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Einleitung

Atherosklerose

Die  Atherosklerose ist eine chronische Inflammation der Gefalwand. lhre
Hauptmanifestationsformen sind die Koronare Herzkrankheit, welche zu Herzinfarkt und
chronisch ischdmischer Kardiomyopathie sowie Herzinsuffizienz fiihren kann, die periphere
arterielle Verschlusskrankheit und die zerebrovaskulére Insuffizienz bzw. der Schlaganfall. Diese
sind die Haupttodesursachen in der westlichen Welt und werden voraussichtlich bis 2020 diesen
Platz auch weltweit einnehmen (Murray und Lopez et al., 1997). Eine Reihe von Risikofaktoren
wurde als ursachlich fir die Manifestation der Atherosklerose beschrieben. Es handelt sich
hauptséchlich um: Nikotinusus, arterielle Hypertonie, Diabetes mellitus, Hypercholesterindmie,
fortgeschrittenes Alter, mannliches Geschlecht und familidre Belastung. Ebenfalls begunstigend
wirken  Ubergewicht, cholesterinreiche hochkalorische Diat, korperliche  Inaktivitat,
Hyperfibrinogendmie, Hyperhomocysteindmie, erhohtes Lipoprotein(a), Hypertriglyzeridamie
und Glucoseverwertungsstorung. Auch eine Beteiligung von Herpesviren und Chlamydia
pneumoniae wurde beschrieben (Ross et al., 1999). Es kommt dabei zwischen den einzelnen
Risikofaktoren zu wechselseitigen Beeinflussungen und tberadditiven Effekten, sodass aus ihnen
teilweise ein individuelles atherogenes Risikoprofil abgeleitet werden kann.

Atherosklerose selbst wird als stadienhafter, chronisch inflammatorischer Prozess der grof3en und
mittleren Arterien im Sinne einer repair-to-injury Reaktion auf den pathogenen Einfluss der
Risikofaktoren definiert (Ross et al., 1993). Prédisponiert sind Lokalisationen mit
hamodynamischen Besonderheiten (abnehmender Blutfluss, Riickstrom, Totwasserzonen,
Krimmungen), die sich zum Beispiel an der Bauchaorta, den Koronarien, der Arteria carotis
interna, der Arteria femoralis oder den Abzweigungsstellen des zerebralen Circulus arteriosus
Willisii finden (Cornhill et al., 1985, Wissler und Vesselinovitch et al., 1983).
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Abb. 1 Stadienhafter Verlauf der Atherosklerose (Ross et al., 1999)

Eine Aktivierung und Schadigung des Endothels fihrt zur Expression von Adhésionsmolekiilen, gefolgt von
einer Leukozytendiapedese durch die Endothelschicht (A). Im weiteren Verlauf kommt es zur Bildung von
Schaumzellen, der Migration und Proliferation von glatten Gefalmuskelzellen und der Formation einer
atherosklerotischen Plaque (B). In fortgeschrittenen Stadien ist die Lé&sion durch die Akkumulation von
Makrophagen, der Bildung eines nekrotischen Lipidkerns und einer fibrésen Plaquemembran gekennzeichnet
(C), gefolgt von einer Plagueruptur, Exposition des thrombogenen Inhalts in die Blutstrombahn und
nachfolgender Thrombenbildung (D).

Endotheliale Dysfunktion

Noch bevor es zur Ausbildung einer atherosklerotischen Lasion kommt, ist eine Dysfunktion von
Endothelzellen nachweisbar. Hierunter versteht man eine Beeintrdchtigung der Endothel
vermittelten Vasodilatation (Feletou und Vanhoutte et al., 2006). Dies wurde erstmals in
Tiermodellen hypertensiver Ratten (Lockette et al., 1986) und nachfolgend auch in Patienten mit
kardiovaskularen Risikofaktoren (Ludmer et al., 1986) beobachtet. Kurz zuvor war beschrieben
worden, dass die Acetylcholin vermittelte Vasodilatation der GefaRe obligat ein funktionsfahiges
Endothel voraussetzt, welches zur Produktion von endothelium-derived-relaxing-factor (EDRF)
oder auch nitric oxid (NO) befahigt ist (Furchgott und Zawadzki et al., 1980). NO selbst
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kontrolliert nicht nur den Gefédlitonus, sondern inhibiert auch die Leukozytenadhasion,
Thrombozytenaggregation und Proliferation von Intima sowie glatten Gefalmuskelzellen und ist
somit ein essentielles parakrines Hormon fir die Aufrechterhaltung der vaskuldren Homoostase
(Forstermann et al., 2008). Unter dem Begriff Endotheliale Dysfunktion versteht man folglich
eine Funktionseinschrankung durch eine verminderte Bioverfligbarkeit von NO, daneben kommt
es zu einem zunehmenden Endothelzellverlust durch vermehrte Apoptose und verminderter
Regenerationsfahigkeit. Die Endotheliale Dysfunktion ist nicht nur ein obligater Bestandteil in
allen Stadien der Atherosklerose, sondern zusatzlich auch mit einem erhéhten kardiovaskularen
Risiko assoziiert (Halcox et al., 2002, Schachinger et al., 2000).

Oxidativer Stress

Die Bioverfuigbarkeit von NO wird durch oxidativen Stress beeintrachtigt. Hierunter versteht man
ein vermehrtes Vorkommen reaktionsfreudiger Sauerstoffradikale, sogenannter reactive oxygen
species (ROS), wie Superoxid Anion bzw. superoxide anion (O;"), Hydroxylradikal bzw.
hydroxyl radical (OH’), Stickstoffmonoxid bzw. nitric oxid (NO’), Wasserstoffperoxid bzw.
hydrogen peroxide (H,O;), Peroxynitrit bzw. peroxynitrite (ONOO’) und Hypochlorit bzw.
hypochlorite (HOCL), welche beim Vorliegen kardiovaskulédrer Risikofaktoren vermehrt in der
Gefallwand nachgewiesen werden kdnnen. ROS reduzieren das verfiigbare NO via Inaktivierung
zu toxischem Peroxynitrit und tragen somit direkt zur Entstehung einer Endothelialen
Dysfunktion bei. Zusatzlich schadigen die Sauerstoffradikale die sie umliegenden zellularen und
extrazellularen Komponenten wie etwa DNA, Proteine oder Lipide. Quelle fur Sauerstoffradikale
sind beispielsweise die nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADPH) Oxidase, die
Xanthinoxidase oder die mitochondrale Atmungskette (Forstermann et al., 2010).
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Abb. 2 Oxidativer Stress und Atherosklerose (Forstermann et al., 2010)

Kardiovaskulare Risikofaktoren filhren zu einem Ungleichgewicht prooxidativer Enzyme wie NADPH
Oxidase, Xanthinoxidase oder der mitochondralen Atmungskette gegeniiber antioxidativen protektiven
Enzymen wie Superoxiddismutase, Glutathionperoxidase oder Katalase. Dies fuhrt zur vermehrten Bildung
proatherogener reaktionsfreudiger Sauerstoffradikale (oxidativer Stress), wodurch es zu einer DNA
Schadigung, Proliferation von glatten Geféalmuskelzellen und einer vermehrten Expression
proinflammatorischer Gene kommt.

Endotheliale Mikropartikel

Durch die Schadigung des Endothels kommt es zum Verlust seiner homdostatischen
Eigenschaften, erhohter parazelluldrer Permeabilitat, verminderter NO Produktion, Sekretion
proinflammatorischer ~ Zytokine, Wachstumsfaktoren und Chemokine wie monocyte
chemoattractant protein-1 (MCP-1) (Braunersreuther et al., 2007) sowie zur Expression von
intracellular adhesion molecule-1 (ICAM-1) und vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1),
welche zur Rekrutierung von Makrophagen und T-Lymphozyten aus dem Blutstrom fiihren
(Rudijanto et al., 2007). Apoptose und Zellaktivierung oder Zellverletzung fuhren zudem Uber
eine Desintegration des Zytoskeletts mit konsekutiver Destabilisierung der Zellmembran zu einer
Freisetzung von Mikropartikeln (MP) (Hugel et al., 2005). Dies sind submikroskopische
Membranabschnirungen, welche eine Phospholipid-Doppelmembran und ein fir den jeweiligen

Zelltyp charakteristisches Lipid- bzw. Proteinprofil sowie charakteristische Membranantigene
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besitzen. Beispiele fiir Zellen, welche MP freisetzen, sind die an der Atherosklerose beteiligten
Endothelzellen, glatte GefaBmuskelzellen, Leukozyten und Thrombozyten (VanWijk et al., 2003).
MP besitzen prokoagulatorische und proinflammatorische Eigenschaften (Leroyer et al., 2008),
etwa induzieren thrombozytdre MP die Freisetzung von Interleukin-6 (IL-6) und Interleukin-8
(IL-8) sowie die Expression der Adhadsionsmolekile ICAM-1, VCAM-1 und E-Selektin, was
wiederum zu Leukozytenmigration und Diapedese beitragen kann. MP, welche von
Endothelzellen stammen, werden als Endotheliale Mikropartikel (EMP) bezeichnet. Diese sind
bei Patienten mit Atherosklerosemanifestationen wie akutem Koronarsyndrom erhoht (Bernal-
Mizrachi et al.,, 2003) und tragen Uber eine Beeintrachtigung der NO Freisetzung aus
Endothelzellen wiederum zur Entstehung einer Endothelialen Dysfunktion bei (Amabile et al.,
2005). Zudem dienen MP als Transportvesikel fir Proteine, mRNA und microRNA (Rautou und
Mackman et al., 2012).

Atherosklerotischer Plague

Eine weitere wichtige Rolle spielen low densitiy lipoprotein (LDL) Partikel, welche Endothel-
und glatte GefaBmuskelzellen direkt schadigen (Griendling und Alexander et al., 1997, Morel et
al., 1983, Navab et al., 1996) und ein wichtiger Bestandteil von atherosklerotischen Lasionen sind
(Yla-Herttuala et al., 1989). Der Pathomechanismus ist hierbei die Oxidation von LDL etwa
durch ROS, welches nachfolgend Uber scavenger Rezeptoren der Makrophagen internalisiert
werden kann (Han et al., 1997), wodurch diese zu Schaumzellen, foam cells werden. Anféanglich
kommt den Schaumzellen eine protektive Rolle zu, da sie am Abtransport des LDL beteiligt sind.
Im weiteren Verlauf jedoch bilden sie chemotaktische Faktoren, wodurch es zu einer verstarkten
Migration von Monozyten in die atherosklerotische Lasion kommt.

Erstes morphologisches Korrelat des atherosklerotischen Prozesses ist der sogenannte fatty streak,
eine Ansammlung von T-Lymphozyten und aus Monozyten entstandenen Makrophagen, die
initial die atherosklerotische Lé&sion bilden (Stary et al., 1994). Atherosklerotische Lé&sionen
werden definiert als asymmetrisch verteilte, fokale Verdickungen der innersten
Gefallwandschicht, der Intima. Sie bestehen aus Zellen, Bindegewebe und Matrixelementen,
Lipiden und Debris.

In allen Stadien der Atherosklerose sind hauptséchlich Makrophagen sowie T-Lymphozyten

beteiligt (Jonasson et al., 1986). Durch die von diesen Zellgruppen sowie von Endothelzellen
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produzierten proinflammatorischen Zytokine und Chemokine kommt es im Verlauf der
andauernden Entzlindungsreaktion zu einer weiteren Schadigung im Bereich der L&sion und zur
Rekrutierung weiterer Entztindungszellen. Fur den weiteren Verlauf entscheidend ist ein Wechsel
des Phénotyps von glatten Gefamuskelzellen. Diese werden - im Gegensatz zu ihrem normalen
Zustand als stationare, fur die GefaBkontraktion zustdndige Zellen - zur Proliferation und
Migration von der Media in die Intima angeregt. Dort bilden sie extrazellulare Matrix in Form
von Proteoglykanen, Elastin und Kollagen, was zur Organisation der L&sion beitrgt. Denudiertes
Endothel fuhrt experimentell zu einer gesteigerten Proliferation glatter Muskelzellen, welches
wiederum zur Neointimabildung flihrt (Lindner und Reidy et al., 1993). So entsteht die nachste
Stufe, die sog. intermediate lesion. Die durch Muskelzellen verdickte Zellwand im Bereich der
Lasion wird anfanglich noch durch eine Dilatation des GefaRes kompensiert, sodass das Lumen
unverdndert bleibt (Glagov et al.,, 1987). Bei anhaltender Migration und Proliferation von
Leukozyten und glatten Gefalmuskelzellen im Lasionsbereich und Akkumulation von
Bindegewebe wird dieser Mechanismus Uberfordert, so dass es schlieflich zu einer Einengung
des Lumens mit konsekutiver Veranderung der Blutstromungsverhaltnisse kommt. Die besonders
bei korperlicher Belastung resultierende Ischdmie der abhéngigen Korperteile macht sich klinisch

als Angina pectoris, Claudicatio intermittens, Dyspnoe bzw. synkopale Ereignisse bemerkbar.

Plaque Ruptur

Im atherosklerotischen Plague kommt es zum Zelltod von Schaumzellen, die einen nekrotischen
Kern oder necrotic core bilden, welcher aus Debris und Lipiden besteht. Die durch Makrophagen
induzierte Produktion fibrosen Gewebes durch die glatten Gefallmuskelzellen fihrt zur Bildung
einer Plaquekappe oder fibrous cap, welches den nekrotischen Bereich gegen das GefalRlumen
abgegrenzt. Man spricht nun von einer advanced bzw. complicated lesion. In manchen Fallen
kommt es nachfolgend zur Plaqueruptur. Eine Infiltration des fibrous cap mit Makrophagen und
T-Lymphozyten bei gleichzeitig verminderter Anzahl von glatten Muskelzellen fiihrt zu dessen
Ausdinnung (Ross et al., 1999). Makrophagen werden von T-Lymphozyten zur Produktion von
Proteasen, v.a. MMP (matrixmetallo protease) stimuliert, was zu einer Instabilitit der Plaques
fihren kann (Schonbeck et al., 1997). Es kommt zu Rissen im fibrous cap, verbunden mit
Einblutungen in die Plaque oder Freisetzung und Exposition von thrombogenem Plaqueinhalt in

das Gefdllumen (Schwartz et al., 2007). Die hiernach folgende Thrombosierung mit
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Lumenobliteration bzw. die Embolisierung des Thrombus in abhéngige Versorgungsgebiete ist
der dem Herzinfarkt oder Schlaganfall zugrunde liegende Pathomechanismus (Arbustini et al.,
1999).

Endotheliale Progenitorzellen (EPC)

Die allgemeine Vorstellung, dass die Regeneration von geschédigtem Endothel allein durch
ortsstandige ausdifferenzierte Endothelzellen gewéhrleistet wird, wurde mit der Erstbeschreibung
von Zellen revolutioniert, welche sowohl Oberflaichenmarker von hdmatopoetischen Stammzellen
wie cluster of differentiation (CD) 133 als auch von Endothelzellen wie CD34, fetal liver kinase-
1 (Flk-1), Tyrosine kinase with immunoglobulin-like and EGF-like domains-2 (TIE-2) besitzen
(Asahara et al., 1997). EPC dienen nach Mobilisation aus dem Knochenmark in das periphere
Blut als Quelle fiir den Ersatz untergegangener Endothelzellen, indem sie ausdifferenzieren und
sich in die Endothelschicht integrieren (Wassmann et al., 2006), zum anderen aber sind sie auch
direkt zur de novo GeféalRbildung befahigt (Hirschi et al., 2008, Hur et al., 2004, Ingram et al.,
2004, Lin et al., 2000). Weiterhin kdnnen sie Uber parakrine Mechanismen die GefaRbildung
regulieren (Rehman et al., 2003, Sieveking et al., 2008, Zengin et al., 2006).

Eine genaue Definition der EPC steht bis heute noch aus und ist aktuell Gegenstand kontroverser
wissenschaftlicher Diskussionen (Timmermans et al., 2009). Die heute zumeist gebréuchliche
Identifikation von EPC erfolgt tber die Expression der Oberflachenmarker CD133, CD34 und
vascular endothelial growth factor receptor-2 (VEGFR-2) (Peichev et al., 2000, Reyes et al.,
2002, Werner et al., 2005).

Bisher wurden durch verschiedene Kulturverfahren unterschiedliche Subgruppen der EPC
beschrieben. In vitro unterscheidet man late-outgrowth EPC mit hohem Proliferationspotential,
welche an der Neovaskularisation und Reendothelialisierung direkt beteiligt sind und auch als
endothelial colony-forming cells (ECFC) bezeichnet werden (Hirschi et al., 2008, Hur et al., 2004,
Van Craenenbroeck und Conraads et al.), von early EPC. Zu diesen werden sowohl die colony
forming units (CFU) Hill als auch die circulating angiogenic cells (CAC) gerechnet. Early EPC
tragen indirekt Uber die Sekretion parakriner Faktoren zur Endothelrestauration bei (Pearson et al.,
2009, Sieveking et al., 2008, Steinmetz et al., 2009).
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EPC spielen in allen Stadien der Atherosklerose und deren Folgezustdnden wie Herzinfarkt und

Herzinsuffizienz eine wichtige Rolle.

Stadium der Atherosklerose EPC Funktion

frihe Endothelldsion (endotheliale | Endothelregeneration

Dysfunktion)

Plaque Progression Inkorporation an Pradilektionsstellen

fortgeschrittene rupturgefahrdete Plaque Neovaskularisierung, Destabilisierung

post Plaqueruptur maoglicher Beitrag zur Geféal3regeneration

Ballonangioplastie/Stentimplantation Reendothelialisierung und verminderte

Neointimaformation

myokardiale Ischamie und Infarkt Mobilisierung und kardiale Regeneration

Abb. 3 EPC Funktion in verschiedenen Stadien der Atherosklerose (Hristov und Weber et al., 2008)

Anzahl sowie Funktion von EPC sind mit Vorliegen und Schwere von kardiovaskulédren
Risikofaktoren invers korreliert (Fischer et al., 2008, Lippincott et al., 2008, Umemura et al.,
2008, Vasa et al., 2001). Eine Umstellung von Ernahrungs- und Lebensgewohnheiten, verbunden
mit einer besseren Einstellung der kardiovaskuldren Risikofaktoren, hat einen positiven Effekt
auf EPC (Muller-Ehmsen et al., 2008, Steiner et al., 2005, Van Craenenbroeck und Conraads et
al., 2010, Werner et al.,, 2007). Anzahl und Funktion der EPC sind weiterhin mit dem
kardiovaskularen Verlauf von KHK Patienten korreliert. Eine hohere Zahl zirkulierender EPC ist
signifikant mit einem niedrigeren Risiko fiir eine Revaskularisierung, Hospitalisierung und Tod
durch kardiovaskulare Ereignisse verbunden. Es ist daher denkbar, im Blut zirkulierende EPC als
prognostischen bzw. diagnostischen kardiovaskularen Biomarker zu verwenden (Werner et al.,
2005).

Normalerweise residieren EPC in Stammzellnischen im Endosteum des Knochenmarks. Uber den
C-X-C chemokine receptor type-4 (CXCR-4) sind sie an stroma cell-derived factor-1 (SDF-1)
gebunden, welches von Endothelzellen und Osteoblasten exprimiert wird und somit als Anker fiir
die EPC fungiert (Steinmetz et al., 2009). Auf diese Weise verbleibt normalerweise die Mehrheit
der EPC im Knochenmark, freigesetzt wird jeweils nur ein geringer Teil (Adams und Scadden et
al., 2006, Cottler-Fox et al., 2003, Lapidot et al., 2005, Ponomaryov et al., 2000). Ein weiterer
Aufenthaltsort von EPC ist die Gefallwand (Zengin et al., 2006). Mobilisation, Ausschwemmung
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in das periphere Blut und das Dirigieren zum Zielgewebe unterliegt der Kontrolle verschiedener
Zytokine und Hormone wie z.B. SDF-1 (Yamaguchi et al., 2003), placental growth factor (PIGF)
(Hattori et al., 2002) und Ostrogenen (Strehlow et al., 2003).

Auch EPC unterliegen nachgewiesenermafen der Seneszenz. Mit fortschreitendem Lebensalter
kommt es zu einer erhohten Zellalterung (Beausejour et al., 2007), die Anzahl an verfligbaren
hédmatologischen Stammzellen verringert sich und es kommt zu Funktionseinschrankungen z.B.
bei Mobilisation und Homing (Xing et al., 2006). In diesen Patientenkollektiven ist daher mit
einer eingeschrénkten regenerativen Kapazitat der EPC zu rechnen (Sharpless und DePinho et al.,
2007).

Therapeutische Anwendungsmaglichkeiten von EPC wurden in zahlreichen tierexperimentellen
und klinischen Studien untersucht. EPC tragen zur Regeneration von GefélRen und damit auch zur
Regeneration von durch Ischdmie kompromittiertem Gewebe bei. So konnte die GefaRneubildung
in Tierversuchsmodellen durch die Gabe von EPC bei Infarktgeschehen verbessert werden
(Kalka et al., 2000, Kawamoto et al., 2001), und auch in hind limb ischemia Tiermodellen
resultierte eine durch EPC induzierte Neoangiogenese in einer verbesserten Reperfusion und
Regeneration des ischdmisch geschadigten Gewebes (Takahashi et al., 1999). Durch die
intrakoronare Gabe von EPC bei Herzinfarktpatienten konnte eine verbesserte linksventrikulare
Pumpfunktion (Britten et al., 2003, Schachinger et al., 2004) sowie eine erniedrigte Rate an
Reinfarkten, Hospitalisierungen und eine verminderte Mortalitét erreicht werden (Schachinger et
al., 2006, Schachinger et al., 2006).

Eine weitere Mdglichkeit ist die Verwendung von EPC in Koronarstents. Um die Rate von
Restenose nach percutaneous transluminal coronary angioplasty (PTCA) zu minimieren, wurden
Stents entwickelt, welche in den Koronararterien nach GeféaRdilatiation platziert werden. Um die
hohe Restenosierungsrate der bare-metal-stents (BMS) zu reduzieren, wurden drug-eluting-stents
(DES) eingesetzt, welche mit immunsuppressiven Substanzen wie z.B. Sirolimus beschichtet sind.
Nachteilig ist hierbei jedoch die erhdhte Zahl an Stentthrombosen sowie die Notwendigkeit einer
langeren Gabe von thrombozytenaggregationshemmenden Medikamenten einschlieBlich der
damit verbundenen erhéhten Blutungsneigung. EPC sollen hier zu einer rascheren
Reendothelisierung der thrombogenen Stentoberflache beitragen, weshalb mit CD 34 Antikorpern
beschichtete Stents entwickelt wurden, welche zirkulierende CD 34 positive Zellen binden sollen
(Aoki et al., 2005). Eine andere Mdglichkeit ist die Beschichtung von Stents mit transgenen EPC,
wodurch inflammatorische Prozesse supprimiert werden sollen (Zhou et al., 2009).
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Daneben ist ein Ansatz neben der Applikation von ex vivo kultivierten EPC zu therapeutischen
Zwecken eine Erhéhung der Anzahl der im peripheren Blut zirkulierenden korpereigenen EPC
durch vermehrte endogene Mobilisation aus dem Knochenmark. Es wurden verschiedene
Substanzen identifiziert, die dies ermdglichen. Hierbei handelt es sich u. a. um Medikamente, die
auch allgemein bei der Behandlung der Herzinsuffizienz bzw. bei Patienten nach stattgehabtem
Myokardinfarkt Verwendung finden, wie z.B. angiotensin converting enzyme (ACE)-Inhibitoren
(Wang et al., 2006), B-Blocker (Yao et al., 2008), S-hydroxy-methyl-glutaryl-CoA (HMG-CoA)-
Reduktase-Hemmer (Llevadot et al., 2001) und Thiazolidindione (Wang et al., 2006). Weitere
Beispiele sind z.B. VEGF (Asahara et al., 1999), granulocyte-colony-stimulating factor (G-CSF)
(Takahashi et al., 1999) und Erythropoetin (Heeschen et al., 2003). Dabei muss allerdings
berucksichtigt werden, dass die korpereigenen EPC wie oben beschrieben durch die bei
kardiovaskularen Patienten vorliegenden Risikofaktoren negativ beeinflusst werden (Hill et al.,
2003).

Immunsystem

Eine wichtige Komponente der Atherosklerose ist die Beteiligung des Immunsystems, etwa Uber
an der Plagueentstehung beteiligte Immunzellen wie Makrophagen, Lymphozyten, dendritische
Zellen und Natirliche Killerzellen (Hansson et al., 2002). Das Gefal3system selbst kann ebenfalls
als integraler Bestandteil des Immunsystems gesehen werden, dient es doch dem Transport von
Immunzellen und Pathogenen im Blut, zwischen denen es folglich zum Kontakt mit
nachfolgendem Immunisierungsprozess kommt. Wie oben beschrieben kann das Endothel via
Produktion proinflammatorischer Zytokine sowie (ber eine Expression von Adhasionsmolekilen
oder Présentation von Antigenen tber major histocompatibiliy complex (MHC) Il (Getz et al.,
2005) zur Rekrutierung, Aktivierung und Diapedese von Leukozyten und somit zum
Entziindungsprozess beitragen.

Das Immunsystem ist fir den Schutz des Korpers vor Umweltpathogenen wie z.B. Bakterien und
Viren zusténdig, auBerdem fiir die Beseitigung von korpereigenen entarteten Zellen. Generell
unterscheidet man zwischen dem angeborenen unspezifischen Immunsystem, auch innate

immune system, das die erste Phase der Abwehr bestimmt, und dem selektiv wirkenden
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erworbenen Immunsystem, auch adaptive immune system. Dessen hohe Antigenspezifitdt muss

im Laufe des Lebens durch Kontakt mit dem jeweiligen Antigen erworben werden.

Innate immune system Adaptive immune system
Anatomical barrier Antigen presentation ‘
epithelium 1/ ,non-self* recognition
mucus BURETORS Major histocompatibility complex
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Abb. 4 Ubersicht tiber den Aufbau des Immunsystems

Das unspezifische Immunsystem besteht aus verschiedenen Komponenten wie Epithelien, Komplementsystem,
verschiedenen Zyto- und Chemokinen sowie einer Reihe von Zellen wie Makrophagen, Granulozyten oder
dendritischen Zellen. Es ist fir die erste schnelle Immunantwort verantwortlich und erkennt daher von
Geburt an eine Vielzahl verschiedenster Pathogene. Das adaptive Immunsystems hingegen ist zu einer
zielgerichteten Immunantwort, welche im Laufe des Lebens erworben werden muss, in der Lage. Es besteht
aus T- und B-Lymphozyten mit ihren jeweiligen einzelnen Untergruppen. Eine Aktivierung erfolgt Uber
Antigene, welche teilweise von Zellen des unspezifischen Immunsystems tber MHC Molekule préasentiert
werden. T-Zellen werden unterteilt in T-Helfer Zellen, welche immunmodulatorische Aufgaben wie etwa die
Aktivierung von B-Zellen haben, und zytotoxische T-Zellen, welche viral infizierte Zellen beseitigen kénnen.
B-Zellen kdnnen auch native Antigene erkennen und sezernieren daraufhin Antikdrper, welche die jeweiligen
Pathogene inaktivieren und deren Phagozytose erleichtern, was als Opsonierung bezeichnet wird.

Das phylogenetisch dltere unspezifische Immunsystem bildet die Basis fir die alltagliche
Eliminierung einer Vielzahl von Fremdsubstanzen, Viren, Bakterien oder Fungi, welche ubiquitér
in der Umwelt vorkommen und welchen der Korper stdndig exponiert ist. Die hier verwendeten
Mechanismen bestehen von Geburt an. Dem unspezifischen Immunsystem zugehérig sind zur

Phagozytose befahigte Zellen wie Monozyten/Makrophagen, neutrophile Granulozyten und
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Natlrliche Killerzellen, das Komplementsystem, Defensine, Lysozyme und Akute-Phase-
Proteine. Uberwindet eine pathogene Substanz die korpereigene Barriere, z.B. Haut oder
Schleimhaut des Gastrointestinaltraktes, wird sie im ldealfall durch Phagozytose rasch beseitigt,
so dass es gar nicht erst zu einer Infektion kommt. Makrophagen und dendritische Zellen bilden
dabei durch ihre Fahigkeit zur Antigenprasentation ein Bindeglied zum adaptiven Immunsystem.
Die Zellen des unspezifischen Immunsystems sind zur Erkennung eines enorm breiten und
heterogenen Spektrums an krankheitsverursachenden Substanzen in der Lage. Gleichzeitig
mussen sie aber auch potentiell schadliche von harmlosen Erregern sowie exogene von
endogenen Liganden unterscheiden, damit es nicht zu allergischen bzw. autoreaktiven Reaktionen

kommt. Dies geschieht beispielsweise iber pattern-recognition-receptors (PRR).

Pattern recognition receptors (PRR)

PRR sind dem unspezifischen Immunsystem zugehotrige Rezeptoren, welche auf die Erkennung
einer Vielzahl von Liganden spezialisiert sind. Eine wichtige Determinante der Aktivierung des
Immunsystems ist die Unterscheidung von exogenen teils infektiosen Antigenen, welche eine
inflammatorische Antwort nach sich ziehen, und endogenen sterilen inflammatorischen Prozessen
etwa nach Gewebetraumen oder Apoptose. Entsprechend unterscheidet man exogene pathogen-
associated molecular pattern (PAMP) wie Umweltpathogene von Bakterien- oder
Virenbestandteilen (Fukata et al., 2009) von endogenen danger-associated molecular pattern
(DAMP). Dieser Kategorie zugehorig sind etwa Hitzeschockproteine, Harnsaure,
Cholesterinkristalle, oxidiertes LDL aber auch endogene Nukleinsauren (Matzinger et al., 2002,
Shi et al., 2003). Durch eine Unterscheidung von PAMP bzw. DAMP mit nachfolgender
Initilerung angemessener, unterschiedlicher Immunreaktionen tragen PRR in essentieller Weise

zur Aufrechterhaltung der Immunhomdostase bei (Sirisinha et al., 2011).

Innerhalb der PRR werden verschiedene Untergruppen differenziert:
- Toll-like Rezeptoren (TLR), welche entweder auf der Zellmembran oder in Endosomen
lokalisiert sind (Kawai und Akira et al., 2006)
- zytosolische nucleotide binding and oligomerization domain (NOD)-like Rezeptoren
(NLR)
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- zytosolische retinoic acid inducible gene protein-l1 (RIG-I)-like Rezeptoren (RLR), zu
welchen RIG-1, melanosoma differentiation associated gene-5 (MDA-5) und laboratory of

genetics and physiology 2 (LGP2) gehoren (Inohara et al., 2005, Liu und Gu et al., 2011).

Toll-like Rezeptoren (TLR)

TLR sind transmembrandre Glykoproteinrezeptoren. Die extrazelluldre Doméne besteht aus 19-25
sich wiederholenden Motiven, leucin-rich repeat motifs (LRR), jedes jeweils 24-29 Aminosauren
lang (Bowie und O'Neill et al., 2000), welche fiir die Pathogenerkennung zustandig sind. Die
Weitergabe der Information an die nachgeschalteten molekularen Signalwege erfolgt Uber die
intrazellulare toll-interleukin-1 receptor (TIR) domain. Generell werden zwei Hauptsignalwege
unterschieden. Uber myeloid differentiation primary response protein 88 (MyD88) erfolgt die
Aktivierung von nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells (NF-kB)
activated protein-1 (AP-1), Uber TIR-domain containing adapter inducing IFN-A (TRIF) wird die
Aktivierung von Typ I Interferon vermittelt (Creagh und O'Neill et al., 2006). Dies fuhrt zu einer
Aktivierung des angeborenen Immunsystems und Uber die Produktion proinflammatorischer
Zytokine zu einer Abwehrreaktion sowie zur Aktivierung von Antigen présentierenden Zellen
(Fukata et al., 2009).

Toll-like Rezeptor Ligand
TLR-1 Triacyle, Lipoproteine
Lipoproteine, Peptidoglykan,
Glycoinositolphospholipide, Zymosan,
Phospholipomannan, Lipoteichonsaure,
TLR-2 _ _
Hitzeschockproteine, Hyaluron,

Membranproteine von Rételviren, humanes
Zytomegalievirus, Herpes simplex Virus Typ |
lange Doppelstrang RNA, poly IC, kurze
Einzelstrang RNA

TLR-3

Lipopolysaccharide, Flavolipin,
TLR-4 } ] o
Hitzeschockproteine,  Fibrinogen, = Mannan,
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Glycoinositolphospholipide, Taxol, F Protein
von respiratory syncytial virus, murines
retrovirales ~ Membranprotein, Fibronectin,

Heparansulfate, Hyaluronséure

TLR-5 Flagellin

TLR-6 Diacyllipopeptide, Lipoteichonsaure, Zymosan
TLR-7 Einzelstrang RNA, Imidazoquinoline
TLR-8 Einzelstrang RNA, Imidazoquinoline
TLR-9 Demethylierte CpG Motive

TLR-10 Unbekannt

TLR-11 Uropathogene Bakterien

TLR-12 Unbekannt

TLR-13 Unbekannt

Abb. 5 Ubersicht tiber die von Toll-like Rezeptoren detektierten Liganden (Fukata et al., 2009)
TLR-3

TLR-3 kommt sowohl in Endosomen als auch auf der Zellmembran vor. Dieser wird in
zahlreichen Geweben wie Plazenta, Pankreas, Leber, Lunge, Herz und Hirn exprimiert und in
verschiedenen Zellen gebildet, hierunter Dendritische Zellen, Makrophagen, Epithelzellen,
Fibroblasten sowie Astrozyten. Der Rezeptor detektiert virale Doppelstrang ribonucleic acid
(RNA) sowie dessen synthetisches Analogon polyinosinic-polycytidylic acid (poly(1:C))
(Matsumoto und Seya et al., 2008). TLR-3 ist der einzige toll-like Rezeptor, der die
nachgeschaltete Signalkaskade nicht Gber MyD88 aktiviert (Akira et al., 2006). Das von TLR-3
benutzte Adaptormolekil ist toll-IL-1 receptor (TIR) domain-containing adaptor molecule-1
(TICAM-1), welches auch TRIF genannt wird. Dies fuhrt zur Aktivierung von interferon
regulatory factor (IRF3), NF-xB sowie AP-1 und nachfolgend zur Produktion von IFN-£ und
anderen inflammatorischen Zytokinen und Chemokinen. TLR-3 ermdglicht dem Organismus
somit eine Abwehrreaktion durch das angeborene Immunsystem und fihrt weiterhin zur

Aktivierung und Differenzierung von Dendritischen Zellen, womit TLR-3 als Bindeglied
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zwischen angeborenem und erworbenem Immunsystem fungiert (lwasaki und Medzhitov et al.,
2004, Oshiumi et al., 2003, Yamamoto et al., 2003).

%asmm. poly(1:C) Virus

Myeloid DC M O
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£ - Endosome
&
— < 1 >
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TRAF3 l \ A apoptosis
NAP1 oK1
IKKe IKKafy

AP-1 l P ie ®
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- AP-1 NF-xB
T D —
Abb. 6 TLR-3 abhéangige Signaltransduktion

Endosomal lokalisiertes TLR-3 detektiert virale dsRNA bzw. poly IC. Hierdurch kommt es via das
Adaptormolekil TICAM-1/Trif zu einer IRF3, NF-kB und AP-1 abh&ngigen Produktion von IFN-B sowie
anderen inflammatorischen Zytokinen (Matsumoto und Seya et al., 2008).

RIG-I

RIG-I codiert fur ein aus 925 Aminosduren bestehendes Protein, welches zwei N-terminal
caspase recruitment domains (CARD), eine DEXD/H box helicase domain und eine C-terminal
repression domain (RD) besitzt. Der Rezeptor ist im Zytoplasma lokalisiert und induziert nach
Detektion viraler Doppelstrang RNA die Produktion von Interferon B (Yoneyama et al., 2004).
Vertreten ist RIG-1 zum Beispiel in Fibroblasten, Makrophagen und dendritischen Zellen (Kato et
al., 2005). Nach Rezeptorstimulation erfolgt tber virus induced signaling adaptor (VISA) bzw.
CARD adaptor inducing IFN-g (Cardif) die Aktivierung von interferon regulatory factor (IRF3)
und NF-xB. Dies resultiert in der Produktion inflammatorischer Zytokine oder Chemokine wie
IL-15, IL-6, IL-8 oder IL-28 (Liu und Gu et al., 2011).


http://www.sciencedirect.com/science?_ob=MiamiCaptionURL&_method=retrieve&_udi=B6T3R-4RGTXBX-1&_image=B6T3R-4RGTXBX-1-9&_ba=&_fmt=full&_orig=na&_pii=S0169409X07003833&view=full&_isHiQual=Y&_acct=C000055082&_version=1&_urlVersion=0&_userid=1848530&md5=ea49964f8f86665c92101feeae71128
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MDA-5

MDA-5 ist ebenfalls eine DEXD/H Helicase, welche ubiquitdr im Zytoplasma vorkommt und
zwei CARD Doménen sowie eine Helicasen Doméne besitzt. MDA-5 10st ebenso antivirale
Immunreaktionen aus (Kang et al., 2002). Abhédngige Signalmolekile umfassen neben Cardif,
IRF3 und NF-xkB Fas associated death domain (FADD) sowie receptor-interacting serine-
threonine kinase 1 (RIP1), was in der Produktion von IFN-f# und anderen inflammatorischen
Zytokinen resultiert (Barral et al., 2009).

Viral RNA and DNA-Mediated Induction of IFNo/B
Transcription: The TLR-Independent Pathway.

Cyroplasm
LGP2? Rhabdovirus
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Abb. 7 RIG-1 und MDA-5 Signaltransduktionswege (Barral et al., 2009)

Eine Stimulation von RIG-1 und MDA-5 mit 5 Triphosphat RNA bzw. dsRNA fihrt (ber die
nachgeschalteten Molekiile FADD/RIP-1 und IRF3 zu einer Aktivierung von IFN-B Genen sowie zur
Produktion proinflammatorischer Molekdile.

Virale Liganden

TLR-3 detektiert ebenso wie RIG-I virale Doppelstrang RNA. Daneben sind TLR-3 wie MDA-5 in
der Lage, das synthetische RNA Analogon poly IC zu erkennen, nicht jedoch RIG-I (Gitlin et al.,
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2006, Kato et al., 2006). RIG-I selbst erkennt virale Einzel- und Doppelstrang RNA mit einem
Triphosphat am 5° Ende (3pRNA) (Hornung et al., 2006).

Weitere auf die Erkennung von viralen Nukleinsduren spezialisierte PRR sind TLR-7/8
(Einzelstrang RNA) (Heil et al., 2004), TLR-9 (CpG-Motif desoxyribonucleic acid (DNA))
(Hemmi et al., 2000) sowie DNA-dependent activator of IFN-regulatory factors (DAI) (Takaoka
et al., 2007) und absent in melanoma 2 (AIM2) (Doppelstrang DNA) (Hornung et al., 2009).

C_dsRNA

/ -

l TLR3 l RIG-] I MDAS
Anti-Viral Tumor cell
Host Defense Apoplosis

Innate Immunity Inflammation

Adaptive Immune
Responses

Abb. 8 Aktiverung des unspezifischen Immunsystems durch dsRNA

dsRNA 16st Uber die Aktivierung von TLR-3, RIG-1 und MDA-5 eine Reaktion des unspezifischen
Immunsystems aus. Dies dient der Generierung einer entziindlichen Abwehrreaktion bzw. der Apoptose von
Tumorzellen (Yu und Levine et al., 2011).

Eigenes Forschungsvorhaben

Die Atherosklerose wird als inflammatorischer Prozess der GefdRwand angesehen und Zellen des
Immunsystems sind an allen Stadien beteiligt. Zudem sind TLR sowohl in atherosklerotischen
Plaques als auch in der Adventitia nachweisbar und auch Bestandteil vieler Zellen des
kardiovaskuléaren Systems (Endothelzellen, Kardiomyozyten, Fibroblasten der Adventitia) sowie

Immunzellen (Makrophagen, dendritische Zellen). Daher wird angenommen, dass eine
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Aktivierung von TLR durch exo- aber auch endogene Faktoren zu dem inflammatorischen
Prozess der Atherosklerose beitragt (de Kleijn und Pasterkamp et al., 2003, Edfeldt et al., 2002).

Infection ’ Exo. Ligands Atherosclerosis
\ Plaque stability
[njury : ot
Toll-like Matrix turn- Neointima
Receptors > over & > formation
Ischemia Inflammation
Aneurysms
Oxidative .
stress Heart Infarction
> Endo. Ligands Heart dysfunction
Abb. 9 TLR und Atherosklerose

Uber eine Aktivierung von Toll-like Rezeptoren durch exogene aber auch endogene Liganden kommt es zu
einer entzindlichen Reaktion, welche mitverantwortlich fir die Entstehung der Atherosklerose mit ihren
Komplikationen wie Herzinfarkt oder Herzinsuffizienz sein kann (de Kleijn und Pasterkamp et al., 2003).

Sowohl Endothelzellen als auch Endotheliale Progenitorzellen sind inflammatorischen Effekten
unterworfen (Tousoulis et al., 2008). Da auch Endothelzellen PRR besitzen, vermuten wir, dass
diese immunkompetent sind und dies fir den atherosklerotischen Prozess von Bedeutung ist.
Eigene Voruntersuchungen unserer Arbeitsgruppe konnten zeigen, dass in vivo die Stimulation
von EC mit Bestandteilen viraler Nukleinsauren zu einer Hochregulation der jeweiligen PRR und
Induktion eines inflammatorischen Prozesses flhrt.

Wir postulieren daher, dass Endothelzellen immunkompetent sind und dass eine virusahnliche
Stimulation zur Endothelzell-Aktivierung fiihrt, was proatherogene Prozesse begunstigen kann.
Weiterhin postulieren wir, dass auch EPC als Vorlauferzellen der EC immunkompetent sind und
dies bei den Vorgingen, die zur Atherosklerose filhren, von Bedeutung ist. Uber
Immunregulation in EPC ist bisher wenig bekannt. Die vorliegende Arbeit befasst sich

hauptsachlich mit den immunologischen VVorgangen in EPC.
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Material und Methoden

Substanz Details

5 GGA CGT GGC AAA ACA AAT CAG

RIG-I Sense i

3

5 GCA ATG TCA ATG CCT TCA TCA
RIG-I Antisense .

5 CCT GGT TTG TTA ATT GGA TTA
TLR-3 Sense

ACG 3

) 5 TGA GGT GGA GTG TTG CAA AGG
TLR-3 Antisense

MDA-5 Sense

3
5 TGG TCT CGT CAC CAA TGA AA
3
5

) " CTC CTG AAC CAC TGT GAG CA %
MDA-5 Antisense

Abb. 10 Ubersicht tUiber die verwendeten humanen Real-Time PCR Primer
Name Bezeichnung
Fc - Block Purified Rat Anti-Mouse

CD16/CD32 Mouse BD Fc Block™

VEGF2 bzw. Flk-1 PE Rat Anti-Mouse Flk-1

Sca-1 PE Rat Anti-Mouse Ly-6A/E

CD31/PECAM -1 APC labeled Anti-Mouse CD31 (PECAM-1)
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Annexin V FITC Annexin V

FITC FITC Rat Ig G2a Isotype Control
PE PE Rat Ig G2a Isotype Control
Abb. 11 Ubersicht tiber die verwendeten FACS Antikérper von BD Pharmingen™

Zellversuche - in vitro

Isolierung von Endothelialen Progenitorzellen fir die Zellkultur

Gewinnung von Zellen aus murinen Milzen

- sterile Mausmilz in 10 ml 1 x PBS konservieren und von Fett befreien

- Milz in Petrischalendeckel mit 10 ml Milz-EDTA-Puffer geben und mittels gebogenen 25
g Kanilen vorsichtig die Zellen aus der Kapsel streichen

- Zellsuspension durch ZellStreamer in 50 ml Falcon pipettieren

- Deckel mit 5 ml Milz-EDTA-Puffer erneut spilen und ebenfalls durch ZellStreamer
pipettieren

Ficoll-Trennung zur Isolierung von mononuklearen Zellen (MNC)

Mononukleare Zellen (MNC) werden aus humanem Buffy Code Blut bzw. einer Suspension aus
Milz-EDTA-Puffer/Milzzellen der Maus mittels Ficoll-Dichtegradienten isoliert.

- 15 ml Biocoll Seperating Solution (Biochrom AG) mit einem Gemisch aus 15 ml Buffy
Code Blut bzw. 15 ml Suspension aus Milz-EDTA-Puffer/Milzzellen der Maus und 20 ml

PBS in einem 50 ml Falcon Uberschichten
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- Zentrifugation fiir 20 min bei 2400 Umdrehungen/min (U/min) bei Raumtemperatur ohne
Bremse, es resultiert eine Trennung in 3 Phasen, wobei die untere die Erythrozyten, die
mittlere die mononukleédren Zellen und die obere Phase Serum enthélt

- die mittlere Phase mittels 5 ml Pipette in einen neuen 50 ml Falcon Gberfuhren, diesen mit
sterilem PBS auf 50 ml aufftllen

- Zentrifugation fir 10 min bei 2400 U/min bei Raumtemperatur mit Bremse

- Uberstand verwerfen und Pellet in 5 ml sterilem PBS resuspendieren

- Zentrifugation fur 10 min bei 2400 U/min bei Raumtemperatur mit Bremse

- Uberstand verwerfen und Pellet in ca 5 ml Endothelium Cell Basal Medium-2 (EBM-2),
Clonetics resuspendieren, anschlieend die nicht zu lésenden Zellbestandteile mittels

ZellStreamer aus der Losung heraustrennen

Die Zahl der mononuklearen Zellen (MNC) in der Zellsuspension wird mittels Neubauer

Zahlkammer ermittelt. Anschlieend werden die Zellen auf Schalen bzw. Well-Platten ausgesét.

Folgendes Dosierungsschema wurde fur die einzelnen Versuche verwendet:

RNA Isolation : 3* 10’ Zellen auf 5 cm Schalen
L-012 Messung ; 5 * 10° Zellen auf 5 cm Schalen
Apoptose Essay : 1 *10* Zellen auf 96 Well-Platten

Vor dem Ausséden werden die Schalen bzw. Well-Platten mit Fibronectin beschichtet (im
Verhéltnis 1/10 mit sterilem PBS gemischt). AnschlieBend werden Schalen bzw. Wells mit EBM-
2 Medium aufgefullt.

Die MNC werden im Brutschrank bei 37°C und 5% CO, Begasung fiir 4 Tage bei 37°C inkubiert,
bevor am 4. Tag das EBM-2 Medium unter sterilen Bedingungen mit den oben genannten
Zielvolumina gewechselt wird. Die MNC werden in der Zellkultur durch das Anwachsen auf
Fibronectin weiter ausdifferenziert. Die nicht haftenden MNC werden beim Mediumwechsel am 4.
Tag mit dem Uberstand verworfen. Die mit EBM-2 Medium ernahrten und nach 7 Tagen auf dem
Boden der Petrischalen wachsenden Zellen entsprechen CAC bzw. early-EPC. Diese Population
zeichnet sich u.a. durch ihre Fahigkeit zur Phagozytose von DIiLDL und die Anfarbbarkeit mit

Lectin aus.
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Fur eine Kultiveriung von late-outgrowth EPC wird der Uberstand nach 2 Tagen verworfen und
alle 2 Tage das EBM-2 Medium gewechselt. Nach ca. 14-21 Tagen entsprechen die Zellen late-
outgrowth EPC.

Am 7. Tag erfolgt dann die Stimulation der CAC bzw. early-EPC.

Zellstimulation

Zieldosierungen:

poly A : 1 pg/ml
poly IC : 1 pg/ml
poly IC nt -4 pg/mi
3pRNA: 1 pg/mi

Grundsatzlich koénnen zwei verschiedene Mechanismen unterschieden werden. Bei einer
Stimulation ohne Transfektion (nicht transfiziert oder nt) entfaltet die Substanz ihre Wirkung
extrazellular an der Zellmembran. Auf diese Weise wird in den Versuchen TLR-3 durch poly IC
stimuliert. Bei einer Stimulation mit Transfektion wird die Substanz an ein Transfektionsagenz
gekoppelt, wodurch der entstehende lipophile Komplex in der Lage ist, die Zellmembran zu
uberwinden und intrazellular zu wirken. Das Transfektionsagenz fiir poly A, poly IC und 3pRNA
ist Lipofectamin, welches in einem Verhéltnis von 1:50 mit Optimem hinzugegeben wird.
Hierdurch kann intrazelluldr zytosolisch RIG-I durch 3pRNA und MDA-5 durch poly IC stimuliert

werden

Mausversuche - in vivo

Es wurden 4 Mausexperimente mit unterschiedlichem Versuchsaufbau durchgefuhrt. In den
Tierexperimenten verwendete 8-12 Wochen alte Wild-Typ Méause (C 57BL/6J, Charles River,
Sulzfeld, Deutschland) wurden bei 22°C mit einem 12 Stunden Tag/Nacht Rhythmus gehalten.
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Erndhrt wurden die Tiere mit Trockenfutter (Ssniff, Spezialdidten, Soest) und Trinkwasser ad

libitum.

1. Mausexperiment

20 Mause wurden in 4 Gruppen zu je 5 Tieren aufgeteilt. Die Stimulation erfolgte tiber 7 Tage an

jedem zweiten Tag via Injektion in die Schwanzvene. Verwendet wurden HG 5%, poly IC , poly
A und 3pRNA. Als Transfektionsreagenz fiir poly A, 3pRNA und poly IC diente JetPei™.

2. Mausexperiment

20 Wild-Typ Mause (C57BL/6J) wurden in 4 Gruppen zu je 5 Tieren aufgeteilt. Die Tiere

wurden entsprechend den oben genannten Bedingungen gehalten und ernéhrt. Pro Gruppe erhielt

je eine Maus HG 5%, poly IC , poly IC nt und poly A. Die Injektion erfolgte in die Schwanzvene.

24 h spéater wurden die Versuchstiere getotet und die Experimente durchgefihrt.

Substanz Beschreibung Menge pro Tier
poly A poly Adenosin 32,5 ug
poly IC Kinstlich hergestellte 32,5 ug

Doppelstrang RNA
poly IC nt Kinstlich hergestellte 100 pg
Doppelstrang RNA
3pRNA RNA mit Triphosphat Ende 32,5 ug
JetPei RNA Transfektionsreagenz 32,5 ug
Abb. 12 Ubersicht tiber die verabreichten Testsubstanzen und Dosierungen

Die Dosierungen der Testsubstanzen waren im ersten und zweiten Mausexperiment identisch.
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3. Mausexperiment

Je 10 Wild-Typ Méuse (C57BL/6J) und TLR-3 -/- Mduse (C57BL/6J) wurden alle 48 h (ber
einen Zeitraum von 7 Tagen mit jeweils 100 pg poly IC nt geldst in 200 pl NaCl 0,9 % bzw.

NaCl 0,9 % als Kontrolle via Injektion in die Schwanzvene behandelt.

4. Mausexperiment

10 Wochen alte Apo E -/- Mduse (C57BL/6J Stamm) wurden 7 Wochen lang mit fett- und
cholesterinreichem Futter ad libitum (Ssniff: 21 % Fett, 19,5% Casein, 1,25 % Cholesterin)
ernahrt. In der 5. Woche wurden sie einmalig und wahrend der letzten 2 Wochen der Diét taglich
mit jeweils 100 pg poly IC nt in 200 pl NaCl 0,9 % bzw. NaCl 0,9 % als Kontrolle via Injektion
in die Schwanzvene behandelt.

Organentnahme aus den Mausen

- Intraperitoneale Injektion von 300 pl Ketaminhydrochlorid/Xylazin Gemisch im Verhaltnis
2:1 pro Maus

- nach Exitus letalis Eroffnung der Bauchdecke und Blutentnahme aus der Vena cava inferior
mittels Heparin beschichteter Spritze

- Aufschneiden des Thorax und Abpréaparation von Rippen, Zwerchfell und Lungen

- Entfernung der Milz zur Gewinnung mononukleérer Zellen mittels Ficoll-Gradienten und
anschlieRender Zellkultur

- Knochenmark fiir FACS Messung aus Femur und Tibia isolieren

Immunhistochemie

Fur den Nachweis der Rezeptoren mittels immunhistochemischer Farbung werden unstimulierte
EPC in 24 Well-Platten kultiviert. Anschlielend werden diese in Aceton bei -20°C fixiert und
nachfolgend zweifach mit PBS L6ésung mit 0,025% Triton X-100 fur 5 Minuten gewaschen.
Nachfolgend werden die Zellen fur 2 Stunden in 1% BSA mit PBS bei Raumtemperatur inkubiert.
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Die Primérantikorper (rabbit polyclonal DDX58 antibody, ab45428, rabbit polyclonal TLR3
antibody, ab52429, rabbit polyclonal MDA5 antibody, ab69983, Abcam) werden 1:1000 in 1%
BSA mit PBS verdiinnt und die Zellen mit diesem tber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. Als
Sekundarantikorper wird ein TRITC konjugierter goat anti-rabbit secondary antibody 1:1000

verdunnt verwendet. Die Nuclei werden mittels DAPI mounting medium geférbt.

Bestimmung des Rezeptorexpressionsmusters

Mit Hilfe des Reverse-Transkriptase-Polymerase Kettenreaktionverfahrens kann man Aussagen
uber die Genexpression bestimmter Proteine treffen. Werden bestimmte Gene in den Zellen
vermehrt transkribiert, nimmt auch die Menge der mRNA dieser Gene zu. Durch eine Reverse
Transkription dieser mRNA in komplementare cDNA und anschlieBender Real-Time-PCR wird
die Menge an mRNA eines bestimmten Proteins gemessen und man kann eine quantitative

Aussage Uber das Expressionsmuster bestimmter Gene in der Zelle machen.

RNA Isolation

Zunachst wird die RNA, die sich in den Zellen befindet, isoliert.

Versuchsablauf nach 24 bzw. 48 h Zellstimulation in vitro

- Ubersténde der 5 cm Schalen absaugen

- Schalen mit jeweils 5 ml unsterilem PBS waschen und hiernach erneut absaugen

- indie nun leeren Schalen unter dem Abzug jeweils 1 ml peqGold RNA Pure pipettieren

- die auf dem Boden der Schalen haftenden Zellen mittels Cell Scraper 16sen und in jeweils ein
Tube (Eppendorf) Gberfiihren

- Tube fiir 5 min bei RT inkubieren

- in jedes Tube jeweils 0,2 ml Chloroform pipettieren, 15 sek vortexen und 10 min bei RT
inkubieren

- 5 min mit 12000 U/min bei 4°C zentrifugieren

- die nach der Zentrifugation resultierende Oberphase jeweils in ein neues Tube Uberfiihren

- in jedes Tube jeweils 1 ml Isopropanol dazugeben und fur 10 sek vortexen

- alle Tubes fur 15 min bei RT inkubieren und danach fir 10 min mit 12000 U/min und 4°C
zentrifugieren

- Uberstand verwerfen und Pellet in 0,5 ml 75 % Ethanol waschen

Zentrifugation fur 15 min mit 12000 U/min bei 4°C
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- Uberstand abpipettieren und das Pellet fir ca. 10 min an der Luft trocknen, bis alle
Flussigkeit verdunstet ist

- Pellet in jeweils 20 pl RNAse freiem DEPC Wasser resuspendieren

- alle Tubes sofort zum Schutz vor RNAse Aktivitat auf Eis lagern und dann zur Verbesserung
der Loslichkeit fur 5 min bei 65°C erhitzen

Beim Aufbewahren ist darauf zu achten, dass die RNA in den Tubes auf -80°C tiefgefroren

werden.

RNA Bestimmung
Die Quantitat und Qualitat der RNA wird spektrophotometirsch an einem NanoDrop gemessen.

Ein 260/280 nm Reihheitsquotient > 1,8 ist VVorraussetzung fur die nachfolgenden Versuche.

Reverse Transkription

Das Herstellen der RNA Ansétze erfolgt unter Verwendung des Reverse Transkriptase Omniscript
RT Kit (200) entsprechend der Empfehlung von Quiagen RT. AnschlieBend werden die einzelnen
Ansétze eine Stunde bei 37°C inkubiert, die resultierenden cDNA Proben konnen zur

Aufbewahrung bei -20°C eingefroren werden.

Real-Time-PCR

Zur quantitativen Bestimmung der mRNA von TLR-3, RIG-I und MDA-5 wird deren Expression
auf die Expression des Housekeeping Gens 18S bezogen. 18S bezeichnet einen Teil der
ribosomalen RNA (rRNA). Hierbei handelt es sich um ein nicht reguliertes, konstitutiv
exprimiertes Gen, welches in eukaryontischen Zellen in gleicher Menge auch bei
unterschiedlichen Bedingungen vorhanden ist. Setzt man die cDNA Menge von TLR-3, RIG-1 und
MDA-5 jeweils in Relation zur Menge von 18S, kann man eine relative Aussage Uber die

Expression des Zielgens treffen.

Versuchsaufbau :

Pro cDNA Ansatz werden folgende Substanzen benétigt:

SYBR MM Puffer 10 pl
FP Forward Primer 1l
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RP Reverse Primer 1l
Template (cCDNA Probe) 1l
DEPC Wasser 8,6 ul

Von jeder cDNA Probe werden 3 Ansétze gemacht, hierbei muss immer die gleiche Menge DNA
verwendet werden. Ebenso werden fir die Primer der jeweiligen Rezeptoren jeweils 3
Leeransatze durchgefiihrt, wobei statt cDNA DEPC Wasser verwendet wird, um eine
Kontamination der Primer mit DNA auszuschlieBen. Die Proben zu jeweils 20 pl werden in die
Mikroplatten pipettiert und mit Schutzfolie Uberklebt. AnschlieBend erfolgt die Auswertung
mittels ABI-7500 Fast Real-Time PCR System.

L-012 Chemiluminscence

Die Freisetzung von ROS wurde entsprechend etablierten Methoden bestimmt (Daiber et al., 2004,
Wassmann et al., 2004).

Versuchsablauf nach 24 h Zellstimulation:

Ansetzen des KH-Puffers
Herstellung von 1 M L-012 Stock: L-012 Pulver wird in DSMO mit einer Zielkonzentration von
30 pg/ul gelost.

- aus 5 cm Schalen Medium absaugen

- jede Schale mit 5 ml unsterilem PBS waschen

- jeweils 1 ml Trypsin in die Schalen pipettieren und bei 37°C 5 min inkubieren

- pro Schale 1 ml EBM-2 Medium dazupipettieren

- Uberstand von 2 ml pro Schale einige Male in der Schale auf- und abpipettieren und
anschlieRend in ein 15 ml Falcon tberflhren

- 5 min mit 1000 U/min zentrifugieren

- Uberstand abpipettieren und verwerfen

- 10 pl L-012 Stock (1:100 mit PBS verdiinnt ) und 90 pl KH Puffer werden unmittelbar vor
Verwendung zu einer L-012 Endkonzentration von 100 pumol/l vermischt, auf das Pellet
gegeben und zur Lésung des Pellets 5x auf- und abpipettiert
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Die Superoxid Freisetzung wird mittels Lumat LB 9501 (Berthold, Bad Wildbad, Deutschland)

ermittelt und als relative Chemiluminescence (RLU) in Prozent der Kontrolle gemessen.

Apoptose Assay

Die Versuchsdurchfuhrung erfolgt unter Verwendung des ,,Cell Death Detection Elisa
Plus“ entsprechend den Instruktionen zur Versuchsdurchfihrung von Roche. Fir die
Durchfiihrung des Apoptose Essays werden 96 Well-Plates mit jeweils 1*10* Zellen verwendet.
Der Versuch wird nach 24 h Stimulation durchgefiihrt. Die Messung erfolgte
spektrophotometrisch bei 405 nm und einer Referenzmessung bei 490 nm. Die Apoptoserate wird
angegeben als Anreicherungsfaktor (Absorptionsfaktor Probe/Absorptionsfaktor Kontrolle).

Scratch Assay

Die Scratch Versuche werden entsprechend etablierten Protokollen durchgefihrt (Liang et al.,
2007). Late-outgrowth EPC werden fur 18 h mit 4 ng poly IC nt inkubiert und eine definierte
Flache der Petrischale freigekratzt. Anschlielend wird die verbleibende zellfreie Flache im
zeitlichen Verlauf gemessen und mit der urspriinglich freigekratzten Flache in Relation gesetzt

als Mal3 fir Migrations- und Proliferationskapazitat der EPC.

FACS (Fluorescence activated cell sorter) Messung

Prinzip:

Die FACS Messung wurde entsprechend etablierten Protokollen durchgefiihrt (Werner et al.,
2002). Im peripheren Blut zirkulierende murine EPC wurden anhand der Oberflachenmarker stem
cell antigen-1 (sca-1) und VEGF bzw. FIk-1 identifiziert.
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Versuchsaufbau:

- Pharmalyse 1:10 mit Ampuva verdinnen

- Abnahme von 100 pl Vollblut aus der Vena cava inferior

- nach Hinzupipettieren von 3 ml verdiinnter Pharmalyse 1 Minute vortexen

- Uberstand nach 10 Minuten Zentrifugation bei 1000 U/min verwerfen

- Probe mit FACS Puffer auf ein Gesamtvolumen von 100 ul auffillen und jeweils 10 pl des
FC Block Antikdrpers hinzugeben

- anschlieBend 10 Minuten bei 4°C inkubieren

- je 10 pl von Sca-1 und VEGF hinzugeben und anschliefend 1 Minute vortexen

- Proben lichtgeschditzt fir 30 Minuten bei 4°C inkubieren

- je 2 x mit 2 ml FACS-Puffer auffullen, anschlieBend vortexen und 10 min bei 4°C mit 1000
U/min zentrifugieren, dann Uberstand absaugen

- resuspendieren in 0,5 ml PBS

- anschlieBend Messung mit FACS-Gerét (FACS Calibur, Becton Dickinson)

Leerkontrolle:
Zwecks Bestimmung der Eigenfluoreszenz der detektierten Zellen wird flr jede Gruppe eine
Leerkontrolle entsprechend des oben skizzierten Versuchsaufbaus ohne Zugabe von Antikorpern

durchgefuhrt.

Isotypenkontrolle:

Zur Bestimmung der Fluoreszenzmenge, welche durch die nicht spezifisch gebundenen
Antikorper versursacht wird, werden entsprechend des oben skizzierten Versuchsaufbaus
unspezifische Maus 1gG Antikorper zugefligt, welche im Anschluss selbst mit

fluoreszenzmarkierten Zweitantikorpern markiert werden.

Die Analysen der Proben erfolgt mittels CellQuest Software (Becton Dickinson).

FACS Messung von endothelialen Mikropartikeln (EMP):
Murine EMP wurden anhand der Oberflachenmarker CD31 (PECAM-1 bzw. Endocam) und

Annexin V identifiziert.

Versuchsaufbau:

- heparinisiertes Vollblut 15 Minuten bei 2000 U/min zentrifugieren
- Plasma in ein neues Tube Uberfiihren
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- 2 Minuten bei 1300 U/min zentrifugieren

- Uberstand in ein neues Tube tiberfiihren

- 50-100 pl Plasma mit 4 pl Anti CD31 PE lichtgeschitzt bei Raumtemperatur 45 Minuten
inkubieren

- Zugabe von 5 pl Annexin V FITC, vortexen und lichtgeschitzt bei Raumtemperatur 15
Minuten inkubieren

- 200 pl Binding Puffer hinzugeben, vortexen

- Messung mittels FACS Gerat

FACS Messung von Knochenmark (KM )

- linken und rechten Femur und Tibia freipréparieren

- Knochenmark mit jeweils 1 ml FACS-Puffer ausspiilen

- anschlieBend Zellseparation durch ZellStreamer in 50 ml Falcon

- Zentrifugation fir 10 min mit 2000 U/min bei 4°C

- Uberstand verwerfen und Pellet in 2 ml FACS-Puffer resuspendieren

- zu 50 pl der Zellsuspension 10 pl Fc-Block hinzugeben, vortexen und 10 min lichtgeschitzt
bei 4°C inkubieren

- jeweils 10 pul VEGF/Sca-1 Antikorper hinzugeben

- vortexen und 30 min ohne Licht bei 4°C inkubieren

- je 2x mit 2 ml FACS-Puffer auffillen, vortexen und 10 min mit 1000 U/min bei 4 °C
zentrifugieren, dann Uberstand verwerfen

- resuspendieren in 0,5 ml 1 PBS

- Messung mit FACS-Gerat

Carotis Injury

Bei narkotisierten M&usen wird am 5. Tag der Behandlung mit poly IC nt vor der 3. Injektion die
linke Arteria carotis communis auf einer Lange von 6 mm proximal der Bifurkation freiprépariert.
Mittels zweimaliger Stromapplikation von 4 mA (ber je 2 Sekunden wird eine definierte Lasion
von 4 mm Lénge gesetzt. Die hierbei verwendete niedrige Spannung gewahrleistet eine
Koagulation bzw. Denudation v.a. der Endothelschicht des GeféaRes. Am 10. Tag wird den
Versuchstieren 50 pl Evans Blue i.v. appliziert, welches an die nicht endothelialisierte Matrix
bindet und so die Endothell&sion besser darstellt. Nach 5 Minuten Zirkulation werden die Tiere
getotet und anschlieBend die Carotidensticke in 0,9% NaCl aufbewahrt. Die noch denudierte

Lasion wird mittels AxioVision 4.5.0 (Zeiss) bestimmt und in Relation zur Flache der
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urspriinglich zugefligten Lasion gesetzt, wodurch das AusmaR der Reendothelialisierung

bestimmt werden kann (denudierte Flache pro Lasionsgesamtflache in %).

Transfusionsexperimente

Die Transfusionsexperimente wurden entsprechend etablierten Protokollen durchgefthrt (li et al.,
2006). Wildtyp und TLR-3 -/- Tiere wurden mittels GeféaRligation Uber eine laterale Inzision an
der Bauchwand splenektomiert. Die aus den Milzen der Tiere gewonnenen EPC wurden nach
dem 1. Mediumwechsel am 4. Tag flr 24 h mit EBM-2 Medium als Kontrolle bzw. 4 ng/ml poly
IC nt inkubiert und anschlieRend taglich mit EBM-2 Medium gewaschen. Am 7. Tag wurden je 5
x 1*10° Wildtyp und TLR-3 -/- EPC jeweils je 5 Wildtypmausen, die wie oben beschrieben zuvor
einer Endotheldenudation der A. carotis unterzogen wurden, via Injektion in die Schwanzvene
appliziert. Nach 5 Tagen wurden die Tiere der 2 Gruppen getétet und die Reendothelialisierung

bestimmt.

Statistik

Alle Ergebnisse werden vorgelegt als Mittelwert + SEM (Standard Error Mean). Als signifikant

werden Ergebnisse < 0,05 im 2 seitigen Student’s t-Test bzw. ANOVA Test angenommen.
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Ergebnisse

1. Mausexperiment

Ziel des 1. Mausexperiments war es, den Einfluss einer PRR Stimulation in vivo hinsichtlich der
Auswirkungen auf die Endothelfunktion sowie die Zahl zirkulierender EPC zu untersuchen.
Hierzu wurden 20 Mé&use in 4 Gruppen zu je 5 Tieren aufgeteilt. Die Stimulation erfolgte tber 7
Tage an jedem zweiten Tag via Injektion in die Schwanzvene. Verwendet wurden HG 5%, poly
IC, poly A und 3pRNA. Als Transfektionsagenz fir poly A, 3pRNA und poly IC diente JetPei™.
Es zeigte sich, dass eine i.v. Applikation von MDA-5 und RIG-I Liganden in Wildtyp Mausen mit
einer signifikanten Endothelzelldysfunktion sowie einem signifikanten Anstieg zirkulierender
endothelialer Mikropartikel, welche von geschadigten, apoptotischen Endothelzellen freigesetzt
werden, im Sinne einer Endothelaktivierung einhergeht. Zudem kommt es zu einem signifikanten
Anstieg zirkulierender EPC im peripheren Blut unter MDA-5 Stimulation, nicht aber nach RIG-I
Stimulation. Weiterhin zeigt sich in Endothelzellen eine Hochregulation von MDA-5 und RIG-I
sowie eine gesteigerte Produktion proinflammatorischer Zytokine nach spezifischer MDA-5 und
RIG-I Stimulation.

Endothelzellen  reagieren  folglich immunkompetent in  proinflammatorischer  und
proatherosklerotischer Weise. Aufgrund dieser Ergebnisse zur Immunregulation in
Endothelzellen haben wir postuliert, dass auch deren Vorlduferzellen, die Endothelialen
Progenitorzellen, immunkompetent sind und wie Endothelzellen (ber Rezeptoren des
unspezifischen Immunsystems verfugen. Dies zu beweisen und weiterhin die Auswirkung einer
PRR Aktivierung in EPC zu charakterisieren, war Ziel der im Folgenden dargestellten in vitro

Experimente.
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In vitro Zellversuche

Grundlage der Analyse der Einflisse und Auswirkungen viraler RNA-Bestandteile auf die EPC
war der Nachweis der jeweiligen Immunrezeptoren, tber die poly IC und 3pRNA von den Zellen
detektiert werden. Mittels Immunhistochemie konnte die Rezeptorexpression von TLR-3, MDA-5

und RIG-1 in EPC nachgewiesen werden.

Immunhistochemie

MDA-5 RIG-I TLR-3

Abb. 13 Immunhistochemie

Mittels Immunhistochemie wurden die Rezeptoren MDA-5, RIG-1 und TLR-3 in unstimulierten EPC
nachgewiesen.

Real-Time-PCR

Es ist bekannt, dass Rezeptoren unter andauernder Stimulation sowohl hoch- als auch
herabreguliert werden kénnen. Daher wurde die Rezeptorregulation in EPC nach 24 h bzw. 48 h
Stimulation mittels Real-Time-PCR untersucht. Zur quantitativen Bestimmung der mRNA der
Rezeptoren wurde deren Expression auf das konstitutiv exprimierte Housekeeping Gen 18S

bezogen.
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TLR-3 Expression nach 24 h
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Abb. 14 Real-Time-PCR nach 24 h

Nach 24 h Stimulation kommt es zu einer Herabregulation des TLR-3 Rezeptors (poly IC nt 0.36 + 0.08 vs.
Kontrolle 1.0 £ 0.18, p > 0.05).

MDA-5 Expression nach 24 h
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a 1,2 -
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& 0,2 -

0 -
poly A poly IC
Abb. 15 Real-Time-PCR nach 24 h

Nach 24 h Stimulation kommt es zu einer signifikanten Herabregulation des MDA-5 Rezeptors (poly IC 0.32 £
0.02 vs. poly A 1.06 £ 0.11, p < 0,05).



43

Nach 24 stiindiger TLR-3 Stimulation kommt es zu einer nicht signifikanten Herabregulation des
TLR-3 Rezeptors (poly IC nt 0.36 £ 0.08 vs. Kontrolle 1 + 0,18, p > 0.05). Auch poly IC fiihrt
nach 24 h Stimulation zu einer Herabregulation des MDA-5 Rezeptors (poly IC 0.32 + 0.02 vs.
poly A 1.06 + 0.11, p < 0,05).

RIG-I Expression nach 24 h
1,2 -

0,8 -
0,6 -

0,4 -

Relative RIG- mRNA Expression
(2n-nACt)

0,2 -

poly A 3pRNA

Abb. 16 Real-Time-PCR nach 24 h

Nach 24 h Stimulation kommt es zu einer signifikanten Herabregulation des RIG-1 Rezeptors (3pRNA 0.46 +
0.08 vs. poly A 1.01 +0.05, p < 0,05).

Auch nach 24 h Stimulation mit dem Liganden 3pRNA wird eine Herabregulation des
zugehorigen RIG-1 Rezeptors beobachtet (3pRNA 0.46 + 0.08 vs. poly A 1.01 £ 0.05, p < 0.05).
Alle 3 untersuchten Rezeptoren TLR-3, MDA-5 und RIG-I werden somit nach 24 h Stimulation
mit ihrem jeweiligen Liganden herabreguliert.

AnschlieRend wurde analog die Rezeptorexpression nach 48 h Stimulation untersucht.
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TLR-3 Expression nach 48 h
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Abb. 17 Real-Time-PCR nach 48 h

Auch nach 48 h Stimulation kommt es zu einer nicht signifikanten Herabregulation des TLR-3 Rezeptors
(poly IC nt 0.52 + 0.04 vs. Kontrolle 1.19 + 0.19, p > 0,05).

MDA-5 Expression nach 48 h
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poly A poly IC
Abb. 18 Real-Time-PCR nach 48 h

Nach 48 h Stimulation kommt es zu einer signifikanten Hochregulation des MDA-5 Rezeptors (poly IC 16.28 +
0.71 vs. poly A 1.23 £ 0.25, p < 0,05).
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Entsprechend der Ergebnisse nach 24 h zeigt der TLR-3 Rezeptor auch nach 48 h Stimulation mit
seinem Liganden poly IC nt eine nicht signifikante Herabregulation (poly IC nt 0.52 £+ 0.04 vs.
Kontrolle 1.19 £ 0.19, p > 0,05). Abweichend von den Ergebnissen nach 24 h Stimulation zeigt
der MDA-5 Rezeptor nach 48 h Stimulation mit dem Liganden poly IC eine Hochregulation (poly
IC 16.28 + 0.71 vs. poly A 1.23 + 0.25, p < 0,05).

RIG-I Expression nach 48 h
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Abb. 19 Real-Time-PCR nach 48 h

Nach 48 h Stimulation kommt es zu einer signifikanten Hochregulation des RIG-1 Rezeptors (3pRNA 33.84 +
2,07 vs. poly A 1.16 £ 0.19, p < 0,05).

Auch der RIG-I Rezeptor zeigt nach 48 h Stimulation mit dem Liganden 3pRNA eine
Hochregulation (3pRNA 33.84 + 2.07 vs. poly A 1.16 + 0.19, p < 0,05).

Nach 48 h Stimulation zeigt somit nur TLR-3 eine Herabregulation, MDA-5 und RIG-I dagegen
zeigen eine signifikante Hochregulation.

Die Experimente konnten beweisen, dass EPC verschiedene Rezeptoren des unspezifischen
Immunsystems besitzen. Werden diese mit den spezifischen Liganden in vitro stimuliert, kommt
es zu einer Verdnderung des Expressionsmusters der Rezeptoren, nach 24 h zu einer
Herabregulation, nach 48 h wird nur TLR-3 herabreguliert, MDA-5 und RIG-I dagegen
hochreguliert. EPC sind folglich immunkompetent. Die Auswirkungen einer Rezeptorstimulation

auf die Funktion der EPC wurde in den im Folgenden dargestellten Experimenten analysiert.
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Apoptose

In der Pathogenese von atherosklerotischen Lasionen spielt die Apoptose von Endothel- und
glatten Muskelzellen eine wichtige Rolle. Zudem ist eine endotheliale Dysfunktion oftmals durch
direkten Endothelschaden bzw. Apoptose vermittelt und eine gesteigerte Apoptose von Immun-
und Endothelvorlduferzellen kompromittiert deren Funktionalitdt. Daher wurde die Apoptoserate
in EPC, welche der Endothelrestauration dienen, nach 24 h Stimulation untersucht.

Apoptose TLR-3
0,2 -
S .
s 0,15 A
2
>
s 0,1 -
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Abb. 20 Apoptose nach 24 h Stimulation

Im Vergleich zur Kontrolle fuhrt eine TLR-3 Stimulation zu einer vermehrten Apoptose in EPC (poly IC nt
0.10 £ 0.04 vs. Medium 0.08 + 0.02, p < 0.05).

Eine TLR-3 Stimulation fihrt in EPC zu einer signifikant erhdhten Apoptoserate (poly IC nt 0.10
+ 0.04 vs. Medium 0.08 = 0.02, p < 0.05).
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Abb. 21 Apoptose nach 24 h Stimulation

Eine MDA-5 Stimulation fiihrt zu einer vermehrten Apoptose in EPC (poly IC 1,52 + 0.37 vs. poly A 0,75 +
0.16, p < 0,05).

Apoptose RIG-I
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Abb. 22 Apoptose nach 24 h Stimulation

Eine RIG-I Stimulation fihrt nicht zu einer vermehrten Apoptose in EPC (3pRNA 0.79 + 0.03 % vs. poly A
0,75 +£0.16 %, p > 0,05).
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Eine MDA-5 Stimulation in EPC flihrt ebenfalls zu einer vermehrten Apoptoserate (poly IC 1,52
+ 0.37 vs. poly A 0,75 £0.16, p < 0,05). Dagegen fuhrt eine RIG-1 Stimulation in EPC nicht zu
einer vermehrten Apoptoserate (3pRNA 0.79 £ 0.03 % vs. poly A 0,75 + 0.16 %, p > 0,05).

L-012 Chemiluminescence

Eine Aktivierung des unspezifischen Immunsystems via PRR geht oftmals mit gesteigerter
Radikalbildung einher, welche neben ihrer Funktion als Abwehrmechanismus auch in
korpereigenen (Endothel)zellen oxidativen Stress induzieren kann. Die Bildung von ROS ist
zudem eine wichtige Determinante im Prozess der Atherosklerose. Folglich wurde die Bildung
von Radikalen nach zwei und vier Stunden Rezeptorstimulation untersucht.

Hierbei zeigt sich nach einer zweistlindigen TLR-3 Stimulation der EPC eine signifikant hohere
Radikalfreisetzung im Vergleich zur Kontrolle (poly IC nt 460.62 + 159.67 % vs. Kontrolle 100 +
0%, p < 0,05). Dies kann ebenfalls fur eine zweistindige MDA-5 Stimulation (poly IC 146.02 +
7.57 % vs. poly A 81.48 £ 7.01 %, p < 0,05) bzw. eine 2 stiindige RIG-I Stimulation (3pRNA
183.44 +11.63 % vs. poly A 81.48 £ 7.01 %, p < 0,05) nachgewiesen werden. Nach zwei Stunden

zeigt sich somit fur alle Rezeptoren eine deutlich erhdhte Rate an ROS.
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L-012 Chemiluminescence
TLR-3 nach 2 h
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Abb. 23 L-012 Messung nach 2 h Stimulation

Im Vergleich zur Kontrolle fihrt eine TLR-3 Stimulation zu vermehrter Radikalbildung (poly IC nt 460.62 £
159.67 % vs. Kontrolle 100 + 0%, p < 0,05).

L-012 Chemiluminscence
MDA-5/RIG-I nach 2 h
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Abb. 24 L-012 Messung nach 2 h Stimulation

Nach MDA-5 Stimulation kommt es im Vergleich zu den Kontrollen zu vermehrter Radikalbildung (poly IC
146.02 £ 7.57 % vs. poly A 81.48 + 7.01 %, p < 0,05). Dies zeigt sich auch nach RIG-I Stimulation (3pRNA
183.44 £ 11.63 % vs. poly A 81.48 £ 7.01 %, p < 0,05).
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Da die Radikalbildung nach Rezeptorstimulation unterschiedlichen Kinetiken unterliegen kann,
wurde die ROS Produktion in EPC im zeitlichen Verlauf auch nach vier Stunden Stimulation

charakterisiert.

L-012-Chemiluminescence
TLR-3 nach4 h
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Abb. 25 L-012 Messung nach 4 h Stimulation

Nach 4 h TLR-3 Stimulation kommt es im Vergleich zur Kontrolle zu einer vermehrten Radikalbildung (poly
IC nt 411.61 £ 50.82 % vs. Kontrolle 100 + 0%, p < 0,05).
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L-012-Chemiluminescence
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Abb. 26 L-012 Messung nach 4 h Stimulation

Nach 4 h MDA-5 Stimulation ist die Radikalbildung nicht erhoht (poly IC 109.41 + 18.52 % vs. poly A 102.62
+ 442 %, p > 0,05). Nach 4 h RIG-I Stimulation zeigt sich eine nicht signifikante Erhéhung der
Radikalbildung (3pRNA 154.04 + 64.97 % vs. poly A 102.62 £ 4.42 %, p > 0,05).

Hierbei ist nach vier Stunden TLR-3 Stimulation im Vergleich zur Kontrolle eine vermehrte
Radikalbildung nachweisbar (poly IC nt 411.61 + 50.82 % vs. Kontrolle 100 + 0%, p < 0,05 ).
Nach vier Stunden MDA-5 Stimulation ist die Radikalbildung jedoch nicht erhoht (poly 1C 109.41
+ 18.52 % vs. poly A 102.62 + 4.42 %, p > 0,05), nach 4 h RIG-I Stimulation kommt es lediglich
zu einem nicht signifikanten Anstieg (3pRNA 154.04 + 64.97 % vs. poly A 102.62 + 4.42 %, p >
0,05). Somit fuhrt nur eine TLR-3 Stimulation zu einer eindeutigen anhaltenden Radikalbildung
in EPC, der nach 2 Stunden MDAS5 bzw. RIG-I Stimulation nachweisbare Effekt tritt hier nach 4
Stunden nicht mehr auf.

Migration und Proliferation

Die Ergebnisse der Radikalmessungen legen Funktionseinbuen der EPC unter Stimulation nahe.
Ein wichtiger Faktor fiir die Bestimmung der Integritdit von EPC ist ihre Migrations- und
Proliferationsfahigkeit. Um diese zu bestimmen, werden wie oben beschrieben Late-outgrowth

EPC kultiviert. Wenn diese einen dichten Zellrasen bilden, wird eine definierte Flache
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freigekratzt und im zeitlichen Verlauf das erneute Einwachsen der Zellen in die freie Flache
photographisch dokumentiert. Je kleiner die verbleibende freie Flache (in % der anfénglich

freigekratzten Flache), desto geringer ist das Migrations- und Proliferationspotential der EPC.

EPC Migration/Proliferation
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Abb. 27 Ergebnisse der Migrationsversuche

Nach TLR-3 Aktivierung ist die verbleibende zellfreie Flache im Vergleich zur Kontrolle signifikant groRer
(poly IC nt 90 £ 1.50 % vs. HG 5% 67 + 2.70%, p < 0,05).

Die zellfreie Flache ist nach TLR-3 Stimulation deutlich gréRer als die verbleibende Flache, wenn
unstimulierte EPC untersucht werden (poly IC 90 nt = 1.50 % vs. HG 5% 67 = 2.70 %, p < 0,05).

Es ist also von einer verminderten Fahigkeit der EPC zur Migration und Proliferaton auszugehen.

Die in vitro Experimente zeigen zusammenfassend, dass auch EPC immunkompetent sind und
eine spezifische Stimulation mit proinflammatorischen und proatherosklerotischen Effekten
einhergeht. Es kommt zu einer Veranderung des Rezeptorexpressionsmusters, vermehrter
Radikalproduktion sowie zu einer verminderten Migrations- und Proliferationsfahigkeit und einer

erhéhten Apoptoserate.
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In vivo Tierversuche

2. Mausexperiment

Nachdem die Effekte einer spezifischen TLR-3, MDA-5 und RIG-I Stimulation in EPC in vitro
charakterisiert wurden, war das Ziel des 2. Mausexperimentes, den Einfluss einer spezifischen
PRR Stimulation hinsichtlich der EPC Zahlen in den drei Kompartimenten peripheres Blut, Milz
und Knochenmark in vivo zu analysieren. Die Experimente beschrankten sich hierbei auf TLR-3
sowie MDA-5, da sich im Gegensatz zu diesen beiden Rezeptoren in den geschilderten
Vorversuchen kein signifikanter EPC Anstieg im peripheren Blut nach spezifischer RIG-I

Stimulation gezeigt hatte.
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Abb. 28 Ergebnisse der FACS Messung fiir EPC im peripheren Blut nach TLR-3 Stimulation

Eine TLR-3 Stimulation mit poly IC nt filhrt zu einem signifikanten Anstieg der zirkulierenden EPC im
Vergleich zur Kontrolle HG 5% (poly IC nt 165.16 + 8,72 % vs. HG 5% 100 + 7.87 %, p < 0,05).
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Die Zahl zirkulierender EPC wurde mittels FACS Analyse quantifiziert. Nach TLR-3 Stimulation
kommt es zu einer Erhéhung zirkulierender EPC (poly IC nt 165.16 *+ 8.72 % vs. HG 5% 100 +
7.87 %, p < 0,05).

EPC peripheres Blut MDA-5
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Abb 29 Ergebnisse der FACS Messung fur EPC im peripheren Blut nach MDA-5 Stimulation

Eine MDA-5 Stimulation mit transfiziertem poly IC fuhrt zu einer Erh6hung der zirkulierenden EPC im
Vergleich zur Kontrolle poly A (poly IC 245.21 + 19.55 % vs. poly A 100 + 10.96 %, p <0,05) .

Eine MDA-5 Stimulation verursacht nach 24 h einen deutlichen Anstieg zirkulierender EPC im
Vergleich zur Kontrolle poly A (poly IC 245.21 + 19.55 % vs. poly A 100 £ 10.96 %, p < 0,05).

Knochenmark

Wie beschrieben, sind EPC unter normalen Umstédnden in sogenannten Stammzellnischen im
Knochenmark lokalisiert, von wo aus sie bei Bedarf vermehrt mobilisiert werden. Die

Veranderungen der Anzahl der EPC im Knochenmark nach Stimulation wurde untersucht.
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Abb. 30 Ergebnisse der FACS Messung fur EPC im Knochenmark

Eine TLR-3 Stimulation mit poly IC nt fihrt zu einem leichten Anstieg der EPC im Knochenmark (poly IC nt
144.90 £ 18.06 % vs. HG 5% 100 * 9.15 %, p < 0,05).
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Abb. 31 Ergebnisse der FACS Messung fir EPC im Knochenmark

Eine MDA-5 Stimulation mit poly IC verursacht einen signifikanten EPC Anstieg im Knochenmark (poly IC
212,90 + 14.14 % vs. poly A 100 + 20.43 %, p <0,05).
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Eine TLR-3 Stimulation verursacht im Vergleich zur Kontrolle HG 5% einen Anstieg der EPC im
Knochenmark (poly IC nt 144.90 £+ 18.06 % vs. HG 5% 100 £ 9.15, p < 0,05). Nach MDA-5
Stimulation mit poly IC kommt es ebenfalls zu einer deutlichen Erhéhung der EPC im
Knochenmark in Relation zur Kontrolle (poly 1C 212.90 + 14.14 % vs. poly A 100 + 20.43 %, p
< 0,05).

Milz

Die Milz dient als Reservoir fur zirkulierende EPC. Diese lassen sich ex vivo zu early EPC bzw.
CFU Hill und late EPC bzw. late-outgrowth EPC differenzieren. Die Anzahl der CFU Hill und
die Flache der late-outgrowth Kolonien sind ein Indikator fur die Anzahl der in der Milz

residierenden EPC.

CFU Hill
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Abb. 32 CFU Hill Kolonien

Eine TLR-3 Stimulation mit poly IC nt fuhrt im Vergleich zur Kontrolle zu einem deutlichen Anstieg der
CFU Hill (poly IC nt 316.67 + 91.79 % vs. HG 5% 100 + 0%, p < 0,05 ).
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Im Vergleich zur Kontrolle HG 5% kommt es nach TLR-3 Stimulation mit poly IC nt zu einer
vermehrten Bildung von CFU Hill durch die aus den Milzen der stimulierten Tiere gewonnenen
EPC (poly IC nt 316.67 + 91.79 % vs. HG 5% 100 * 0%, p <0,05).
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Abb. 33 CFU Hill Kolonien

Eine MDA-5 Stimulation mit poly IC fuhrt zu einem Anstieg der CFU Hill in der Milz ( 186.11 £ 32.03 % vs.
poly A 100 + 0%, p < 0,05).

Im Vergleich zur Kontrolle poly A kommt es unter MDA-5 Aktivierung mit poly IC zu einer
vermehrten Bildung von CFU Hill durch die aus den Milzen der stimulierten Tiere gewonnenen
EPC (186.11 £ 32.03 % vs. poly A 100 + 0 %, p < 0,05).
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Late-outgrowth EPC
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Abb. 34 Flache der late-outgrowth EPC

Eine TLR-3 Stimulation mit poly IC nt fuhrt zu einer VergroRerung der late-outgrowth EPC Flache im
Vergleich zur Kontrolle HG 5% (poly IC nt 138.58 + 24.44 % vs. HG 5% 100 £ 0%, p < 0,05).

Die late-outgrowth EPC Flache ist unter TLR-3 Stimulation im Vergleich zur Kontrolle HG 5%
vergrofRert (poly IC nt 138.58 + 24.44 % vs. HG 5% 100 * 0%, p < 0,05).
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Abb. 35 Flache der late-outgrowth EPC

Die MDA-5 Stimulation mit poly IC fiihrt zu einem Anstieg der late-outgrowth EPC Flache im Vergleich zur
Kontrolle poly A (poly IC 500.58 + 99.02 % vs. Kontrolle poly A 100 + 0%, p <0,05).

Eine MDA-5 Stimulation mit poly IC fuhrt im Vergleich zur Kontrolle zu einem Anstieg der late-
outgrowth EPC in der Milz (poly IC 500.58 + 99.02 % vs. Kontrolle poly A 100 £ 0%, p < 0,05).

Somit zeigen sich fur alle 3 Kompartimente - Knochenmark, peripheres Blut und Milz - nach
Stimulation eine erhéhte Anzahl von EPC.

3. Mausexperiment

Hinsichtlich der Frage, ob diese Effekte direkt auf eine Rezeptorstimulation zurtickzufiihren sind
und ob dies eine Rolle bei der Atherogenese spielt, wurde die EPC Zahl im peripheren Blut sowie
die Zahl von CFU Hill in der Milz nach TLR-3 Stimulation in Wildtyp Ma&usen, Apo E -/-
Mausen (und damit in einem Atherosklerosemodell) und in TLR-3 -/- Mdusen nach TLR-3

Stimulation mit poly IC nt bestimmt.
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FACS
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Abb. 36 FACS Analyse von Wildtyp Méausen

Eine TLR-3 Stimulation von Wildtyp Mausen mit poly IC nt fuhrt in Vergleich zur Kontrolle HG 5% zu
einem Anstieg zirkulierender EPC (poly IC nt 165 + 14.4 % vs. Kontrolle 100 + 7.9 %, p < 0,05).

Wildtyp Mduse zeigen nach TLR-3 Stimulation mit poly IC nt eine erh6hte Anzahl zirkulierender
EPC im Vergleich zur Kontrolle HG 5% (poly IC nt 165 + 14.4 % vs. Kontrolle 100 = 7.9 %, p <
0,05).
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EPC Apo E -/-
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Abb. 37 FACS Analyse von Apo E -/- Mausen

Die TLR-3 Stimulation fuhrt in Apo E -/- M&usen zu einem signifikanten EPC Anstieg im peripheren Blut
(poly IC nt 131 = 11.4 % vs. HG 5% 104 * 3.3 %, p < 0,05).

Auch im Atherosklerosemodell bei Apo E -/- Mausen kommt es zu einer signifikanten Erhéhung
der EPC im peripheren Blut nach TLR-3 Stimulation mit poly IC nt im Vergleich zur Kontrolle
HG 5% (poly IC nt 131 + 11.4 % vs. HG 5% 104 + 3.3 %, p < 0,05).
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EPCTLR 3 -/-
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Abb. 38 FACS Analyse von TLR-3 -/- Mausen

Bei TLR-3 -/- Mausen zeigt sich nach TLR-3 Stimulation keine Erhéhung der zirkulierenden EPC (poly IC nt
105 £ 3.3 % vs. HG 5% 100 * 6.4 %, p > 0,05).

Bei der Stimulation von TLR-3 -/- Mdusen ergibt sich ein anderes Bild. Die Stimulation mit poly
IC nt ergibt hier verglichen mit der Kontrolle HG 5% keine Erhéhung der EPC (poly IC nt 105 +
3.3 % vs. Kontrolle HG 5% 100 + 6.4 %, p > 0,05).

Die Erhohung der EPC im peripheren Blut durch TLR-3 Stimulation mit poly IC nt kann folglich
sowohl in Wildtyp Mausen als auch in einem Atherosklerosemodel direkt mit der Aktivierung
von TLR-3 Rezeptoren assoziiert werden, denn in TLR-3 defizienten Méausen hat poly IC nt
keinen Effekt.

Weiterhin wurde der Einfluss einer TLR-3 Stimulation auf den EPC Pool in der Milz bei den

verschiedenen Maustypen untersucht.
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Abb. 39 CFU Hill in Wildtyp Méausen

Eine TLR-3 Stimulation in Wildtyp Mausen mit poly IC nt fuhrt im Vergleich zur Kontrolle zu einer
ausgepragten Erhdéhung der CFU Hill (poly 1C nt 317 £ 91.8 % vs. HG 5% 100 * 3.6 %, p < 0,05).

Verglichen mit der Kontrolle kommt es nach TLR-3 Stimulation mit poly IC nt zu einer
deutlichen Erhéhung der CFU Hill in den Milzen der stimulierten Wildtyp Mause (poly IC nt
317 £91.8 % vs. HG 5% 100 + 3.6 %, p < 0,05).
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Abb. 40 CFU Hill in Apo E -/- M&usen

Eine TLR-3 Stimulation mit poly IC nt hat in Apo E -/- Tieren keine Steigerung der CFU Hill zur Folge (poly
IC nt 104 + 35.9 % vs. HG 5% 98 + 23.7 %, p > 0,05).
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Abb 41 CFU Hill von TLR 3 -/- Mausen

Eine Stimulation mit poly IC nt fihrt in TLR 3 -/- M&usen nicht zu einem Anstieg der CFU Hill (poly I1C nt 94
+10.3 % vs. HG 5% 100 + 17.8 %, p > 0,05).
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Eine TLR-3 Stimulation bei Apo E -/- Mausen fuhrt nicht zu einer Erhéhung der CFU Hill (poly
IC nt 104 + 35.9 % vs. HG 5% 98 + 23.7 %, p > 0,05). Bei den TLR-3 -/- Méusen (poly IC nt 94
+ 10.3 % vs. HG 5% 100 + 17.8 %, p > 0,05) konnte keine Veranderung der CFU Hill festgestellt
werden. Diese Resultate stimmen mit denen der EPC im peripheren Blut Gberein. In Apo E -/-
Méusen ist das Ausbleiben der EPC Mobilisation auf ein dysfunktionales Knochenmark

zuriickzufuhren, welches in seiner Proliferations- und Mobilisationskapazitat eingeschrénkt ist.
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4. Mausexperiment

Transfusionsexperiment

Eine PRR Aktivierung fihrt in vivo neben einem EMP Anstieg zu einer Endothelialen
Dysfunktion. Weitere Experimente unserer Arbeitsgruppe zeigen zudem eine nach TLR-3
Aktivierung signifikant verminderte Reendothelialisierung in  Wildtyp Mausen nach
Endotheldenudation der A. carotis communis, welche in TLR-3 defizienten M&usen nicht
nachweisbar ist. Andererseits kommt es in vitro durch eine PRR Aktivierung zu einer erhohten
Radikalbildung und Apoptoserate sowie zu einer verminderten Proliferations- und
Migrationsfahigkeit der EPC, wodurch die Zellen mutmallich in ihrer Reparationsfunktion
kompromittiert sind, was wiederum eine Erklarung fir den diskrepanten Befund erhohter EPC
Zahlen bei gleichzeitiger Endothelialer Dysfunktion sein kann.

Um die Funktion von EPC nach Stimulation in vivo zu untersuchen, wurden wie oben detailliert
beschrieben ex vivo mit poly IC nt stimulierte Wildtyp und TLR-3 -/- EPC Wildtyp Mausen
appliziert, denen zuvor eine Endotheldenudation der Carotiden zugefligt wurde. Anschlie}end
wurde die Reendothelialisierung durch die jeweiligen EPC Gruppen quantifiziert.
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Transfusion EPC Wildtyp
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Abb. 42 Verbleibende Endothell&sion nach Infusion von stimulierten Wildtyp EPC

Eine ex vivo TLR-3 Stimulation von Wildtyp EPC fuhrt im Vergleich zur Kontrolle zu einer groReren
verbleibenden Endothellasionsflache (poly IC nt 1.02 + 0.04 mm? vs. HG 5% 0.42 + 0.03 mm?, p < 0.05). Die
Reendothelialisierung durch die stimulierten EPC ist somit kompromittiert.

Die ex vivo TLR-3 Stimulation der aus Wildtyp Méusen gewonnenen EPC mit poly IC nt flhrt
nach Applikation zu einer deutlich verringerten Reendothelialisierung der Endotheldenudation
(poly IC nt 1.02 + 0.04 mm? vs. HG 5% 0.42 + 0.03 mm?, p <0.05). Diese EPC sind somit in

ihrer Funktion durch die Rezeptorstimulation deutlich kompromittiert.
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Transfusion EPC TLR 3 -/-

5 1
= 0,8 -
S
° —
iz 06-
g E
< 04 -
=2
<2
£ 0,2 -
g

0 -

HG 5% poly IC nt
Abb. 43 Verbleibende Endothellasion nach Infusion von stimulierten TLR 3 -/- EPC

Die Stimulation mit poly IC nt von EPC, welche aus TLR 3 -/- Mausen gewonnen wurden, hat keinen Einfluss
auf die Reendothelialisierung (poly IC nt 0.50 + 0.06 mm? vs. HG 5% 0.48 + 0.05 mm?, p > 0,05).

Werden jedoch mit poly IC nt stimulierte EPC aus TLR-3 -/- Méausen infundiert, zeigt sich
verglichen mit der Kontrolle nahezu kein Unterschied in der verbleibenden denudierten
Endothelfléche (poly IC nt 0.50 + 0.06 mm? vs. HG 5% 0.48 + 0.05 mm?, p > 0,05).

Es kann somit festgestellt werden, dass die Stimulation mit poly IC nt das
Reendothelialisierungspotential der Wildtyp EPC via TLR-3 abhangiger Mechanismen in vivo
einschrankt. EPC aus TLR-3 defizienten Tieren zeigen nach Stimulation mit poly IC nt keine

Funktionsveranderungen.
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Diskussion

Auswirkung der Immunkompetenz von EPC und Endothelzellen

Um zu prifen, ob das angeborene Immunsystem in der Endothelzellbiologie eine Rolle spielt,
haben wir zundchst die Expression der PRR in EPC und EC untersucht. Beide Zelltypen
exprimieren TLR-3, MDA-5 und RIG-I und sind folglich immunkompetent. Stimulation dieser
PRR fuhrt in den Zielzellen jeweils zu spezifischen und teilweise unterschiedlichen
Rezeptorexpressionsmustern, was auf gerichtete Funktionen der einzelnen Rezeptoren schlielen
lasst. Zwar fuhrt in vitro eine TLR-3, MDA-5 und RIG-I Stimulation allgemein zu vermehrten
proatherosklerotischen Effekten wie Apoptose, oxidativem Stress und verminderter Migration
und Proliferation, jedoch ergeben sich auch Unterschiede. So flhrt etwa eine RIG-1 Aktivierung
sowohl in Endothelzellen als auch EPC nicht zu einer gesteigerten Apoptose, wohl aber eine
MDA-5 und TLR-3 Aktivierung. Im Gegensatz zu TLR-3 ist nach RIG-I Stimulation die
Endothelzellproliferation nicht eingeschrankt.

Fir die Aktivierung von MDA-5, RIG-I und TLR-3 konnte in vivo eine Endotheliale Dysfunktion
nachwewiesen werden. MDA-5 und TLR-3 zeigen aufRerdem einen Anstieg zirkulierender EPC,
nicht aber RIG-1. Im Falle von TLR-3 konnte zudem eine verminderte Reendothelialisierung nach
Endotheldenudation und eine verminderte Regeneration durch stimulierte EPC nachgewiesen
werden.

Diese EPC Dysfunktion ist als Hauptgrund fiir die festgestellte Endotheldysfunktion bei
gleichzeitig erhéhten prinzipiell Endothel protektiven EPC zu interpretieren. Die EPC Erhéhung
selbst ist eher als reaktive Regulation auf einen induzierten Endothelschaden zu sehen. Zudem
gilt die einer erhohten EPC Anzahl zugeschriebenen positiven Beeinflussung der
Endothelfunktion fir Beobachtungen tber langere Zeitraume (Rauscher et al., 2003, Werner et al.,
2002). In den hier gezeigten Experimenten hingegen handelte es sich um akut induzierte
Endothelschéden. Dieses Zeitfenster ist moglicherweise nicht ausreichend, damit die EPC ihrer
Reparaturfunktion nachkommen — selbst bei vollstdndiger Funktionsfahigkeit. Zusétzlich h&ngt
die Reendothelialisierung nicht nur von den EPC ab, sondern ist auch von der Funktion des
Endothels selbst abhéngig, welches in den Versuchen durch die Rezeptorstimulation

nachweislich negativ beeinflusst wurde.
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Welcher Anteil den hier gezeigten PRR mediierten proatherosklerotischen endothelialen Effekte
am Gesamtprozess der Atherosklerose zukommt ist unklar, ebenso die bisher undefinierte Rolle
der EPC als immunkompetente Zellen und ihre moglichen Interaktionen mit den restlichen

Komponenten des Immunsystems.

Exogene versus endogene Liganden

PRR konnen durch exogene Faktoren stimuliert werden und schon seit langerem sind Hinweise
bekannt, dass Infektionen im Zusammenspiel mit anderen Risikofaktoren eine Rolle in der
Pathogenese der Atherosklerose spielen konnten (Danesh et al., 1997). So sind akute Infektionen
mit einem erhohten Risiko fir kardiale Ereignisse verbunden (Smeeth et al., 2004).
Infektionserreger, welche in Studien mit Atherosklerose assoziiert wurden, umfassen sowohl
bakterielle als auch virale Mikroorgansimen: Helicobacter pylori, Porphyromonas gingivalis,
Epstein Barr Virus, Herpes simplex und human immunodeficiency virus (HIV) (Desvarieux et al.,
2005, Guan et al., 2008, Harskamp und van Ginkel et al., 2008, Michelsen et al., 2004).
Mindestens zwei Mikroorganismen - Herpesvirus und Chlamydia pneumoniae - wurden in
atherosklerotischen Ldasionen direkt nachgewiesen (Hendrix et al., 1990, Jackson et al., 1997,
Libby et al., 1997). Experimentellen Studien zeigen jedoch uneindeutige Ergebnisse. So wurde in
manchen tierexperimentellen Arbeiten eine Progression der Atherosklerose durch systemische
Applikation von pathogenen Mikroorganismen beschrieben (Ezzahiri et al., 2002, Lalla et al.,
2003), was von anderen Arbeitsgruppen nicht bestatigt werden konnte (Caligiuri et al., 2001,
Mach et al., 2002). Auch konnte in Bezug auf bakterielle Infektionen fir einen
Antibiotikagebrauch kein Benefit hinsichtlich kardiovaskuldrer Erkrankungen nachgewiesen
werden (Jespersen et al., 2006, Wells et al., 2004). Die generelle Bedeutung von Infektionen bei
der Atherosklerose ist folglich nicht abschlielend zu beurteilen, jedoch scheint ihr keine
dominante Rolle wie den gut etablierten Risikofaktoren Nikotinabusus oder Diabetes mellitus
zuzukommen. Vor diesem Hintergrund ist eine signifikante Rolle viraler oder bakterieller
Antigene hinsichtlich einer moglichen Triggerung der Atherosklerose durch eine Aktivierung von
PRR kritisch zu sehen.

Andererseits kdnnen PRR aber auch endogene Faktoren, welche teilweise mit Gewebeschéden
assoziiert sind, detektieren. Beispiele sind oxidiertes LDL, heat shock protein 60 (HSB60), high-
mobility group box protein-1(HMGB-1) oder Amyloid-f. (Hodgkinson und Ye et al., 2011). Dies
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umfasst zudem endogene Nukleinsduren. Jingst wurde nachgewiesen, dass TLR-3 nicht nur sehr
kurze RNA Stiicke von 21 oder mehr Nukleotiden vollkommen sequenzunspezifisch detektieren
kann (Kleinman et al., 2008), sondern dass auch bei Zellnekrose freigesetzte RNA (ber TLR-3

eine Entziindungsreaktion auslosen kann (Kariko et al., 2004).

PRR und Atherosklerose

Die in der vorliegenden Arbeit nachgewiesene EPC Dysfunktion sowie die in Arbeiten unserer
Arbeitsgruppe nachgewiesene analoge Beeintrachtigung von Endothelzellen unterstreicht das
Konzept einer durch Aktivierung des unspezifischen Immunsystems via PRR ausgeltsten
proatherogenen Entziindungsreaktion des GefaRsystems (de Kleijn und Pasterkamp et al., 2003),
wobei diese These nun auch auf die VVorldauferzellen des Endothels ausgeweitet werden kann. Vor
dem Hintergrund der in den Experimenten festgestellten proatherogene EPC/Endothelreaktion
auf eine Stimulation mit Nukleinsduren lasst zudem auch einen atherogenen circulus vitiosus,
bestehend aus einem entziindlichem Prozess oder einer Endothelldsion, Apoptose und Nekrose
von geschadigten Zellen, Freisetzung korpereigener DNA und RNA Fragmenten mit
nachfolgender PRR Aktivierung und konsekutiven proatherosklerotischen Prozessen, was
wiederum zu Apoptose und weiteren Zellschédden fuhrt, denkbar erscheinen. Auf diese Weise
konnte ein einmal in Gang gekommener atherosklerotischer Prozess sich selbst unterhalten,
wobei ein Zellschaden immer zu einem weiteren fiihrt. TLR-3 konnte dabei eine exponierte
Bedeutung zukommen, da nachgewiesen werden konnte, dass dessen Aktivierung mit siRNA die
Vaskulogenese hemmt und am Endothel Apoptose, erhdhte TLR-3 Expression und Dysfunktion
des Endothels induziert (Cho et al., 2009), &hnlich den in unseren Experimenten festgestellten
Ergebnissen.

Zum circulus vitiosus tragen mdoglicherweise neben endogenen Faktore auch transiente
Infektionen bei, wahrend deren Bekdmpfung durch das Immunsystem Genombestandteile von
Viren oder Mikroorganismen freigesetzt werden, welche nachfolgend wiederum Rezeptoren des
unspezifischen Immunsystems aktivieren. Somit koénnten auch nicht infektids ausgelOste
Entziindungen oder Gewebeschaden gleich welcher Art wie etwa rheumatische Arthritiden tber
Zelluntergang und Freisetzung von endogenen Genombestandteilen in die Blutbahn einen Beitrag

zu entzundlichen GefaRveranderungen leisten. Dies passt zu der von Cavassani et al. postulierten
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These von TLR-3 als kdrpereigenem Sensor flr nicht viral bedingte Nekrosen, etwa im Rahmen
einer Peritonitis (Cavassani et al., 2008).

Aktuelle Forschungsergebnisse zeigen, dass RIG-I neben seiner Funktion als intrazellul&rer
Virusdetektor auch bei chronisch inflammatorischen Prozessen wie rheumatoider Arthritis eine
Rolle spielt. So wird RIG-l1 in Makrophagen der Intima im Rahmen von entzindlichen
GeféaBprozessen exprimiert (Imaizumi et al., 2007), und kann neben viralen Nukleinsduren durch
TNFa, 11-15, oxidiertes LDL sowie durch mit Zellalterung assoziierte DNA Schéden hochreguliert
werden (Liu et al., 2011). Die hier gezeigten RIG-1 vermittelten proatherosklerotischen Effekte in
EPC sowie die durch unsere Arbeitsgruppe demonstrierte Inhibition der Endothelfunktion
erganzen die Kenntnis tiber die Rolle von RIG-1 in der Atherosklerose. Uber die Bedeutung von
MDA-5 in Bezug auf Endothelfunktion und EPC ist bisher in der Literatur nichts beschrieben.
Offensichtlich erstreckt sich die Auswirkung dieses Rezeptors nicht nur (ber die bisher
beschriebene Immunerkennung viraler Infektionen, sondern ist auch eine Komponente der

vaskuldren Endothelbiologie.

Therapeutische Optionen und kinftige Forschung

Ein bereits beschriebener moglicher Ansatz bei der Atherosklerose ist eine Augmentation des
endogenen EPC Pools. Zwar fuhrt eine PRR Aktivierung in den hier dargestellten Versuchen zu
einer EPC Erhohung, jedoch sind diese dysfunktional und in ihrer regenerativen Kapazitat
eingeschrankt. Vor diesem Hintergrund und der Tatsache, dass eine PRR Aktivierung die bereits
atherosklerotisch bedingt eingeschréankte Endothelfunktion zusétzlich noch weiter vermindern
wirde, erscheint eine Aktiverung von RIG-I, MDA-5 oder TLR-3 zur EPC Mobilisation zu
therapeutischen Zwecken nicht geeignet.

Andererseits erscheint eine medikamentdse Inhibition von PRR abhangigen Signalwegen, welche
zu einer proinflammatorischen und proatherosklerotischen Reaktion fiihren, als eine interessante
Option sowohl zur Prophylaxe beim Vorliegen von kardiovaskuldren Risikofaktoren als auch bei
bereits manifester Atherosklerose. Ebenso vorstellbar wére die Anwendung einer entsprechenden
Therapie bei kardiovaskuléren Patienten zusatzlich zur Behandlung von bakteriellen oder viralen
Infektionen, inflammatorischen autoimmunologischen Erkrankungen oder vor operativen
Eingriffen, welche mit Gewebeschaden und damit der Freisetzung endogener Genombestandteile

einhergehen, um den oben dargestellten circulus vitiosus zu verhindern. Hierbei ist jedoch die
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genaue Kenntnis der jeweiligen den Rezeptoren nachgeschalteten Signalkaskaden zur
Identifizierung mdoglicher Ansatzpunkte unabdingbare Voraussetzung fir die Entwicklung
inhibitorischer Ansétze. Beispiele fur beschriebene TLR-3 Inhibitoren sind A20, ein NF-«xB
induzierbares Zinkfinger Protein (Wang et al., 2004), small-molecule Inhibitoren (Cheng et al.,
2011) oder TLR-3 Antikdrper (Bunting et al., 2011). Kinftige Forschungsbemiihungen missen
jedoch zeigen, ob derartige inhibitorische Ansédtze einen protektiven Einfluss auf die
Endothelfunktion haben. Ob eine solche immunsuppressive Therapie aber breitflachig einsetzbar
waére, ist vor dem Hintergrund der wichtigen physiologischen Aufgaben der PRR zur
Verhinderung von Infektionen kritisch zu sehen und setzt sicherlich ein tiefgreifenderes

Verstandnis der zugrunde liegenden Immunmechanismen voraus.
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Zusammenfassung

In allen Stadien der Atherosklerose tragen Endotheliale Progenitorzellen (EPC) moglicherweise
protektiv zur Endothelrestauration bei. Zugleich ist das angeborene Immunsystem eng in
proatherosklerotischen Entziindungsprozessen involviert. Die Bedeutung der Aktivierung des
angeborenen Immunsystems speziell iber die pattern-recognition-receptors (PRR) retinoic acid
inducible gene-lI (RIG-I), melanoma differentiation-associated gene-5 (MDA-5) und toll-like
receptor-3 (TLR-3) auf die Funktion und Mobilisation von EPC war Gegenstand der hier
vorgelegten Dissertationsarbeit.

In vitro fuhrt eine spezifische Stimulation der genannten Rezeptoren jeweils zu einer
Veranderung des Rezeptorexpressionsmuster. Dies fuhrt zu vermehrter Apoptose (TLR-3, MDA-
5), oxidativem Stress (alle Rezeptoren) und im Falle von TLR-3 zu einer verminderten Migration

und Proliferation.

In vivo kommt es durch spezifische MDA-5 und TLR-3 Stimulation zusétzlich zu einer Erhéhung
der EPC in den drei Kompartimenten Knochenmark, peripheres Blut und Milz. In vivo zeigen
TLR-3 Knockout Modelle, dass die Erhohung der EPC im peripheren Blut und der Milz direkt
durch eine TLR-3 Aktivierung vermittelt wird. Im atherosklerotischen ApoE Knockout
Tiermodell zeigt sich nach TLR-3 Stimulation eine EPC Erhdhung im peripheren Blut, nicht aber

in der Milz.

Die Diskrepanz zwischen einem erhdhten EPC Pool einerseits bei gleichzeitig beeintréchtigter
Endothelfunktion andererseits kann durch ein vermindertes EPC Regenerationspotential erklart
werden, was in den in vivo Transfusionsexperimenten mit TLR-3 stimulierten Wildytp EPC und
TLR-3 defizienten EPC gezeigt werden konnte.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass EPC die PRR TLR-3, MDA-5 und RIG-I
exprimieren und somit ebenso wie Endothelzellen als immunkompetent anzusehen sind. Eine
spezifische Stimulation von TLR-3 und MDA-5 fiihrt zu einer Erhdhung der EPC Zahl bei
gleichzeitig proatherosklerotischen Effekten. Dies fuhrt, wie am Beispiel von TLR-3 gezeigt

werden konnte, zu einem in vivo verminderten Regenerationspotential.
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