung von pro-IL-1a zu IL-1a und folglich zur Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten an
den Ort der Entziindung!!? 113, Wie eine Studie zeigte, sind die IL-1a spaltenden Proteasen
der Mastzellen und neutrophilen Granulozyten, z.B. in der Bronchiallavage von Patienten mit
Cystischer Fibrose, einer Infektion mit Pseudomonas aeruginosa oder Bronchiektasen, ver-

mehrt nachzuweisen0® 112,

Die Cysteinproteasen Caspase-5 und Caspase-11 vermitteln im Rahmen der nicht-kanoni-
schen Aktivierung des Inflammasoms durch intrazellulare Bakterien oder internalisiertes LPS
auch die Prozessierung und Sekretion von IL-1a. Zudem induzieren sie die Spaltung und Frei-
setzung von IL-1a im Zuge des SASP und steigern die biologische Aktivitat des Zytokins.
Caspase-5 ist das menschliche Homolog zur murinen Caspase-111#115 Wie in Ab-
schnitt 5.1.4 erlautert, spaltet Thrombin pro-IL-1la an einer Prolin-reichen-Sequenz in ein
18 kDa Fragment. Dieses weist vermutlich eine &hnliche biologische Aktivitat wie das durch
andere Proteasen erzeugte mature IL-1a (17 kDa) auf und stimuliert eine lokale inflammatori-
sche Reaktion sowie die Thrombopoese zur Aufrechterhaltung der Homoostase!® 116,

5.2 Inflammation beim akuten Myokardinfarkt

Lokale und systemische inflammatorische Reaktionen nehmen eine signifikante Rolle im Rah-
men des akuten Myokardinfarkts ein. Sie tragen sowohl zur Atherogenese und der Induktion
eines thrombotischen Verschlusses als auch zur Entstehung von Priméar- und Sekundarscha-
den des ischamischen Herzens durch Remodeling-Prozesse bei. In den letzten Jahren wurde
in diversen Studien die Korrelation zwischen inflammatorischen Parametern wie hochsensiti-
vem CRP (hsCRP), Interleukinen, Zellzahlen von Monozyten, Makrophagen, neutrophilen Gra-
nulozyten und der Morbiditat sowie Mortalitdt von Patienten im Zusammenhang mit kardiovas-

kuléren Ereignissen nachgewiesen'” 118,

5.2.1 Epidemiologische und klinische Studien

In der Physicians’ Health Studie von 1997 wurde die Konzentration von CRP, einem systemi-
schen Marker der Inflammation, bei gesunden Mannern bestimmt. Schlief3lich wurde Uber ei-
nen Zeitraum von acht Jahren verfolgt, ob ein relevantes kardiovaskulares Ereignis auftritt.
Dabei kam es zu der Beobachtung, dass ein h6herer CRP-Wert mit einem gesteigerten Risiko
fur einen Myokardinfarkt, Schlaganfall oder eine venése Thrombose einhergeht und demnach

als Pradiktor fir kardiovaskulare Ereignisse anzusehen ist*'°,

Eine nachfolgende Analyse der Studie untersuchte die Konzentration an IL-6, welches die

Synthese von Akutphase-Proteinen in der Leber stimuliert. Auch hier konnte gezeigt werden,
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dass eine hohere Konzentration des proinflammatorischen Interleukins mit einem hdheren Ri-
siko fUr einen zukinftigen Myokardinfarkt einhergeht. Wichtig hervorzuheben ist, dass diese
Pradiktoren nicht von den typischen kardiovaskularen Risikofaktoren, wie z.B. Cholesterin,

Body Mass Index (BMI) oder einer Hypertonie, abhangig sind?.

Diverse Studien demonstrierten dartber hinaus den Einfluss proinflammatorischer Marker auf
den Zustand von Patienten direkt und auch Jahre nach einem kardiovaskuléaren Ereignis. So
wurde in der SOLID-TIMI 52 Studie (Stabilization of Plague Using Darapladib-Thrombolysis in
Myocardial Infarction 52) die IL-6-Konzentration von Patienten mit einem akuten Koronarsyn-
drom gemessen und gleichzeitig das Auftreten eines MACE, einer Herzinsuffizienz oder dem
kardiovaskularen Tod erfasst. Die Ergebnisse verdeutlichen, dass Patienten im oberen Quartil
der IL-6-Konzentration ein um 57% erhohtes Risiko fir MACE bzw. ein zweifach gesteigertes
Risiko fur einen kardiovaskularen Tod oder die Entwicklung einer Herzinsuffizienz haben?.
Eine Post-hoc Analyse der STABILITY Studie (Stabilization of Atherosclerotic Plaque by Initi-
ation of Darapladib Therapy) identifizierte I1L-6 als zuverlassigen Biomarker zur Vorhersage
von Morbiditat und Mortalitat im Rahmen von kardiovaskularen Ereignissen???,

Die aktuellen Leitlinien der Therapie nach einem akuten Myokardinfarkt sehen vor allem die
Reduktion des LDL-Cholesterins vor. In einer Post-hoc Analyse der randomisierten, kontrol-
lierten FOURIER Studie (Further Cardiovascular Outcomes Research With PCSK9 Inhibition
in Patients With Elevated Risk) wurde jedoch nachgewiesen, dass sowohl die Konzentration
des LDL-Cholesterins als auch die der proinflammatorischen Marker wie hsCRP unabhéangig
voneinander mit einem erhohten kardiovaskularen Risiko assoziiert sind. Daher ergibt sich die
Annahme, dass ein wegweisender Erfolg zur Verbesserung der Prognose nach einem AMI
erst durch eine kombinierte Reduktion des residualen Cholesterin- sowie des inflammatori-
schen Risikos erzielt wird*?3, Eine Subanalyse der CIRT Studie (Cardiovascular Inflammation
Reduction Trial) zeigte, dass die Hohe der Biomarker LDL-Cholesterin, IL-6 und hsCRP trotz
einer umfangreichen medikamentdsen Therapie inklusive Statine, AT-1 Inhibitoren, Betablo-
ckern und Thrombozytenaggregationshemmern bzw. perkutaner Koronarintervention mit dem
Auftreten eines erneuten kardiovaskularen Ereignisses korreliert. Diese Erkenntnisse unter-
mauern die Relevanz einer Kombination lipidsenkender und anti-inflammatorischer Medika-
mente fur das zukinftige therapeutische Vorgehen in der Behandlung kardiovaskularer Er-

krankungen??4 125,

In dem klinischen Abschnitt der Studie von Schunk SJ et al. zur Rolle von IL-1a bei kardiovas-
kularen Erkrankungen wurde nachgewiesen, dass die Expression von IL-1a auf der Oberfla-
che von Monozyten bzw. die Expression der mRNA von IL-1a in Monozyten von Patienten
nach einem AMI oder mit einer schweren Nierenerkrankung im Vergleich zu gesunden Pro-
banden signifikant héher ist. Daraus resultierte ein erhdhtes Risiko fur atherosklerotisch be-

dingte kardiovaskulare Ereignisse und eine reduzierte linksventrikulare Ejektionsfraktion im
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mehrjahrigen Beobachtungszeitraum nach dem Infarkt®®. Diese Feststellung diente als Aus-
gangspunkt fir die in dieser Arbeit durchgefiihrten tierexperimentellen Versuche zur Rolle von
IL-1a bei der Leukozyten-Endotheladhésion sowie der Inflammationsreaktion nach einem

akuten Myokardinfarkt.

5.2.2 Effekte verschiedener Leukozytenpopulationen auf die myokardiale Schadigung

Die vorliegende Arbeit konnte erstmals eine zentrale Rolle von IL-1a als Mediator der Leuko-
zyten-Endotheladhasion im Rahmen von kardiovaskularen Erkrankungen belegen. So fiihrte
die experimentelle Induktion eines akuten Myokardinfarkts zu einer signifikant gesteigerten
Expression von IL-1a und der Rekrutierung inflammatorischer Zellen, wie Monozyten, Makro-
phagen und neutrophile Granulozyten, ins Infarktareal. Vice versa unterdriickte eine IL-1a-
Defizienz die Ausbildung solcher inflammatorischen Zellinfiltrate (siehe Abschnitt 4.4). Eine
genauere Untersuchung der Infiltrate fihrte zu der Hypothese, dass die einzelnen Leukozy-
tenpopulationen vermutlich einen unterschiedlichen Einfluss auf die verschiedenen Phasen
nach einem akuten Myokardinfarkt (Inflammation, Heilung, Remodeling) haben. Sie kdnnen je
nach Zeitpunkt sowohl proinflammatorisch wirken und dadurch die myokardiale Schadigung
verstarken als auch anti-inflammatorisch und pro-angiogenetisch zur Koordination der Hei-

lung*?°.

5.2.2.1 Neutrophile Granulozyten

Neutrophile Granulozyten sind der prozentual gré3te Anteil an Leukozyten in unserem Korper.
Kommt es infolge eines akuten Myokardinfarktes zu einer Nekrose von Kardiomyozyten wer-
den die neutrophilen Granulozyten als erste Immunzellen mittels endogener DAMPs und an-
deren Alarminen, vor allem IL-1qa, innerhalb weniger Stunden in den infarzierten Bereich re-
krutiert. Daraus resultiert ein sich selbst verstarkender inflammatorischer Circulus vitiosus. Die
rekrutierten Granulozyten verstarken n&mlich die Granulopoese durch Sekretion inflammato-
rischer Mediatoren?’. Eine erhohte Anzahl an neutrophilen Granulozyten korreliert positiv mit
dem Ausmal’ der myokardialen Schadigung und der Mortalitat infolge des Infarktes. Zu Beginn
der inflammatorischen Phase nach dem akuten Myokardinfarkt erzeugen die neutrophilen Gra-
nulozyten durch einen oxidativen Burst eine grof3e Menge an ROS bzw. proteolytischen En-
zyme, die die inflammatorische Reaktion und Gewebeschéadigung forcieren. Gleichsam fiihren

die Sauerstoffradikale zur Rekrutierung weiterer inflammatorischer Zellen?%: 128,

Es werden zwei verschiedene Phanotypen der neutrophilen Granulozyten unterschieden. In
der akuten Phase nach einem Myokardinfarkt erfolgt durch die Aktivierung des TLR4 eine ge-

steigerte Polarisation der neutrophilen Granulozyten hin zum N1-Phénotyp. Dieser ist durch
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die Sekretion proinflammatorischer Zytokine, darunter IL-1q, IL-1B und TNF-a, sowie Proteina-
sen wie MMPs charakterisiert, welche das friihe Remodeling sowie die Expansion des Infarkt-
gebietes durch Degradation der Extrazellularmatrix (EZM) aggravieren. Es startet eine prote-
olytische und inflammatorische Kaskade. In der ersten Woche nach dem Infarkt verschiebt
sich das Verhéltnis der beiden Subtypen jedoch zunehmend hin zum N2-Phanotyp. Dieser ist
durch seine anti-inflammatorische Wirkung mittels IL-10 und seinen positiven Effekt auf den

Heilungsprozess gepragt?® 1.

Darlber hinaus sind neutrophile Granulozyten in der Lage mittels NETose sogenannte neutro-
phile extrazellulare Traps (NETs, engl. neutrophil extracellular traps) freizusetzen. Dabei han-
delt es sich um Partikel aus doppelstrangiger DNA (dsDNA), Histonen sowie neutrophilen Pro-
teasen. NETs verstarken die endotheliale Dysfunktion und Thrombogenitat in Abhangigkeit
von IL-1a, sodass die Rekrutierung weiterer inflammatorischer Zellen erneut gesteigert
wird®:: 132, Eine klinische Studie beobachtete auRerdem, dass hohere Konzentrationen des
NET-Markers dsDNA im Serum von Patienten nach einem AMI mit einem gréReren Infarktge-
biet, einem adversen linksventrikularen Remodeling und einer schlechteren Prognose einher-

gehen®®:,

5.2.2.2 Monozyten

Monozyten zirkulieren im Blut und differenzieren nach ihrer Migration in den infarzierten Be-
reich zu Makrophagen. Sie sind Teil des mononuklear-phagozytaren Systems und in der Akut-
phase des Myokardinfarktes an der Beseitigung von Zelldebris und der Degradation von EZM
beteiligt!?®.

Die Rekrutierung zweier verschiedener Subtypen von Monozyten mit pro- bzw. anti-inflamma-
torischer Wirkung wird durch Chemokine und ihre Rezeptoren beeinflusst. In der frihen Phase
des Myokardinfarktes (Tag 1-3) akkumulieren Ly6C"9"-Monozyten via CCR2. Charakterisiert
werden sie durch eine erhdhte Proteaseaktivitdt zum Abbau von EZM und der Beseitigung von
Zelldebris, sowie eine gesteigerte Expression proinflammatorischer Mediatoren, z.B. IL-1a und
TNF-a3* 135 |n der spaten Phase (ab Tag 5) dominieren Ly6C°"-Monozyten via CX3CR1 den
infarzierten Bereich. Sie weisen anti-inflammatorische und pro-angiogenetische Eigenschaften
auf. Dazu zahlen beispielsweise erhohte Level des vaskularen Wachstumsfaktors VEGF zur

Einddmmung der inflammatorischen Schadigung und Initierung von Reparaturprozes-
Sen135'136.
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5.2.2.3Makrophagen

Makrophagen sind, wie auch die Monozyten, Teil des mononuklear-phagozytaren Systems.
Durch die Versuche der vorliegenden Arbeit wurde deutlich, dass es nach einem akuten Myo-
kardinfarkt in Abhangigkeit von IL-1a zu einer signifikanten Infiltration von Makrophagen in den
infarzierten Bereich kommt (siehe Abschnitt 4.4.2). In der ersten Woche nach einem AMI dif-
ferenziert der Uberwiegende Anteil der Makrophagen aus den zuvor aus dem Blut rekrutierten
Monozyten. Durch die vorangegangene Ischamie kommt es namlich zur Nekrose eines um-
fassenden Anteils an gewebsstandigen Makrophagen. Nach dem Abklingen der akuten Phase
erfolgt jedoch eine erneute Differenzierung gewebsstandiger Makrophagen aus lokalen Vor-
lauferzellen. Diese entfalten schlief3lich ihren positiven Effekt auf die Heilung vor allem durch

die Induktion der Angiogenese und Proliferation von Kardiomyozyten!®’,

Es werden zwei Subtypen von Makrophagen mit unterschiedlichem Einfluss auf die Inflamma-
tion unterschieden. Die in der akuten Phase des AMI eingewanderten Ly6C"9"-Monozyten dif-
ferenzieren vor allem zu M1-Makrophagen. Diese sezernieren proinflammatorische Mediato-
ren, darunter IL-1, IL-6, IL-12 oder auch TNF-a, sowie Proteasen wie MMPs zur Beseitigung
von Zelldebris und zur Degradation von EZM. Zudem aktivieren sie Typ 1-T-Helferzellen
(Th1-Zellen) im Rahmen der Immunantwort. Gleichsam differenzieren die anti-inflammatori-
schen Ly6C"*“-Monozyten zu M2-Makrophagen, die durch die Freisetzung von IL-10, VEGF
und TGF-B1 zur Einddmmung der Entziindungsreaktion, InfarktgroRe und Neoangiogenese
beitragen. AuRBerdem flhren sie Uber die Sekretion von Wachstumsfaktoren zur Aktivierung

von Myofibroblasten und damit zur Ausbildung einer kollagenen Narbe!%.

Weitere Studien kamen zu der Erkenntnis, dass das von den neutrophilen Granulozyten frei-
gesetzte NGAL (Neutrophil Gelatinase-associated Lipocalin) die Expression des Phagozyto-
serezeptors MerTK (Myeloid-epithelial-reproductive Tyrosine Kinase) auf reparativen Makro-
phagen induziert. Die daraus resultierende Phagozytose von apoptotischen Kardiomyozyten
und Neutrophilen sowie Zelldebris im Rahmen eines AMI tragt zur Reduktion der Inflammation
und damit zu einer besseren Wundheilung und Prognose bei. Dies unterstreicht die Relevanz
einer Wiederherstellung der physiologischen Zellhomoostase im Rahmen von inflammatori-

schen Erkrankungen?3® 149,

5.2.3 Rolle von VCAM-1 bei der myokardialen Schadigung

Das vaskulare Zelladhasionsmolekil 1 (VCAM-1) gehort zur Gruppe der Immunglobulin-Su-
perfamilie und wird konstitutiv auf Endothelzellen exprimiert. VCAM-1 ist ein transmembrand-
ses Glykoprotein und ein wichtiger Ligand fir Integrine auf Leukozyten. Im Rahmen inflamm-
atorischer Prozesse vermittelt VCAM-1 die Adhé&sion und transendotheliale Migration von Leu-

kozyten!#:: 142 Wie in dieser Arbeit nachgewiesen wurde, fiihrt IL-la und auch das
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proinflammatorische Zytokin TNF-a zu einer signifikant gesteigerten Expression von VCAM-1
auf Endothelzellen. Somit agieren die proinflammatorischen Mediatoren IL-1a und TNF-a als
Vermittler der Leukozyten-Endotheladhasion (siehe Abschnitt 4.3.2).

In der akuten Phase des Infarktes kommt es innerhalb kiirzester Zeit zu einer Ischamie, Nek-
rose und dem Funktionsverlust des infarzierten Myokards. Daraus resultierend startet eine
proinflammatorische Signaltransduktionskaskade. Die sezernierten Zytokine wie IL-1a und
TNF-a, das oxidierte LDL der rupturierten Plague oder auch die durch die Obstruktion des
Gefalies induzierte Schubspannung fithren tber die Produktion von ROS und Aktivierung von
NF-kB zu einer erhdhten Expression von VCAM-1143144 Die Steigerung der Expression von
VCAM-1 auf der Oberflache der Endothelzellen bendétigt zwischen 4-6 h und erreicht ihr Ma-
ximum nach 12-18 h, wobei sie Uiber mehrere Tage hochreguliert bleibt'#>. Durch die Interak-
tion der hochaffinen Form des a4B1-Integrins auf Leukozyten mit dem Zelladh&sionsmolekil
VCAM-1 auf Endothelzellen erfolgt eine feste Bindung der Zellen ans Endothel. Dartiber hin-
aus kommt es auch zu der Aktivierung des G-Proteins Racl sowie der Aktivierung von MMPs
uber H,0,'*8. Schlieflich erfolgt sowohl die Transmigration von Leukozyten in den infarzierten
Bereich sowie die Ausschiittung proinflammatorischer Zytokine als auch die Degradation von
EZM. Demnach ist die myokardiale Schadigung nicht nur eine Folge der ischamiebedingten
Nekrose von Kardiomyozyten, sondern auch der umfangreichen Rekrutierung von inflamma-
torischen Leukozyten mittels VCAM-1146. 147,

Weitere Studien zeigten, dass es im Rahmen eines AMI unverziglich (< 30 min) zu einer deut-
lichen Steigerung der Freisetzung VCAM-1 enthaltender extrazellularer Vesikel (EVs) aus En-
dothelzellen kommt. Die Anzahl dieser ist proportional zum Ausmal der myokardialen Schéa-
digung. Die endothelialen EVs flhren in der Milz in Abhangigkeit von VCAM-1 zur Mobilisie-
rung sowie Aktivierung von neutrophilen Granulozyten und Monozyten. Somit haben die EVs
eine tragende Rolle im Mechanismus der friihen Rekrutierung von Immunzellen durch VCAM-1

in den Infarktbereich48 149,

AulRerdem hat das Zelladhasionsmolekil einen entscheidenden Einfluss auf die Entwicklung
einer myokardialen Schadigung und Expansion des Infarkigebietes nach einer Revaskulari-
sierung (ischamischer Reperfusionsschaden). In einer Studie wurde beobachtet, dass es in-
nerhalb weniger Minuten nach einer durchgeftihrten Reperfusion infolge eines Ca?*-Einstroms,
der Produktion von ROS und einer pH-Wert-Anderung zu einer mitochondrialen Dysfunktion
und Nekrose von weiteren Kardiomyozyten im Myokard kommt. Zuséatzlich fihrte die gestei-
gerte Expression von VCAM-1 zur Rekrutierung weiterer inflammatorischer Zellen und zur Ag-
gravation der Entziindungsreaktion®® 151, Der dadurch ausgeltéste Reperfusionsschaden um-
fasst daher sowohl reversible Pathologien wie ventrikulare Arrhythmien oder eine kontraktile
Dysfunktion (myocardial stunning) als auch irreversible Schadigungen wie mikrovaskulare Ob-

struktionen und weitere Zellnekrosen, die das adverse Remodeling beglinstigent®2,
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5.3  Anti-inflammatorische Therapieansatze

Die Ursache der Atherosklerose ist nicht mehr nur als eine passive Ablagerung von Lipiden in
der GefalRwand anzusehen. Vielmehr ist es eine durch Zytokine vermittelte entziindlich-prolife-
rative Systemerkrankung!®3. Charakteristisch ist die Bildung einer Plaque, die sowohl modifi-
Zierte Lipide als auch Bindegewebe und Immunzellen enthélt. Persistierende inflammatorische
Stimuli wie IL-1a, IL-18 oder auch IL-6 initiieren ein wesentliches Attribut kardiovaskularer Er-
krankungen — die chronische Inflammation®>*. Neben einer leitliniengerechten lipidsenkenden
Therapie ist es wichtig, das Augenmerk auch auf anti-inflammatorische Therapieansatze in
Form einer Immuntherapie zu richten, um das weiterhin hohe residuelle, inflammatorische Ri-
siko von Patienten mit kardiovaskularen Erkrankungen zu senken und die Prognose dieser

Patienten signifikant zu verbessernss 156,

5.3.1 Inhibition von IL-1a

Die vorliegende Arbeit untersuchte die Rolle von IL-1a bei der systemischen Inflammation,
insbesondere bei kardiovaskularen Erkrankungen. Das Interleukin entfaltet seine Wirkung
nicht nur tber den IL1-R1-Signalweg, sondern induziert auch unabhangig davon die Sekretion
proinflammatorischer Zytokine. Zudem zeigten unsere Versuche erstmalig, dass IL-1a auch
selbst als Zelladh&sionsmolekul agiert. Durch Inhibition von IL-1a und seinem Rezeptor IL1-R1
bzw. durch eine Defizienz von IL-1a kam es zu einer signifikant geringeren Leukozyten-En-
dotheladhésion sowie Inflammation und myokardialen Schadigung im Rahmen induzierter kar-
diovaskularer Ereignisse (siehe Abschnitt 4.3 und 4.4). Die beschriebenen Ergebnisse bieten
somit einen vielversprechenden Ansatz fir zukinftige anti-inflammatorische Therapiekon-

zepte mittels Inhibition von IL-1a.

Im Rahmen mehrerer Studien wurde die Wirksamkeit des humanen monoklonalen Antikdrpers
MABp1, der selektiv gegen IL-1a gerichtet ist, analysiert. Es wurde festgestellt, dass die Inhi-
bition von IL-1a und seiner inflammatorischen Signalkaskade bei Patienten mit fortgeschritte-
nem kolorektalem Karzinom zu einer deutlichen Verbesserung der Lebensqualitédt und des
klinischen Zustands in Bezug auf Schmerzen, Fatigue und Kachexie fuhrt>”: 158, Dartiber hin-
aus erdffnete eine Phase-llI-Studie zu Rilonacept, einem Fusionsprotein, welches IL-1a und
IL-1B bindet, eine neue Perspektive in der Behandlung einer Perikarditis. In der multizentri-
schen Studie wurde nachgewiesen, dass Rilonacept durch Unterbindung des IL-1-Signalwe-
ges zu einer signifikanten Reduktion des Schmerzlevels sowie der CRP-Konzentration im Rah-
men einer rezidivierenden Perikarditis fuhrt. Gleichsam verringert es das relative Risiko fur

Rezidive im Vergleich zu Placebo um 96 %% 160,

Die VCUART-3 Studie (The Virginia Commonwealth University-Anakinra Remodeling Trial-3)

zeigte, dass durch die Gabe des rekombinanten IL-1-Rezeptorantagonist Anakinra eine
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signifikante Reduktion der hsCRP-Konzentration und systemischen Inflammation im Rahmen
eines akuten STEMI erreicht wird'®! 162, Zudem resultiert aus der Inhibition der Effekte von
IL-1a sowie IL-1B bei Patienten nach einem AMI eine beschleunigte Senkung der Leukozyten-
zahl mit einer relativen Reduktion der neutrophilen Granulozyten sowie Erhéhung der Anzahl
der eosinophilen Granulozyten. Dies fiihrt zu einer verbesserten Prognose hinsichtlich der
linksventrikularen Funktion und Hospitalisierung bzw. Tod durch eine sich in der Folge entwi-
ckelnde Herzinsuffizienz!%3, Diese Erkenntnisse zusammen mit den Ergebnissen der vorlie-
genden Arbeit verdeutlichen die Relevanz anti-inflammatorischer Therapiestrategien mittels
spezifischer Inhibition von IL-1a, um die entziindliche Signalkaskade zuverlassig zu unterbin-

den.

5.3.2 Inhibition von IL-18

Die randomisierte, Placebo-kontrollierte CANTOS Studie (Canakinumab Antiinflammatory
Thrombosis Outcome Study) untersuchte die Wirksamkeit des gegen IL-13 gerichteten Anti-
korpers Canakinumab. Sie erbrachte erstmals den Beweis fiir die Uber viele Jahre kontrovers
diskutierte atherosklerotische Inflammationshypothese. Dadurch lieferte die Studie sowohl
eine Erklarung fir die Pathogenese der Atherosklerose als auch das weiterhin hohe residuale
Risiko fur erneute kardiovaskulare Ereignisse trotz maximaler lipidsenkender Therapie bei Pa-
tienten mit kardiovaskularen Vorerkrankungen. Sie bietet auRerdem einen neuen vielverspre-
chenden anti-inflammatorischen Therapieansatz in der Behandlung von atherosklerotisch be-

dingten Pathologien als auch malignen Erkrankungen?®4,

Canakinumab ist ein humaner monoklonaler Antikorper, der gegen IL-1[3 gerichtet ist und bis-
her vor allem in der Therapie von rheumatischen Erkrankungen oder auch bei CAPS einge-
setzt wird. Die CANTOS Studie zeigte, dass Canakinumab bei Patienten mit vorangegange-
nem Myokardinfarkt sowie einer erhéhten Konzentration an CRP (= 2 mg/l) das Risiko fir re-
kurrente kardiovaskulare Ereignisse im Vergleich zu Placebo um 15 % senkt. Der Antikdrper
nimmt keinen Einfluss auf die Lipidkonzentration, stellt aber einen wichtigen erganzenden The-
rapieansatz zur etablierten Lipidsenkung bei Patienten mit residualem inflammatorischem Ri-
siko dar'®®, Substudien zu CANTOS identifizierten die durch spezifische Inhibition von IL-1B
erzielte Blockade des IL-6-Signalweges als Mechanismus der signifikanten Reduktion des
Restrisikos fur MACE. Die Inhibition von IL-6 unterbindet ndmlich die Synthese von CRP in
der Leber und verhindert dadurch die Initiierung einer Akutphase-Reaktion. Resultierend dar-
aus wurde eine positive Korrelation zwischen der erzielten Hohe der Reduktion des IL-6- bzw.
CRP-Spiegels durch Canakinumab und der Senkung des Risikos fir erneute kardiovaskulare

Ereignisse beobachtet!6: 167,
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In einer weiteren Post-hoc-Analyse wurde aufl’erdem festgestellt, dass Canakinumab die
Krebssterblichkeit und vor allem die Inzidenz fur das Bronchialkarzinom im Vergleich zur Pla-
cebo-Gruppe signifikant reduziert. Es wird jedoch vermutet, dass die Inhibition von IL-1p und
somit die Reduktion von IL-6 sowie CRP keinen direkten Effekt auf die Onkogenese hat. Viel-
mehr wird wohl die Progression, Invasivitat und Metastasierung von Bronchialkarzinomen
durch Eindammung der inflammatorischen Reaktion reduziert. Jedoch bedingte Canakinumab
im Vergleich zur Placebo-Gruppe eine erhéhte Inzidenz an tédlichen Infektionen bzw. ein ge-

steigertes Sepsisrisiko!.

5.3.3 Inhibition von IL-6

Ein Meilenstein in unserem Verstandnis der Atherogenese stellt die CANTOS-Studie dar. Sie
belegt erstmals die tragende Rolle des IL-1-IL-6-Signalweges bei der Plaqueformation, -pro-
gression und -ruptur. Folglich ist es eine logische Konsequenz die kardioprotektiven Effekte
der Inhibition von IL-6 als anti-inflammatorischen Therapieansatz in der Behandlung von Pati-

enten mit kardio-renalen Erkrankungen naher zu untersuchen®,

Im Rahmen der RESCUE Studie, einer Phase-II-Studie, wurden Patienten mit einer chroni-
schen Nierenerkrankung im Stadium 3 oder 4 und einer gleichzeitig erh6hten Konzentration
an hsCRP (=z 2 mg/l) mit dem gegen IL-6 gerichteten humanen monoklonalen Antikérper
Ziltivekimab behandelt. Ziltivekimab fuhrte im Studienzeitraum von 12 Wochen im Vergleich
zu Placebo dosisabhangig zu einer signifikanten Reduktion des hsCRP und auch anderer Mar-
ker, darunter Fibrinogen, Haptoglobin, Serum Amyloid A, sekretorische Phospholipase A2 und
Lipoprotein (a)*™°.

Seit August 2021 untersucht die Uber mehrere Jahre angelegte ZEUS Studie (Ziltivekimab
Cardiovascular Outcomes Study), eine Phase-IlI-Studie, ob die durch Ziltivekimab erreichbare
Reduktion von IL-6 tatsachlich zu einer Senkung kardiovaskularer Ereignisse wie dem Myo-
kardinfarkt, Schlaganfall oder kardiovaskularen Tod fiihrt. Die eingeschlossenen Patienten
weisen auch hier eine chronische Nierenerkrankung im Stadium 3 oder 4 sowie eine gleich-
zeitig erhdhte Konzentration an hsCRP auf. Mittels Messung der GFR und des Albumin-Krea-
tinin-Quotienten wird zusétzlich als zweiter Endpunkt beobachtet, ob die Reduktion von IL-6

auch eine verlangsamte Progression der chronischen Nierenerkrankung zur Folge hat'"*.

5.3.4 Colchicin

Colchicin, das Gift der Herbstzeitlosen, ist ein anti-inflammatorisches Alkaloid und ein Mito-
sehemmer. Es unterdriickt die Bildung von Mikrotubuli Giber die Inhibition der Tubulin-Poly-

merisation und konzentriert sich vor allem in neutrophilen Granulozyten. Daher wird es bereits
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erfolgreich in der Therapie von akuten Gichtanfallen, dem familidren Mittelmeerfieber oder
auch der Perikarditis eingesetzt. Darlber hinaus deuten aktuelle Studien auf einen vielver-
sprechenden Nutzen von Colchicin in der anti-inflammatorischen Therapie von kardiovaskula-

ren Erkrankungen hint"2,

So zeigte die Placebo-kontrollierte COLCOT Studie (Colchicine Cardiovascular Outcomes
Trial), dass Colchicin als Erganzung zur Post-AMI-Standardtherapie das Risiko fiir kardiovas-
kulare Ereignisse, im Wesentlichen fir eine Hospitalisierung wegen Angina Pectoris oder fur
einen Schlaganfall, bei Patienten mit einem stattgehabten Myokardinfarkt innerhalb der letzten
30 Tage signifikant reduziert!”>. Eine Subanalyse der Studie ergab, dass ein mdoglichst friiher
Therapiebeginn mit Colchicin, innerhalb der ersten drei Tage nach dem Myokardinfarkt, das
Risiko fur ischamische kardiovaskulare Ereignisse sogar um 48 % senkt!’4. Die LoDoCo2 Stu-
die (Low-Dose Colchicine 2 Trial) replizierte dieses Ergebnis bei Patienten mit einer stabilen
koronaren Herzerkrankung. Sie untermauert somit die positiven Ergebnisse der CANTOS- und
COLCOT-Studie zur Pravention atherothrombotischer Komplikationen mittels eines anti-in-

flammatorischen Therapieansatzes!™ 176,

5.3.5 Methotrexat

Methotrexat ist ein Folsdureantagonist und wird in niedriger Dosierung als Immunsuppressi-
vum bei Autoimmunerkrankungen wie der rheumatoiden Arthritis, systemischem Lupus Eryth-

ematodes oder auch der Psoriasis eingesetzt!’’.

Die Placebo-kontrollierte CIRT Studie (Cardiovascular Inflammation Reduction Trial) unter-
suchte die Hypothese, dass Methotrexat bei Patienten mit bekannter koronarer Herzerkran-
kung und zuséatzlichem Diabetes mellitus Typ 2 oder metabolischem Syndrom das Risiko fir
schwere kardiovaskuldre Komplikationen reduziert. Die Ergebnisse der Studie zeigten jedoch,
dass Methotrexat keinen Einfluss auf die Konzentration der inflammatorischen Biomarker
IL-18, IL-6 und hsCRP hat. Demnach wurde in der Studie auch keine Reduktion kardiovasku-
larer Ereignisse beobachtet. Betrachtet man die Einschlusskriterien der Studienteilnehmer ge-
nauer, stellt man fest, dass im Gegensatz zur CANTOS-Studie keine Selektion der Patienten

hinsichtlich einer bestehenden residualen Entziindung erfolgt ist'66 177,

Dies filhrt zu der Schlussfolgerung, dass es fur zukinftige Therapiekonzepte atherosklerotisch
bedingter Erkrankungen unerlasslich ist die Mechanismen inflammatorischer Signalwege ge-

nauer zu untersuchen. Erst dadurch kann eine individuelle Therapieauswabhl erfolgen.
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54 Limitationen

Die vorliegende Arbeit hat Limitationen. So untersuchten die Maus- und Zellkulturmodelle vor
allem die Rolle von IL-1a bei der frithen Inflammation, die typischerweise in den ersten Tagen
nach einem kardiovaskularen Ereignis ihr Maximum erreicht. Der Einfluss von IL-1a auf spa-
tere Phasen der entzindlichen Kaskade, Remodelingprozesse und langfristige Folgeerkran-
kungen war nicht Gegenstand dieser Arbeit und muss durch weitere Studien untersucht wer-
den. Zudem handelt es sich hierbei um tierexperimentelle Versuche der Grundlagenforschung.
Die Ergebnisse und die daraus ableitbaren anti-inflammatorischen Therapieansétze benétigen

eine weitere Validierung in klinischen Studien an Patienten.

5.5 Zusammenfassung und Ausblick

Als eine wichtige Ursache der Atherosklerose gilt eine durch proinflammatorische Interleukine
vermittelte Entziindungsreaktion. Diese Arbeit konnte erstmals nachweisen, dass IL-1a ein
Mediator der Leukozyten-Endotheladhasion ist und somit die inflammatorische Kaskade im
Rahmen der Atherogenese initiiert und aufrechterhalt. IL-1a vermittelt die Adhasion nicht nur
Uber eine erhdhte Expression von VCAM-1, sondern fungiert auch selbst als Zelladhasions-
molekil. Dartiber hinaus wurden verschiedene Stimuli wie Oxalat und Olsaure sowie die zu-
grunde liegenden Mechanismen, die zu einer gesteigerten Expression und Sekretion von IL-
la fhren, identifiziert. Es wurde auf3erdem gezeigt, dass es durch die Inhibition von IL-1a zu
einer signifikanten Reduktion inflammatorischer Infiltrate nach einem akuten Myokardinfarkt

kommt. Dies fuhrt folglich auch zu einer geringeren myokardialen Schadigung.

Die vorliegende Arbeit leistet somit einen Beitrag zum Verstéandnis der Pathophysiologie kar-
dio-renaler Erkrankungen und der Entwicklung anti-inflammatorischer Therapiestrategien. Die
Modulation von IL-1a stellt einen vielversprechenden Therapieansatz sowohl in der Pravention
kardiovaskularer Erkrankungen als auch in der Behandlung akuter kardiovaskularer Ereignisse
dar. Selektive Inhibitoren von IL-1a wurden bereits in mehreren Studien hinsichtlich ihrer anti-
inflammatorischen Wirksamkeit untersucht und werden in der Behandlung diverser Erkrankun-
gen eingesetzt. Es ist nun von besonderer Relevanz spezifische Inhibitoren von IL-1a im Rah-

men klinischer Studien an Patienten zu testen.
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