Aus der Kilinik flr Kardiologie und Angiologie
der Medizinischen Fakultat Charité — Universitatsmedizin Berlin

DISSERTATION

Charakterisierung von iRhom2-defizienten Makrophagen unter
atherogenen Stimuli

zur Erlangung des akademischen Grades
Doctor medicinae (Dr. med.)

vorgelegt der Medizinischen Fakultat
Charité — Universitatsmedizin Berlin

von

Alica Brettschneider

aus Berlin

Datum der Promotion: 17.09.2021



Inhaltsverzeichnis

TabellENVEIZEICHNIS .. ...viiiiiiiiiiii e naas 1
ADBDIAUNGSVEIZEICNNIS ... 2
WA N EST= U 0T =T 01 = LTS U T o 3
ADSITACT ... 5
I 101 1= (0 o PP 6
1.1. Die AtNErOSKIEIOSE .......uiieeieiiie et e e e et e e e et eeenenn s 6
O B 1o N =T o [T 1T P 7
1.3. Cholesterin-Efflux und Reverser Cholesterintransport ............cccoccevvvieiiiieiieeeiineeennn. 10
1.4. Monozyten und Makrophagen in der Atherosklerose............cccooveviiiiiiiiiiiecciin e, 11
1.5. Monozyten und Makrophagen in der EntzOndung ............ccooeveiiiiiinieiinccieeee e, 13
1.6. TNF-a und TACE in der AtheroskIEroSe ...........oooiiiuiiiiiiiiiiiieiii e 14
A e = T =251 (= U o o [ PPPPRPPP 17
3. Material Und MetNOTEN ........oovviii e e e e ee s 19
0t |V = 1= == o PP 19
700 O S = o [0 {011 = | (TP 19
3.1.2.  Verbrauchsmaterialien ...........ccoeuuiiiiiiiiiie e e 20
3.1.3.  Chemikalien und REAGENZIEN .........ccovuuinieeieiiiie e 21
00 S |V =T [ o 22
3.1.5.  Antikorper DUrchfluSSZytOmMEetrie ...........uieiiiiiiiecei e 22
T G T o 11U ] o =] o PP 22
T I O (1 TP 23
3.1.8. TagMan®-Sonden fir Real-TImMe PCR.........cccooviiiiiiie e 23
.10, SOMIWAIE .ttt 24

G 0 |V =1 o T =T o T 24
3.2.1.  OrganentNaiMe..........u ettt e e 24
3.2.2.  ZEHKUIUL. ...t e e e e e 25

1) HErStElIUNG LCCM... ..t e e eeeaaea 25

2 Isolation der Bone Marrow Derived Macrophages (BMDM).............ccceeveeeeeee. 25

3) Kultivierung der BMDM .........ooiiiiiii e 26

4) Zeitreihe Mit IFN-y Und LPS ... ... 26

(5) MaKrophagenpolariSation .............coeeuuieeeeiiie e 27

(6) Stimulation mit Wasserstoffperoxid (H202) .......uuiveviiiiiiiiiiiiiieeeciiie e 28



3.2.3.  DUIChfIUSSZYIOMELITE. ... .cceiiiiiiiiie e 28

3.2.4. Gesamtcholesterin- und HDL-Cholesterin-Bestimmung ................ueeeiiieeeenens 29
3.2.5.  Methoden zur Quantifizierung von messenger-Ribonukleinsauren ................. 29
Q) AN T £ 0] 1T (U o [P 29
(2) Reverse TransSKIPtON ........oiiiii e 30
3) Quantitative Echtzeit PCR (TagMan®-PCR)..........cccoiviiiiiiiiieeeiiiieeeeeiiiie e 31
3.2.6. Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)........ccoovvviiiiiiiiiiinieeeineeeeeeinnnn 32
327, MT T -T St e 34
3.2.8.  SHAUISHK cooeeeeeeeeeeee e 34
A, ErQEDNISSE ...uiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii s 36
4.1. Expression von iRhom2, TACE und TNF-a in Makrophagen unter atherogenen Stimuli
............................................................................................................................. 36
4.2. Expression von M1 und M2 Makrophagen Markern in iRhom2-defizienten Makrophagen
nach MakrophagenpolariSAtion ..............ccoiiiiiiiiiiii e 41
4.3. Expression von ABCA1, ABCG1 und SR-B1 in iRhom2-defizienten Makrophagen nach
SUMUIALION MIE TEN-Y Lo e e e e et e e e et eeeeannnas 46
4.4, Zellviabilitat von iRhom2-defizienten Makrophagen unter oxidativem Stress ............ 49
S B ] 0 1= (o] o RSSO 50
5.1. Interpretation der ErgebniSSe .......oociiuuiieieiiie e 51
5.1.1. Expression von iRhom2, TACE und TNF-a in Makrophagen unter atherogenen
SHIMUI Lt e e e e e e e e eae 51
5.1.2. Expression typischer M1 und M2 Makrophagen Marker in iRhom2-defizienten
MAKIOPNAGEN. ...t 53
5.1.3. Genexpression von ABCA1, ABCG1 und SR-B1 nativ und nach Stimulation . mit
] 56
5.1.4.  Zellviabilitat von iRhom2-defizienten BMDM unter oxidativem Stress ............. 57
5.2, LIMIATIONEN ... et e e 58
5.3. Fazit und AUSDIICK .........ueii i 59
5.4, PeISPEKLIVEN ...ttt eeeanaaaa 60
6. LiteratuUrVerZeICNNIS . ...t e e e e e e eeeeeas 61
7. Eidesstattliche VersiCherung ... 73
8. Anteilserklarung an etwaigen erfolgten Publikationen............ccccccceeeiiiiiiiiiiinenenn. 74
9. LEDENSIAUT ... 75
O ¥ o] 1112 11 o] 1S 1] (SR 76

I B = 1| €S- T U] o PP 77



Tabellenverzeichnis

Tabelle 1: Histologische Stadien atherosklerotischer GefalRveranderungen..............cccoeeevvnnenen. 8
Tabelle 2: LabOIgEIALE. ... .o it e e e e et e e et e et e e eaaanas 19
Tabelle 3: Verbrauchsmaterialien ............oooiiiiiiii e 20
Tabelle 4: Chemikalien und REAGENZIEN...........v i 21
TaDEIE 5. IMEAIEN ... ettt e et e et eeab e aene 22
Tabelle 6: AntikOrper DUrChfluSSZYtOMELIIE ........coiiieieiei e 22
L= o L= LT o 51U o =T o PSP UPPPTRRPPPPN 22
Tabelle 8: Kommerzielle Kits Und LOSUNGEN ........ccouuiiiiiiiiii e e e e e e e 23
Tabelle 9: TagMan®-Sonden flr - Real TIME PCR.........ooiiiiiiiii e, 23
TabEIE 10: SOMWAIE.......uii ettt e e e ettt e e e e e e e e e ae e e e e eee e 24
Tabelle 11: Komponenten fur die CDNA SyNthese............uuuiiiiiiiiiiii e 30
Tabelle 12: Ubersicht Reverse TransKriptioNn ...........ccc.coiiiiieciieeeiiee e e eetee e 31



Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1: Skizze zur Plattenbelegung und Versuchsaufbau der Zeitreihe mit IFN-y und
0 TP 27

Abbildung 2: Makrophagen - iRhom2, TACE, TNF-a mRNA-Expression und TNF-a Sekretion
NACh STMUIALION ML LPS ..o ettt e e e e e e e e e e e b e e e e ans 37

Abbildung 3: Makrophagen - iRhom2, TACE, TNF-a mRNA-Expression und TNF-a Sekretion
Nach SHMUIAtION ML TEN-Y . ... e e e et e et e eans 39

Abbildung 4: Makrophagen - iRhom2, TACE, TNF-a mRNA-Expression und TNF-a Sekretion
NACh SMUIALION MIt HaOx. ... 40

Abbildung 5: Expression typischer M1 Makrophagen Marker nach Makrophagenpolarisation. 42
Abbildung 6: Expression typischer M2 Makrophagen Marker nach Makrophagenpolarisation. 43

Abbildung 7: Sekretion von CCL2 und IL-10 von Makrophagen nach Stimulation mit IFN-y und
0 TSP 45

Abbildung 8: Lipide im Serum iRhom2-defizienter MAUSE. ...........ccooevviieiiiiiiii e 46

Abbildung 9: mRNA-Expression der Lipidtransporter in Makrophagen unter nativen
Bedingungen und nach Stimulation mit IFN-Y. ..., 48

Abbildung 10: Zellviabilitdt von iRhom2-defizienten Makrophagen unter Behandlung mit
steigenden Konzentrationen an HaOaz. .......oiiiiiiiiiiiii e 49



Zusammenfassung

Hintergrund: Die Atherosklerose stellt eine entzindliche, Makrophagen-dominierte
GefalRerkrankung dar und ist weltweit fir die meisten Todesfalle verantwortlich.
Makrophagen sezernieren den Tumor Nekrose Faktor-a (TNF-a), welcher zunachst als
Vorlauferprotein an der Zellmembran vorliegt und durch das TNF-a Converting Enzyme
(TACE) in eine bioaktive, Iosliche TNF-a Form gespalten wird. Erst kurzlich wurde
beschrieben, dass TACE fur diesen Prozess auf das inaktive Rhomboid-Protein 2

(IRhom2) angewiesen ist.

Ziel: Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist die phanotypische und funktionelle

Charakterisierung von iRhom2-defizienten Makrophagen unter atherogenen Stimuli.

Methoden: Fir die Versuche wurden bone marrow derived macrophages (BMDM) aus
iRhom2*"* und iRhom2’- Mausen generiert und mit diversen Stimuli (Lipopolysaccharid =
LPS, Interferon-y = IFN-y oder Wasserstoffperoxid = H202) behandelt. Es erfolgte die
Messung der Expression von iRhom2, TACE und TNF-a. Zudem wurde die Expression
der fur den reversen Cholesterintransport verantwortlichen Transporter quantifiziert. Die
BMDM wurden zu M1 und M2 Makrophagen polarisiert und M1 und M2 Marker bestimmt.
Die Zellviabilitat wurde unter oxidativem Stress zwischen den beiden Genotypen

verglichen.

Ergebnisse: Die Stimulation mit LPS, IFN-y und H202 bewirkte jeweils die Induktion der
Boten-Ribonukleinsaure (mMRNA)-Expression von iRhom2 in iRhom2** Makrophagen
und von TNF-a in beiden Genotypen. Es zeigte sich in iRhom2-defizienten BMDM ein
geringerer Gehalt von TNF-a im Zelliberstand nach der Stimulation mit LPS, IFN-y oder
H202. In der mRNA-Expression der fur den reversen Cholesterintransport
verantwortlichen Transporter wurden keine Unterschiede zwischen iRhom2** und
iRhom2”- Makrophagen festgestellt. Die iRhom2-defizienten Makrophagen und iRhom2-
suffizienten Makrophagen unterschieden sich nicht in der mRNA-Expression typischer
M1 und M2 Marker nach Polarisierung. Ein signifikanter Unterschied zeigte sich in der
Expression des M1 Marker TNF-a. Die Expression und Sekretion von
antiinflammatorischem Interleukin-10 (IL-10) war in iRhom2” Makrophagen nach deren
Aktivierung mit LPS und IFN-y im Vergleich zu den Wildtyp-Makrophagen erhoht. Die
Viabilitat der BMDM beider Genotypen nahm unter Behandlung mit H202 in gleichen
Mal3en ab.



Diskussion: iRhom2 wird durch inflammatorische Reize induziert und kann somit die
inflammatorische Reaktion verstarken. Eine verminderte TNF-a Freisetzung von iRhom2-
defizienten Makrophagen konnte im Milieu der atherosklerotischen Plaque einen
geringeren inflammatorischen Status bedeuten und durch eine verminderte TNF-alpha-
induzierte Apoptose und Induktion von Adhasionsmolekilen atheroprotektiv wirken.
iIRhom2-defiziente Makrophagen kdénnen in M1 und M2 Makrophagen polarisiert werden
und zeigen dabei eine vermehrte IL-10 Sekretion, die sich aufgrund der
antiinflammatorischen Eigenschaften von IL-10 ebenfalls atheroprotektiv auswirken

konnte.



Abstract

Background: Atherosclerosis is an inflammatory and macrophage dominated vascular
disease and is the main cause of death worldwide. Macrophages secrete tumor necrosis
factor-a (TNF-a). TNF-a converting enzyme (TACE) is responsible for cleavage of the
membrane-bound precursor TNF-a protein to soluble TNF-a. Maturation of TACE

depends on recently discovered inactive rhomboid protein 2 (iRhom2).

Objective: The aim of this study is the phenotypic and functional characterization of

iRhom2-deficient macrophages under atherogenic stimuli.

Methods: Bone marrow derived macrophages were generated from iRhom2** and
iRhom2” mice and treated with different stimuli (lipopolysaccharide = LPS, interferon-y =
IFN-y or hydrogen peroxide = H202). Gene expression of iRhom2, TACE and TNF-a was
measured. Furthermore, gene expression of transporters involved in reverse cholesterol
transport was quantified. BMDM polarization towards M1 and M2 macrophages was
induced and M1 and M2 markers were measured. Cell viability under oxidative stress was

determined.

Results: Stimulation with LPS, IFN-y and H20: induced iRhom2 in iRhom2**
macrophages and TNF-a in both genotypes. iRhom2-deficient BMDM secreted lower
levels of TNF-a protein in response to stimulation with IFN-y or H202. There was no
difference in expression of transporters involved in reverse cholesterol transport between
iRhom2** and iRhom2” macrophages. BMDM polarization led to expression of M1 and
M2 marker proteins in iRhom2™* and iRhom2” macrophages. iRhom2-deficient
macrophages exhibited significantly lower expression of M1 marker protein TNF-a. Gene
expression and secretion of anti-inflammatory interleukin-10 (IL-10) was higher in
iRhom2”’- macrophages after activation compared to iRhom2** macrophages. Cell

viability was not different between both genotypes after treatment with H20:.

Discussion: iRhom2 is induced by inflammatory stimuli and may amplify inflammatory
processes. Diminished secretion of TNF-a in iRhom2-deficient macrophages may lead to
a lower inflammatory status in atherosclerotic plaques. After polarization Rhom2-deficient
macrophages showed an increased secretion of anti-inflammatory IL-10, which is

atheroprotective.



1. Einleitung

1.1. Die Atherosklerose

Die Atherosklerose ist eine multifaktoriell bedingte, inflammatorische Erkrankung
arterieller GefaRe.! Durch ihre Manifestation an den Herz- und HirngefaRen ist sie die
Hauptursache fur den Myokardinfarkt und Schlaganfall und damit weltweit fir die
meisten Todesfalle verantwortlich.? Die Manifestation der Atherosklerose an den
Koronararterien (Herzkranzgefal3e) kann sich klinisch asymptomatisch, als Schmerz
in der Brust (Angina pectoris Symptomatik), als Myokardinfarkt oder plotzlicher
Herztod prasentieren. Eine Atherosklerose der hirnversorgenden Arterien kann zu
neurologischen Symptomen in Form einer transitorischen ischamischen Attacke oder
eines ischdmischen Schlaganfalls fihren. Eine Manifestation der Atherosklerose an
peripheren GefalRen kann die periphere arterielle Verschlusskrankheit (pAVK) mit dem
Hauptsymptom des belastungsabhangigen, ischamischen Muskelschmerzes der
Extremitdten (Claudicatio intermittens) bewirken. Eine Manifestation der
Atherosklerose an den gastrointestinalen Arterien kann z. B. einen Mesenterialinfarkt
bedingen, der zu einer Nekrotisierung des Darmes fuihren kann.

FUr die Atherosklerose sind modifizierbare und nicht-modifizierbare Risikofaktoren
bekannt.! Die modifizierbaren Risikofaktoren stellen Nikotinabusus, arterielle
Hypertonie, Diabetes mellitus, Hyperlipoproteindmie, Adipositas und mangelnde
korperliche Aktivitéat dar. Zu den nicht-modifizierbaren Risikofaktoren gehoren eine
familidre Pradisposition, das Geschlecht und das Lebensalter. Heutzutage besteht das
vorrangige Ziel der Therapie der Atherosklerose in der Modifikation der Risikofaktoren.
Diese kann durch eine Lebensstilanderung und eine medikamenttse Therapie erreicht
werden. Randomisierte, klinische Studien demonstrieren positive Effekte der
Cholesterin-senkenden Statine, der Thrombozytenaggregationshemmer und einer
antinypertensiven Therapie.®>’ Sie verringern die Morbiditait und Mortalitat der
Atherosklerose und sind daher Teil der aktuellen klinischen Leitlinien in der Therapie
von atherosklerotischen GefalRerkrankungen. Trotz der Korrektur der kardiovaskularen
Risikofaktoren bleibt jedoch ein hohes residuales Risiko fur kardiovaskulare

Ereignisse.®®



In den vergangenen zwanzig Jahren sind entztindliche Prozesse in der Pathogenese
der Atherosklerose vermehrt in den Fokus der Atheroskleroseforschung geriickt. %11
Studien konnten zeigen, dass die Konzentration des Akute-Phase-Proteins C-
reaktives Protein (CRP) mit kardiovaskuldren und zerebrovaskularen Ereignissen
assoziiert ist.?*®* CRP wird in der Leber synthetisiert und in Folge einer
Gewebeschadigung oder systemischen Entzindung ausgeschittet. Es dient im
klinischen Alltag als Serummarker einer Entztiindung. Ridker et al. konnten in ihrer
Studie zeigen, dass Statine neben einer Reduktion von Low Density Lipoproteinen
(LDL) auch eine CRP-Reduktion hervorrufen und eine Senkung von LDL-Cholesterin
und CRP - im Vergleich zu einer alleinigen Reduktion des LDL-Cholesterin - mit einem
verbesserten Outcome (geringere Rate an erneuten Myokardinfarkten und geringere
Mortalitat) nach einem akuten Koronarsyndrom assoziiert ist.*® Trotz der Assoziation
zwischen der Atherosklerose und der Inflammation werden bis dato nur zwei
Medikamente in der Standardtherapie der Atherosklerose eingesetzt, denen
antiinflammatorische Effekte zugesprochen werden: Statine und Acetylsalicylsaure
(ASS). 2017 wurde die CANTOS Studie (Canakinumab Antiinflammatory Thrombosis
Outcome Study) zur Wirksamkeit des monoklonalen Antikérpers Canakinumab,
welcher  Interleukin-1B  (IL-1B)  bindet,  verdffentlicht. Die  spezifisch
antiinflammatorische Wirkung durch Inhibierung von IL-1B reduzierte das Risiko fur
einen  nicht-tédlichen  Myokardinfarkt,  nicht-tédlichen  Schlaganfall  oder
kardiovaskuléaren Tod bei Patienten mit stattgehabtem Myokardinfarkt. Zudem konnten
durch Canakinumab die inflammatorischen Biomarker high sensitive CRP (hsCRP)
und Interleukin-6 (IL-6) gesenkt werden, unabhé&ngig von der Zusammensetzung der
Lipide im Blut.'* Diese Studie konnte als Erste den Effekt einer isoliert
antiinflammatorischen Therapie auf kardiovaskulare Ereignisse zeigen. Die
Ergebnisse unterstreichen die entziindliche Genese der Erkrankung und verdeutlichen
die Mdglichkeiten neuartiger, antiinflammatorischer Therapieoptionen in der weiteren

Risikoreduktion kardiovaskulérer Ereignisse.

1.2. Die Atherogenese

Die Atherosklerose ist eine Erkrankung, die sich im Endothel und Subendothel

arterieller Geféal3e manifestiert. Das Endothel ist die biologische Grenzflache zwischen



dem zirkulierenden Blut und dem Gewebe. Pradilektionsstellen fir die Entwicklung von
atherosklerotischen Lasionen sind insbesondere die Aufzweigungen von Arterien. Der
Verlust von laminaren Scherkraften an diesen Stellen und die Anwesenheit re aktiver
Sauerstoffspezies (ROS) fiuhren zu einer Endotheldysfunktion mit erhohter
Endothelpermeabilitat, die die Ansammlung von Lipiden und Immunzellen in der
Innenschicht der arteriellen GefaBwand, der Tunica Intima, erméglicht.*® Histologisch
wird die Atherosklerose nach Stary in sechs Stadien unterteilt (siehe Tabelle 1).161’

Bereits im Kindesalter kommt es durch den Anstieg des Lipoproteingehaltes,
verursacht durch die modifizierbaren und nicht-modifizierbaren Risikofaktoren, zu
fokalen Verbreiterungen der Arterienwand, den Fatty Streaks.'® Fir deren Entstehung
ist die subendotheliale Akkumulation von Apolipoproteinen notwendig.'® Die Low
Density Lipoproteine (LDL) werden im subendothelialen Raum in Anwesenheit von
freien Radikalen (Hyperoxide, Wasserstoffperoxid und Stickstoffmonoxid) oxidativ
modifiziert und aktivieren das uber ihnen liegende Endothel.?® Dieses sezerniert
folglich Zytokine, Wachstumsfaktoren, Chemokine und exprimiert Adhasionsmolekile
an seiner luminalen Zelloberflache, was zur Rekrutierung von Monozyten und anderen

Immunzellen fihrt 2422

Stadium  Lasionstyp Morphologie
I Initiall&sion Intimaverdickung mit geringflgiger Einlagerung von
oxidativ modifizierten LDL-Partikeln und

Makrophagen, z.T. Schaumzellen

Il Fatty streaks Intimaverdickung mit meist intrazellularen Lipidtropfen
in Schaumzellen und glatten Muskelzellen

1] Intermediartyp  Vermehrt extrazellulare Lipidansammlung in unscharf
(Praatherom) abgegrenzten Arealen

Y Atherom GrolRer  atheromatbser Herd mit  massiver
extrazellularer  Lipidakkumulation,  abgrenzbarer
Lipidkern

\% Fibroatherom Enthalt vermehrt kollagene Fasern und modifizierte

glatte Muskelzellen, teilweise Verkalkungen

VI Komplizierte Fibroatheromatdse Plaque mit Oberflachendefekten
Lasion (Fissuren, Erosionen, Ulzerationen), Hamorrhagien
und Thromben

Tabelle 1: Histologische Stadien atherosklerotischer GefaRveranderungen; modifiziert nach Stary6-1”
und Hort®



Die Chemotaxis beschreibt die gerichtete Bewegung von Zellen anhand eines
Konzentrationsgradienten, der z. B. durch die Ausschittung von Botenstoffen (z. B.
Chemokine) erzeugt wird.?* Besonders wichtig bei der Chemotaxis der Monozyten im
Milieu des atherosklerotischen Plaques ist das Zusammenspiel zwischen den durch
Endothelzellen, Schaumzellen (lipidbeladene Makrophagen) und glatten Muskelzellen
sezernierten Chemokinen und den Chemokinrezeptoren auf der Zelloberflache der
Monozyten: CC-Chemokinligand 2 (CCL2), auch Monocyte Chemoattractant Protein-
1 (MCP-1) genannt, und CC-Chemokinrezeptor Typ 2 (CCR2), C-X3-C-
Chemokinligand 1 (CX3CL1l) und C-X3-C-Chemokinerezeptor 1 (CX3CR1), CC-
Chemokinligand 5 (CCL5) und CC-Chemokinrezeptor Typ 5 (CCR5).2° Mithilfe der
Adhasionsmolekile E-Selektin, P-Selektin, interzellulares Adhasionsmolekil-1 (ICAM-
1) und vaskulares Adhasionsmolekil-1 (VCAM-1) kdénnen die Monozyten in den
subendothelialen Raum eintreten und differenzieren in Anwesenheit des
Wachstumsfaktors Macrophage colony-stimulating factor (M-CSF) zu Makrophagen.2®
Die Makrophagen exprimieren auf ihrer Oberflache Scavenger Rezeptoren. Scavenger
Rezeptoren sind membrangebundene Rezeptoren, die modifiziertes LDL-Cholesterin,
Zelldetritus und Pathogene aufnehmen.?’ Insbesondere durch den Scavenger
Rezeptor A (SR-A) und durch den Scavenger Rezeptor B Member 3 (auch cluster of
differentation 36 [CD 36] genannt) nehmen Makrophagen vermehrt oxidativ
modifiziertes LDL (oxLDL) auf.?® Da die Aufnahme des oxLDL {iber die Scavenger
Rezeptoren unkontrolliert erfolgt, werden die Makrophagen zu lipidbeladenen
Schaumzellen,? die die friihe atherosklerotische Lasion kennzeichnen.

Neben Monozyten und Makrophagen sind im atherosklerotischen Plaque dendritische
Zellen, Mastzellen, T-Zellen und B-Zellen zu finden.?® Die Freisetzung
inflammatorischer Molekile durch die Immunzellen und die zelluléare Interaktion in der
entstehenden Plaque erhalt die entzindliche Reaktion aufrecht.’® Ein wichtiger
inflammatorischer und atherogener Mediator ist das Interferon-y (IFN-y), welches
vorrangig durch T-Zellen und natirliche Killerzellen sowie Monozyten und
Makrophagen in atherosklerotischen Plaques exprimiert wird.3%3! [FN-y stimuliert die
Expression von Adhasionsmolekilen und hemmt das Wachstum und die
Kollagensynthese glatter Muskelzellen.*?

Ein weiterer Schritt in der Atherogenese ist die Rekrutierung von glatten Muskelzellen

aus der Tunica Media, der mittleren GefaRRschicht, in die Tunica Intima. Glatte

9



Muskelzellen verfiigen iiber eine phanotypische Plastizitét.®® In Abhangigkeit von ihrer
Mikroumgebung entwickeln sie sich von rein kontraktilen Zellen zu einem
sezernierendem Phanotyp und fordern die Synthese von extrazellularer Matrix
(Kollagen und Elastin)?®, die eine fibrése Kappe zur Abdeckung der Plaques bildet und
deren Ruptur vorbeugt. Die Schicht aus glatten Muskelzellen und kollagenreicher
Matrix umgibt folglich das Zentrum aus extrazellularen Lipiden und Schaumzellen. Aus
der frGhen atherosklerotischen Plague entsteht eine reife Plaque, auch Atherom
genannt. Vulnerable Plaques sind durch eine zarte fibrése Kappe gekennzeichnet, die
durch verschiedene Faktoren (z. B. eine systemische Infektion) rupturieren kann.?
Folglich gelingt thrombogenes Material ins Gefal3lumen, was zu der Formation eines
Thrombus fuhrt. Der Thrombus kann das Gefal? teilweise oder komplett verschlie3en

und sich klinisch als Myokardinfarkt oder Schlaganfall prasentieren.3*

1.3. Cholesterin-Efflux und Reverser Cholesterintransport

Die Akkumulation von Cholesterin in den Makrophagen induziert inflammatorische
Prozesse und Apoptose.®®> Als Antwort auf eine exzessive Lipidakkumulation
versuchen Schaumzellen Cholesterin und andere Lipide aus der Zelle zu entfernen.
Der sogenannte Cholesterin-Efflux wird durch mehrere Transporter ermdglicht:
ATP-binding-cassette transporter A family member 1 (ABCA1l) und ATP-binding-
cassette transporter G family member 1 (ABCG1) vermitteln einen aktiven Cholesterin-
Efflux unter Verbrauch von Adenosintriphosphat (ATP).%¢ Uber den Scavenger
Rezeptor Klasse B, Typ 1 (SR-B1) erfolgt eine passive Diffusion von freiem Cholesterin
aus der Zelle. Zudem kann freies Cholesterin auch mittels einfacher Diffusion aus der
Zelle gelangen.®” ABCA1 fordert den Transfer von freiem Cholesterin zu lipidarmen
Apolipoprotein A1 (ApoAl), welches das Hauptprotein des High Density Lipoprotein
(HDL) darstellt.?® ABCG1 vermittelt den Cholesterin-Efflux zu reiferen HDL-Partikeln.
HDL stimuliert den Cholesterin-Efflux aus peripheren Geweben, transportiert das
Cholesterin im Plasma zur Leber, wo es durch die Hepatozyten aufgenommen,
katabolisiert und mit der Gallenflissigkeit ausgeschieden werden kann. Dieser
Prozess wird als reverser Cholesterintransport bezeichnet. Das Entfernen von

UbermalRigem Cholesterin und Oxysterolen, oxidierte Derivate des Cholesterins, aus

10



den Schaumzellen durch HDL reduziert das Absterben der Makrophagen und wirkt

daher atheroprotektiv.>®

1.4. Monozyten und Makrophagen in der Atherosklerose

Makrophagen sind die hinsichtlich der Anzahl vorherrschenden Immunzellen in
atherosklerotischen Plaques. Sie sind als Teil des angeborenen Immunsystems
entscheidend fur die inflammatorischen Prozesse. Gewebsmakrophagen stammen
von zirkulierenden Monozyten ab, die aus dem Knochenmark und der Milz kommen,
zudem wurde eine lokale Proliferation von Makrophagen in atherosklerotischen
Plaques nachgewiesen.?3%40 Es werden verschiedene Monozyten-Subtypen anhand
von Oberflachenmarkern unterschieden: beim Menschen sind dies klassische
(CD147°CD16), intermediare (CD14"*CD16") und nicht-klassische (CD14*CD16")
Monozyten,*! die sich jeweils hinsichtlich ihrer Funktion unterscheiden. lhre Rolle in
der Atherogenese ist von grof3em Interesse und wurde in den vergangenen Jahren
erforscht.*? Intermediire Monozyten produzieren vermehrt Tumor Nekrose Faktor-a
(TNF-a) und IL-1B als Antwort auf Lipopolysaccharide (LPS) im Vergleich zu den
anderen beiden Subpopulationen*® und gelten daher als besonders inflammatorische
Monozyten. Mehrere Studien beschreiben eine Assoziation zwischen zirkulierenden
intermediaren Monozyten und den Manifestationsformen der Atherosklerose, wie

Myokardinfarkt und Schlaganfall.**

Ein Grol3teil der Atherosklerose-Grundlagenforschung wird hingegen an Tiermodellen
durchgefiihrt, wobei das Mausmodell am haufigsten gewahlt wird.*® Bei Mausen
werden im Vergleich zum Menschen Uublicherweise nur zwei Untergruppen
zirkulierender Monozyten anhand ihrer Expression des Lymphozytenantigen 6
Komplex (Ly6C) und der Chemokinrezeptoren CCR2 und CX3CR1 unterschieden,
was eine Limitierung hinsichtlich der Ubertragung der Erkenntnisse vom Mausmodell
auf den Menschen darstellt.*! Hypercholesterindmie in Mausen filhrt zu einer
Monozytose mit selektiver Expansion der Ly6C"9" Monozyten.*° Diese Subpopulation
der murinen Monozyten bindet bevorzugt an das aktivierte Endothel und infiltriert die

GefaRwand.?®
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Im Gewebe differenzieren Monozyten zu Makrophagen, die wiederum auch
heterogene Immunzellen darstellen. In atherosklerotischen Plaques erhalten die
Makrophagen Signale ihrer Umgebung, die ihre phanotypische Polarisation
ausmachen. In der Literatur werden Makrophagen vereinfacht in M1 Makrophagen, die
vorwiegend inflammatorische Zytokine sezernieren, und M2 Makrophagen, die
antiinflammatorische, regulatorische und wundheilende Eigenschaften zeigen,
unterteilt. In der Realitat sind die Ubergéange zwischen diesen beiden Phanotypen

weniger scharf abgrenzbar.*647

Makrophagen des M1 Phanotyps werden vermehrt in progredienten
atherosklerotischen Plaques angereichert.?® Ihre Aktivierung in vitro erfordert die
Stimulation mit IFN-y und einem zweiten inflammatorischen Stimulus (LPS oder TNF-
a).8% In den atherosklerotischen Plaques ist das vorherrschende Zytokin-Milieu
verantwortlich fir die Polarisierung der Makrophagen.*® Aktivierte Makrophagen
produzieren ROS, die zum Zelltod und zur Lipoproteinoxidation fiihren.*® Zudem
sezernieren M1 Makrophagen die induzierbare Stickstoffmonoxid-Synthase (iNOS),
die Zytokine TNF-a, IL-18 und IL-6 und proteolytische Enzyme.*® Dadurch werden
inflammatorische Prozesse und die Degradation der extrazellularen Matrix initiiert. Das
von den M1 Makrophagen sezernierte TNF-a fuhrt zusatzlich zur Apoptose der glatten
Muskelzellen der Intima, was in einer Verringerung der fibrésen Kappe resultiert.>!
Dies fuhrt zu der Entwicklung von instabilen atherosklerotischen Plaques, die sich
durch eine zarte fibrose Kappe und einen lipidreichen, nekrotischen Kern auszeichnen.
Die proteolytischen Enzyme der M1 Makrophagen degradieren die extrazellulare
Matrix, was in einer Ruptur der fibrosen Kappe resultieren kann.®? Thrombogenes
Material tritt in das Gefal3lumen und aktiviert die Gerinnungskaskade, sodass es zur
Bildung eines Thrombus kommt, der das betroffene GefaR verschlieRen kann. 34

Interleukin-4 (IL-4) und Interleukin-13 (IL-13) bewirken die Polarisation zu dem M2
Makrophagen-Phanotyp.*® Murine M2 Makrophagen exprimieren Arginase-1,
Mannose-Rezeptor und das Protein Found in inflammatory zone 1 (Fizz1).*® In
humanen M2 Makrophagen wird in Reaktion auf eine Stimulation mit IL-4 und IL-13
insbesondere die Expression von Scavenger Rezeptoren, Galactose Rezeptoren und
Mannose Rezeptoren induziert.>*>* M2 Makrophagen sezernieren antiinflammatorisch
wirkende Mediatoren wie den IL-1 Rezeptor Antagonist (IL-1Ra), Interleukin-10 (IL-10)

und Transforming growth factor beta (TGF-B).2%*® Sie haben somit antientziindliche
12



Eigenschaften und spielen eine wesentliche Rolle in der Wundheilung.*®*° Die
Produktion von IL-10 wird zudem durch die Aktivierung der Toll-like Rezeptoren (TLR)
in Makrophagen induziert.> IL-10 ist ein starker, antiinflammatorischer Mediator, der
LPS-induzierte Zytokine und die antigenprasentierenden Funktionen der
Makrophagen inhibiert.*® Eine vermehrte Anreicherung von M2 Makrophagen und der
mit M2 Makrophagen assoziierten Markern findet sich typischerweise in regredienten

atherosklerotischen Plaques und in der Adventitia.2856:57

In murinen Studien helfen verschiedene Markerproteine die Phanotypen der M1/M2-
Makrophagen zu differenzieren: Zytokine, Chemokine, Enzyme und Scavenger-
Rezeptoren.® Zu den M1-typischen Markern zahlen die Zytokine TNF-q, IL-6, IL-1,
das Chemokin CCL2 und die fur Makrophagen spezifische Isoform der
Stickstoffmonoxid-Synthase (NOS), die induzierbare NOS (INOS). Zu den M2-
Markerproteinen gehdren das Enzym Arginase-1 (ARG1), der Mannose-Rezeptor
(MR) und Fizz1.545859

1.5. Monozyten und Makrophagen in der Entztindung

Das angeborene Immunsystem erkennt Fremdkorper und Pathogene Uber
konservierte, charakteristische Strukturmerkmale bzw. Muster.®® Diese werden
Pathogenassoziierte molekulare Muster (PAMPs) genannt und koénnen von
spezifischen Mustererkennungsrezeptoren (pattern-recognition receptors = PRR), die
auf Zellen des angeborenen Immunsystems wie Monozyten und Makrophagen
exprimiert werden, erkannt werden.®! Die Scavenger-Rezeptoren sind eine Gruppe
von PPR, die von Makrophagen exprimiert werden und eine Schlisselrolle in der
Atherogenese einnehmen, da sie oxLDL erkennen und aufnehmen kénnen.?® Eine
weitere wichtige Gruppe der PRR stellt die Familie der Toll-like Rezeptoren (TLR) dar.
Bislang wurden 10 humane TLR identifiziert.®>®® Der TLR4 wird vor allem von
Monozyten und Makrophagen exprimiert und erkennt das Lipopolysaccharid (LPS),
welches ein Zellwandbestandteil gramnegativer Bakterien ist.% LPS ist ein sehr starker
und potenter inflammatorischer Stimulus. Nachdem der TLR4 LPS erkannt hat, werden
in den Monozyten und Makrophagen Signalkaskaden aktiviert, die zur Produktion oder
Freisetzung von verschiedenen Mediatoren fihren. Diese Mediatoren sind grof3tenteils
inflammatorisch (TNF-a, IL-1, IL-6, IL-12, Plattchen-aktivierender Faktor und ROS).
13



1.6. TNF-a und TACE in der Atherosklerose

Ein zentrales Zytokin, das von Monozyten und Makrophagen in atherosklerotischen
Plaques sezerniert wird, ist der Tumor Nekrose Faktor-alpha (TNF-a). TNF-a wird nach
seiner Translation als Vorlauferprotein an die Zelloberflache gebunden und wird dort
durch die transmembrane Matrix-Metalloprotease aus der Familie der ADAM-
Metalloproteasen TNF-a Converting Enzyme (TACE, auch ADAM17 genannt) in seine
losliche Form gespalten.®® Dieser Vorgang wird im Englischen als Shedding

bezeichnet.

TNF-a ist ein pleiotropes Zytokin, das durch die Aktivierung des Transkriptionsfaktors
Nuclear factor ,kappa-light-chain-enhancer® of activated B-cells (NF-kB) potente
proinflammatorische Effekte in der Atherosklerose zeigt.%® Es bindet in seiner I6slichen
Form an zwei TNF-Rezeptoren: TNF-Rezeptor 1 (TNFR1) und TNF-Rezeptor 2
(TNFR2). Wie der Ligand werden auch die beiden TNF-Rezeptoren durch TACE
proteolytisch von der Zelloberflache gespalten.®® Auf Endothelzellen findet der TNF-a-
Signalweg vor allem uber den TNFR1 statt.®” Transmembranes TNF-a bindet
vorzugsweise an den TNFR2.%® Klassischerweise wird nach Bindung von TNF-a an
den TNFR1 die Apoptose induziert.?®’® Ein weiterer in der Atherogenese
entscheidender, durch TNF-a-vermittelter Mechanismus ist die Induktion der
Expression von den Adhéasionsmolekilen VCAM-1 und ICAM-1 in Endothelzellen und

glatten Muskelzellen.”72

Zirkulierendes TNF-a ist mit einem erhdhten Risiko flr einen Myokardinfarkt,
atherosklerotischer Verdickung der Arteria carotis, Stérungen im Lipid- und
Glukosemetabolismus sowie altersbedingter Atherosklerose assoziiert.** Anti-TNF-a-
wirksame Medikamente werden in der Behandlung der Atherosklerose nicht
angewandt, sind jedoch in Deutschland fir die Behandlung von chronisch-
entzindlichen Darmerkrankungen und rheumatischen Krankheiten zugelassen.
Jacobsson et al. konnten anhand von Registerdaten zeigen, dass die Therapie mit
TNF-a-Blockern bei Patienten mit rheumatoider Arthritis zu einer geringeren Inzidenz
von kardiovaskularen Ereignissen fuhrt als bei unbehandelten Patienten mit
rheumatoider Arthritis.”® In einem in vivo-Modell an Mausen mit einem genetischen

Knockout von TNF-a wurde eine signifikante Reduktion der Atherosklerose
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beobachtet.”* Canault et al. untersuchten in einem Mausmodell die Effekte von
transmembranem TNF-a auf die Atherosklerose.” In TNF-a-defizienten Mausen, die
lediglich transmembranes TNF-a exprimieren, konnten sie eine geringere
Akkumulation von Makrophagen in den atherosklerotischen Plagues nachweisen.”
Auch andere Studien konnten eine proatherogene Wirkung von TNF-a in Mausen

nachweisen.’® "’

Zusatzlich zu TNF-a ist auch TACE in humanen und murinen atherosklerotischen
GefaRveranderungen nachzuweisen. ’®"® TACE wird im Endoplasmatischen Retikulum
(ER) als inaktives Zymogen gebildet und erst im Golgi-Apparat durch die Abspaltung
einer hemmenden Prodoméane aktiviert. In der aktiven Form gelangt TACE an die
Zelloberflache und ist fir das Shedding einer Vielzahl von Substraten (wie z.B. TNF-
a) verantwortlich.8%81 TACE benétigt zur Funktionsfahigkeit zwei Proteine aus der
Familie der Rhomboid Proteasen, die den Transport von TACE vom ER zum Golgi
Apparat und zur Zelloberflache begleiten: das inaktive Rhomboid Protein 1 (iRhom1)
und das inaktive Rhomboid Protein 2 (iRhom2). Inzwischen ist bekannt, dass iRhom1
und iRhom2 nicht nur am Transport von TACE beteiligt sind, sondern auch gemeinsam
mit der Metalloprotease an die Zelloberflache gelangen. An der Zelloberflache wird die
Aktivitat von TACE durch iRhom1/2 und dessen Phosphorylierung reguliert.®? Im
Vergleich zu iRhoml wird iRhom2 Uberwiegend in Immunzellen, insbesondere in
Makrophagen, exprimiert.®® Eine iRhom2-Defizienz wird folglich in anderen Zellen

durch die Aktivitat von iRhoml1 kompensiert.

Der Verlust von iRhom2 in Mausen fihrt durch die Inaktivitdt von TACE zu einem
fehlenden Abspalten von TNF-a von Makrophagen.®* Adrain et al. konnten zeigen,
dass iRhom2 spezifisch fir TACE ist und nicht mit dessen engstem Verwandten
ADAM10 interagiert.®* iRhom2 ist wiederum nicht nur fir das Shedding durch TACE
von TNF-a verantwortlich, sondern ist auch an dem Shedding des Epidermalen
Wachstumsfaktor (EGF) Rezeptorliganden durch TACE beteiligt, welches u.a. bei der
Barrierefunktion der Haut und der intestinalen Schleimhaut eine Rolle spielt.88 |m
Menschen fuhrt die TACE-Defizienz zu Hautlasionen, Diarrhd, Haardefekten und einer
dilatativen Kardiomyopathie.®” Mause mit einer vollstandigen TACE-Defizienz sind
nicht lebensfahig.® Aufgrund dieser Gegebenheit scheint TACE in der Atherosklerose

kein optimales therapeutisches Target. Infolge des selektiven Vorkommens von
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iRhom2 in Myeloidzellen scheint die Regulation der TACE-Aktivitat Gber die Inhibition
von IiRhom2 eine spezifische Verminderung der TNF-a-Freisetzung durch
Makrophagen zu ermdglichen.®® Die selektive iRhom2-Inhibition in Immunzellen hatte
keine nachteiligen Effekte auf Keratinozyten oder intestinale Zellen, da in diesen Zellen

iRhom1 den Ausfall von iRhom2 kompensieren kénnte.
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2. Fragestellung
Nach der Entdeckung der Bedeutung von iRhom2 fiir die TACE-Reifung und folglich

die Freisetzung von TNF-a von der Zelloberflache wurde die Beeinflussung dieser
Signalachse in Mausmodellen untersucht und in murinen und humanen Makrophagen
validiert.8® Mause mit einer genetischen Defizienz fiir iRhom2 (iRhom27") weisen einen
normalen Phanotypen auf, sind fruchtbar und zeigen keine morphologischen
Defekte.?4 Sie {iberleben im Vergleich zu ihren Wildtyp-Wurfgeschwistern (iRhom2**)

vermehrt einen LPS-induzierten septischen Schock.®

Bis dato konnte eine protektive Wirkung einer iRhom2-Defizienz in der
inflammatorischen  Arthritis im Mausmodell nachgewiesen werden.?® Da die
Atherosklerose eine chronische, inflammatorische und Makrophagen-dominierte
Erkrankung ist, kann davon ausgegangen werden, dass die Signalachse aus iRhom2,
TACE und TNF-a auch in der Atherogenese eine wichtige Rolle spielt. Bisher

existieren jedoch kaum Daten zur Bedeutung von iRhom2 in der Atherosklerose.

Daher ist es das Ziel dieser Arbeit als Pilotstudie die ph&anotypische und funktionelle
Charakterisierung von iRhom2-defizienten Makrophagen unter atherogenen Stimuli zu

evaluieren. Folgende Fragestellungen sollen untersucht und beantwortet werden:

— Gibt es Unterschiede in der TNF-a-Sekretion zwischen iRhom2-defizienten
Makrophagen und iRhom2-suffizienzen-Makrophagen unter atherogenen

Stimuli?

— Wird die messenger Ribonukleinsaure (mMRNA) Expression von iRhom2, TACE

und TNF- a in Makrophagen durch atherogene Stimuli beeinflusst?

— Wie ist die Expression typischer M1 und M2 Makrophagen Marker in iRhom2-
defizienten Makrophagen nach Makrophagenpolarisation?

— Bestehen Unterschiede in der Expression von ABCA1l, ABCG1 und SR-Bl
unter nativen Bedingungen und nach Stimulation mit IFN-y zwischen iRhom2*"*

und iRhom2’ Makrophagen?

— Ist die Zellviabilitdt iRhom2-defizienter Makrophagen unter H202 Exposition im

Vergleich zu den iRhom2-suffizienten Makrophagen verandert?
17



Hypothese: Die Expression von iRhom2 wird durch atherogene Stimuli gesteigert und
iRhom2-defiziente Makrophagen zeigen im Vergleich zu iRhom2-suffizienten

Makrophagen ein geringeres inflammatorisches Potenzial.
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3. Material und Methoden

3.1. Materialien
3.1.1. Laborgerate
Gerat Hersteller

Absorptions-Reader Spectra max 340PC384
Brutschrénke

Durchflusszytometer CyAn ADP

Eis-Gerat

Kuhlschrank 4°C, Tiefkuhlschrank -20°C
Tiefkuhlschrank -80°C

Lichtmikroskop DM IL

Multisteppipette, Multipette

Nanodrop 2000

Pipetten 10 pl, 20 pl, 100 pl, 200 pl, 2000 pl
Pipetboy acu

Real-Time PCR QuantStudio 7 Flex
Sicherheitswerkbank Holten LaminAir
Schittelapparat Vortex-Genie 2
Thermocycler UNO I

Tischabzug

Wasserbad

Zahlkammer Neubauer

Zentrifugen Centrifuge 5415 R, Centrifuge 5417 C,

Centrifuge 5810R, Centrifuge 5430R
Universal 32 R

Molecular Devices
WTC Binder

Dako Cytomation
Scotsman Ice Systems
Liebherr

Heraeus Instruments
Leica

Eppendorf

Thermo Scientific
Eppendorf

Integra Biosciences
Applied Biosystems
Heraeus Instruments
Scientific Industries
Biometra
Kottermann
Memmert

Hecht Assistent

Eppendorf

Hettich Zentrifugen

Tabelle 2: Laborgerate
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FACS-R6hrchen
Glaswaren

Kaniilen

Petrischalen

Pipettenspitzen

Platte fir RT-PCR

Spritzen

Zellkulturschale

Zellkulturflasche
Zellsieb
Combitips
Assay Platte

Reaktionsgefald

Vakuumfilter

Zellschaber

5ml Polystyren Rundboden-Rdhrchen
verschiedene

Sterican Gr.2, G 21 x 1% /0,80 x40 mm
Sterican Safety G 19 x 1 %2 1.1 x 40 mm
92 x 16 mm

10 pl, 200 pl, 1000 pl

Safe Seal SurPhob Spitzen 20 pl und 100 pl,
steril

Safe Seal Tips Premium 100 pl
Serological Pipet 10 ml, 25 ml, steril
MicroAmp Optical 96-Well Reaction Plate

BD Discardit 11 5 ml, 10 ml, 20 ml
Tissue Culture Dish 100 x 20 mm, steril
Multiwell 6 Well, steril

T75

40 pm Nylon, steril

2,5 ml, 10 ml, 50 ml

Mikrotestplatte 96 Well

Rohre 50 ml

Safe-Lock Tubes 0,5 ml; 1,5 ml

Vakuumfilter (500 ml), steril

3.1.2. Verbrauchsmaterialien
Labormaterial Spezifikation Hersteller
Abdeckfolie fir RT- MicroAmp Optical Adhesive Film Applied
PCR Biosystems
Deckglas Deckglas fur Haemacytometer, 20 x 26 mm  Menzel
Einmalhandschuhe Vasco Nitril white B. Braun
ELISA-Platte Nunc Maxisorp Flachboden 96-Loch-Platten eBioscience

BD Biosciences
Schott

B. Braun

B. Braun
Falcon
Eppendorf

Biozym

Biozym
Falcon

Applied
Biosystems

BD Biosciences

Falcon

Falcon
Falcon
Eppendorf
Sarstedt
Sarstedt
Eppendorf

Nalge Nunc
International

Sarstedt

Tabelle 3: Verbrauchsmaterialien
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3.1.3. Chemikalien und Reagenzien
Chemikalie/Reagenz Hersteller
Aqua ad iniectabilia Braun
Dithiothreitol (DTT) Sigma
Ethanol Roth
Fetales Kéalberserum (FCS) Biochrom AG
IFN-y (rm IFN-gamma) Biomol
IL-4 (rm IL-4) PromocCell
Isofluran Abbott AG
Isopropanol Merck
LPS (Lipopolysaccharide aus E.coli) Sigma
Magnesiumchlorid Carl Roth
Methanol Merck
3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid (MTT)  Sigma
Natriumchlorid (NacCl) Merck
Penicillin / Streptomycin (P/S) Biochrom AG
Phosphatgepufferte Salzldsung (PBS) (1x) ohne Ca?"/Mg?,steril Invitrogen
Phosphowolframséaure (pH = 6,1-7,6; 2880,17 + x H20 g/mol) Carl Roth
Schwefelsdure (H2S0a4) Merck
TriZol Ambion
Tween 20 Thermo Fisher
Trypsin Carl Roth
Wasserstoffperoxid (H202) EMPROVE exp. Merck

Tabelle 4: Chemikalien und Reagenzien
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3.1.4. Medien

Medium Zusammensetzung Hersteller
Roswell Park Memorial 10%:; 7,5%; 1% FCS Gibco Life
Institute (RPMI) Medium Technologies

1640 (+L-Glutamin) 1% Penicillin/Streptomycin (P/S)

L Cell Conditioned Uberstand aus kultivierten L929-
Medium (LCCM) Zellen, siehe Abschnitt 3.3.1.

Tabelle 5: Medien

3.1.5. Antikdrper Durchflusszytometrie
Zielantigen Farbstoff Hersteller
CD 11b V450 BD Horizon
CD 45 APC BioLegend
F4/80 PE Abcam

Tabelle 6: Antikérper Durchflusszytometrie

3.1.6. LOosungen
Puffer/Losung Zusammensetzung
Magnesiumchloridlésung 2 mol/l MgCI?*
Phosphorwolframsaurelésung 40 g/l Phosphorwolframsaure
1 mol/l NaOH
Destilliertes Wasser
Waschpuffer PBS + 0,05% Tween 20

Tabelle 7: Losungen
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3.1.7. Kits

Bezeichnung

Hersteller

Fluitest Totalcholesterin

Mouse TNF-a High Sensitivity ELISA Kit
Mouse TNF-a ELISA Set

BD OptEIA Reagent Set A

Mouse IL-10 ELISA MAX™ Deluxe Set
LEGEND MAX™ Mouse MCP-1 ELISA Kit
TMB Substrate Reagent Set

TagMan® Gene Expression Master Mix

Analyticon
eBiosciences
BD Biosciences
BD Biosciences
BioLegend
BioLegend

BD Biosciences

Applied Biosystems

Tabelle 8: Kommerzielle Kits und Lésungen

3.1.8. TagMan®-Sonden fur Real-Time PCR

Gen Assay on Demand Hersteller
ABCA1 MmO00442646_m1 Alle Applied Biosystems
ABCG1 MmO00437390_m1

ADAM17 (TACE) MmO00456428 m1l

Arg-1 MmO00475988 m1l

CCL2 MmO00441242_m1

IL-1b MmO00434228 m1l

IL-6 MmO00446190_m1

IL-10 MmO00439614 m1l

iNos MmO00440502_m1

iIRhom2 MmO00553470_m1

Mrcl (MR) MmO00485148 m1l

Retnla (Fizz1)
RPL19

SCARB1 (SR-B1)
TNF-a

MmO00445109 m1l
MmO02601633_g1
MmO00450234 _m1l
MmO00443260_g1

Tabelle 9: TagMan®-Sonden fiir - Real Time PCR
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3.1.9. Software

Software Hersteller

Microsoft Excel (2010, 2016) Microsoft Corporation

Prism Version 7.0 GraphPad Software

SoftMax ® Pro Software Molecular Devices

Summit 4.4 Beckmann Coulter Inc.

Zotero 5.0.55 Roy Rosenzweig Center for History and
New Media

QuantStudio™ Real-Time PCR Applied Biosystems
Software

Tabelle 10: Software

3.2. Methoden

3.2.1. Organentnahme

Zur Entnahme verschiedener Organe wurden Mause des Stammes C57BL/6
verwendet. Aus iRhom2” Mausen (freundlicherweise von Prof. Dr. Philipp Lang,
Universitatsklinikum Dusseldorf, zur Verfigung gestellt) und Wildtyp-M&ausen wurden
nach Verpaarung iRhom2” und iRhom2** Wurfgeschwister generiert. Es wurden stets
alle Arbeitsschritte pro Genotyp analog durchgefiihrt. Nach Anasthesie mit Isofluran
wurden die Mause durch Entbluten geopfert. Zur Vollblutgewinnung wurde das Herz
mit Kanule und Spritze punktiert. Das Blut wurde in einem Reaktionsgefald gesammelt
und zur Serumgewinnung fur 10 Minuten bei 8000 Umdrehung pro Minute (U/min)

zentrifugiert. Der Uberstand (Serum) wurde in ein ReaktionsgefaR tiberfihrt.

Fir die Entnahme von Femur- und Tibia-Knochen wurde mit einer Praparierschere das
Huftgelenk freiprapariert. Im néchsten Schritt wurden die Knochen freigelegt, an den
Gelenken herausgel6st und von Sehnen- und Muskelgewebe befreit. Die praparierten

Knochen wurden mit Ethanol desinfiziert, zweimal mit sterilem PBS gespult und in
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sterilem PBS auf Eis gelagert. Alle weiteren Schritte zur Knochenmarksgewinnung
werden in Abschnitt 3.2.2(2) beschrieben.

3.2.2. Zellkultur

Alle in-vitro Versuche wurden unter einer keimarmen Sicherheitswerkbank mit

laminarem Luftstrom durchgefiihrt, um das Risiko einer Kontamination zu vermeiden.

() Herstellung LCCM

L929-Zellen sind eine M-CSF-produzierende murine Fibroblasten-Zelllinie. Ihr
Uberstand wird aufgrund des darin enthaltenden, von den L929-Zellen produzierten
M-CSF zur Differenzierung von hamatopoetischen Stammzellen zu Makrophagen
verwendet.®? Fir die Herstellung des LCCM wurden L929-Zellen nach folgendem

Schema kultiviert und deren Uberstande gesammelt:

Am ersten Tag wurden 1,2 x 10° Zellen in einer T 75 Zellkulturflasche mit 50 ml Medium
(RPMI 1640 mit 7,5% FCS, 1% P/S) ausplattiert.

Nach sieben Tagen wurde der Medium-Uberstand abgenommen und durch einen

sterilen Vakuumfilter filtriert und bei -80°C gelagert.

Nach Erreichen einer ausreichenden Konfluenz wurden die Zellen durch Trypsin
geerntet, in einer Neubauer-Zahlkammer gezahlt und erneut wie am ersten Tag
ausplattiert. Nach sieben Tagen wurde der Medium-Uberstand erneut abgenommen

und mit einem sterilen Vakuumfilter filtriert und bei -80°C gelagert.

(2) Isolation der Bone Marrow Derived Macrophages (BMDM)

Unter der Sicherheitswerkbank wurden die Knochen mit sterilem PBS gespult und mit
Besteck jeweils an den Epiphysen eroffnet und das Knochenmark mithilfe einer 10 ml-
Spritze und einer 21 G-Kanile mit 5 ml RPMI Medium herausgespilt. Die
Zellsuspension wurde in einem Falcon Réhrchen bei 1200 U/min fur drei Minuten
zentrifugiert. Der Medium-Uberstand wurde abgesaugt und das Zellpellet in 10 ml
RPMI Medium resuspendiert. Die Zellsuspension wurde durch ein 40 um Zellsieb
gefiltert. AnschlielRend wurde die gefilterte Zellsuspension erneut fur drei Minuten bei
1200 U/min zentrifugiert, die Flussigkeit abgesaugt und in 50 ml RPMI Medium (10%
FCS, 1% P/S, 15% LCCM) resuspendiert. Fur die Zellzahlung unter dem
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Lichtmikroskop wurden 40 pl der Zellsuspension entnommen. Mit Hilfe der
Neubauer-Zahlkammer wurden die Zellen gezéahlt und die Zellsuspension so auf die

6-Well-Platten ausplattiert, dass sich eine Zellzahl von 1,4 x 10° Zellen pro Well ergab.

3) Kultivierung der BMDM

Tag 1: Die Zellen wurden im Brutschrank bei 37°C und 5% COZ2 inkubiert. In der
Zellsuspension der Knochenmarkszellen sind es vor allem Makrophagen, die sich an
die Oberflache der Zellkulturschale anheften. Daher kann die Adhéarenz u. a. als ein

Selektionsfaktor gewertet werden.

Tag 3: Es wurden pro Well 2 ml RPMI Medium (10% FCS, 1% P/S) mit einem Anteil
von 30% LCCM vorsichtig hinzugefiigt, um eine Endkonzentration von 15% LCCM zu

erhalten.

Tag 5: Das Medium wurde abgesaugt und mit 2 ml frischem Medium (10%FCS, 15%
LCCM, 1% P/S) erneuert.

Tag 7: Das Medium wurde abgesaugt und mit 2 ml frischem und serumreduziertem
Medium (1% FCS, 15% LCCM, 1% P/S) erneuert.

Tag 8: Ein Teil der adharenten Zellen wurde nach Resuspension anhand von
Oberflachenmarkern mittels Durchflusszytometrie als Makrophagen bestimmt (siehe
Abschnitt 3.2.3). Fur alle Experimente wurden BMDM des achten Tages verwendet.

(4) Zeitreihe mit IFN-y und LPS

An Tag 8 der Kultivierung der BMDM (siehe Abschnitt 3.2.2 (3)) wurde erneut ein
serumreduzierter Mediumwechsel mit 1,5 ml Medium pro Well (1% FCS, 15% LCCM,
1% P/S) durchgefihrt. Die Zytokine wurden wie folgt zum Medium hinzugegeben.

a) Ohne Zusatz = Medium (als Kontrolle)

b) 100 U/ml IFN-y

c) 1pg/mlLPS
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Abbildung 1: Skizze zur Plattenbelegung und Versuchsaufbau der Zeitreihe mit IFN-y
und LPS. Die linken Vertiefungen (Wells) werden mit 1,5ml Medium ohne Zytokine behandelt, die
mittleren Wells erhalten 1,5ml Medium mit 200U/ml IFN-y und die rechten Wells erhalten 1,5ml| Medium
mit 1pg/ml LPS. Pro Genotyp und Zeitpunkt wird jeweils eine 6-Well-Platte verwendet.

Es wurden folgende Zeitpunkte untersucht: eine Stimulation Gber 24h, sechs Stunden
und drei Stunden. Es wurden nach oben genanntem Schema die Zytokine zum

Medium hinzugefugt.

24 Stunden nach dem Beginn des Experiments wurden die Medium-Uberstande aller
Wells in jeweils ein 1,5 ml Eppendorfgefal? aufgenommen und bei 8000 U/min flr fanf
Minuten zentrifugiert. Der klare Uberstand wurde ohne Zelldebris in ein neues 1,5 ml
Reaktionsgefald gefillt, in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C bis zur
weiteren experimentellen Verarbeitung gelagert. Die Wells der Zellkulturschalen
wurden einmal mit sterilem PBS gewaschen. Unter einer Abzugsbank wurden 1 ml
TRIzol pro Well zugefugt und die Zellen mit einem Zellschaber vom Untergrund
abgeldst. Die Suspension aus TRIzol und Zellen wurde in ein 1,5 ml Eppendorfgefal

gefullt und bei -20°C gelagert.

(5) Makrophagenpolarisation

An Tag 8 wurden die BMDM mit den jeweiligen Zytokinen behandelt, nachdem 24
Stunden zuvor ein serumreduzierter Mediumswechsel (Medium mit 1% FCS) stattfand.
Die Polarisation der nativen BMDM zu einem M1 Makrophagen Phanotyp erfolgte

durch eine Inkubation der BMDM mit IFN-y und LPS (50 ng/ml murines IFN-y + 1 yg/ml
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LPS). Fur die Polarisation zu M2 Makrophagen erfolgte die Inkubation der BMDM mit
10 U/ml (bzw. 20 ng/ml) IL-4. Parallel zu der Behandlung mit den Zytokinen erfolgte
jeweils eine Kontrolle mit Medium ohne Zytokine. Nach einer sechsstiindigen
Inkubationszeit wurde das Medium abgenommen und bei -80°C gelagert. Die Zellen
wurden mit PBS gewaschen und fur die Ribonukleinsaure (RNA) Isolierung mit 1 ml
Trizol pro Well behandelt, mit einem Zellschaber abgelést und in einem 1,5 ml

Eppendorfgefal bei -20°C gelagert.

(6) Stimulation mit Wasserstoffperoxid (H202)

Die BMDM wurden an Tag 8 mit verschiedenen Konzentrationen von
Wasserstoffperoxid (H202) stimuliert: 125 uM, 250 uM und 500 uM. Es erfolgte eine
Inkubation von sechs Stunden im Brutschrank, bevor das Medium abgenommen und
in einem 1,5 ml Eppendorfgefal? bei -80°C gelagert wurde. AnschlieRend wurden die

Zellen mit PBS gewaschen und die RNA isoliert.

3.2.3. Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ist eine Methode, mit der die Eigenschaften einzelner Zellen
mittels Laser analysiert werden konnen. Wahrend der Messung wird jede Zelle einzeln
von den Laserstrahlen bestrahlt. Je nach Eigenschaften der Zelle wird der Laserstrahl
anders gestreut: Es wird das von den Zellen vorwarts (Vorwartsstreulicht; Forward
Scatter [FSC]) und seitwérts gestreute Licht (Side Scatter [SSC]) gemessen. Das FSC
gibt Information tber die Zellgrol3e und das SSC uber die Granularitat der Zelle.
Zusatzlich konnen mittels fluoreszierender Antikdrper Oberflachenstrukturen und

intrazellulare Strukturen der Zellen angefarbt und quantifiziert werden.%?

Zur durchflusszytometrischen Charakterisierung der BMDM wurden diese mit einem
Zellschaber aus der Zellkulturschale abgetrennt, in 1000 pl RPMI Medium
resuspendiert und in ein 5 ml Rundboden-Rdhrchen uberfihrt. 500 pl der
Zellsuspension wurden als native Kontrolle gemessen. 500 pl der Zellsuspension
wurden zuvor mit der Antikdrpermischung (0,5 pl CD45 + 0,5 ul CD11b + 0,5 pl F4/80)
versetzt. Die Proben wurden fur 15 min im Dunkeln auf Eis inkubiert und anschlieRend
mittels Durchflusszytometer unter der Verwendung der Software Summit 4.4

gemessen.
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3.2.4. Gesamtcholesterin- und HDL-Cholesterin-Bestimmung

Die Bestimmung des Gesamtcholesterins in Maus-Seren (siehe Abschnitt 3.2.1)
erfolgte mittels Fluitests CHOL der Firma Analyticon nach Herstellerangaben. Dazu
wurden 4 ul einer Serumprobe, der Standardlésung oder Aqua als Kontrolle mit 400 pl
der Arbeitsreagenz R1 versetzt. Jeweils 190 ul dieses Gemisches wurden von jeder
Probe in die Vertiefungen einer 96-Well-Platte pipettiert (Doppelwerte pro Probe). Die
96-Well-Platte wurde anschlieRend fur 10 Minuten bei 37°C inkubiert. Danach erfolgte

die Probenmessung mittels Absorptionsreader bei einer Wellenlange von 546 nm.

Zur Bestimmung der HDL-Cholesterin Konzentration wurden die im Serum
enthaltenden Chylomikronen, Very Low Density Lipoproteine (VLDL) und LDL mittels
Phosphorwolframsaure und Magnesiumionen ausgefallt. Diese Methode wurde 1977
von Lopes-Virella et al. beschrieben.®® Dazu wurden 25 pl des Mausserums mit 2,5 pl
Phosphorwolframsaure (siehe Abschnitt 3.1.6) und 0,62 pl zweimolarer
Magnesiumchloridldsung zusammengebracht und anschlieRend bei 4°C fur 10
Minuten bei 9300 U/min zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues 1,5 ml
Eppendorfgefal? tberfihrt und als Probe fur die HDL-Cholesterin-Messung verwendet.
Die HDL-Cholesterin-Messung erfolgte analog zur Gesamtcholesterinbestimmung

mittels Fluitest CHOL der Firma Analyticon nach Herstellerangaben.

3.2.5. Methoden zur Quantifizierung von messenger-

Ribonukleinsauren

Q) RNA-Isolierung

Zur Extraktion der Gesamt-RNA aus den Zellen wurde TRIzol-Reagenz verwendet.
Dazu wurden in jede Vertiefung einer 6-Well-Zellkulturplatte jeweils 1 ml TRIzol-
Reagenz gegeben und die Zellen mit einem Zellschaber geldst. Die Isolierung erfolgte
nach Angaben des Herstellers. Die gereinigte RNA wurde in 30 pl Aqua ad iniectabilia
geldst und die Konzentration mit Hilfe des Spektralphotometers Nanodrop 2000 der
Firma Fisher Scientific gemessen. Hierbei wurde die Absorption bei folgenden
Wellenl&angen gemessen: 230, 260 und 280 nm. Die Konzentration der RNA wurde bei
einer Wellenlange von 260 nm ermittelt. Die Reinheit wurde durch das Verhaltnis der

Wellenlangen 260 nm zu 230 nm ermittelt, welches eine Aussage uber mogliche
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Lésemittel im Eluat geben kann sowie der Wellenlangen 260 nm zu 280 nm, welches

einen Hinweis auf eine mogliche Proteinkontamination im Eluat gibt.

(2 Reverse Transkription

Die Reverse Transkription beschreibt die Ubersetzung einer RNA in eine
komplementare Desoxyribonukleinsaure (cDNA) mit Hilfe einer Reversen
Transkriptase. Es wurde die Moloney Murine Leukemia Virus (MMLV) Reverse
Transkriptase, eine RNA-abhéngige DNA-Polymerase verwendet. Der komplementare

DNA-Strang kann in der Real-Time Polymerase Kettenreaktion (RT-PCR) vervielfaltigt

werden.
Reagenz Konzentration Hersteller
RNA 500 ng
Aqua ad iniectabilia Braun
DNase | 2 U/l Ambion
Hexamere 0,5 pg/pul TIB MOLBIOL
5x Reverse Transkriptase Puffer Invitrogen
DTT Sigma
dNTP Mix (dATP, aCTP, dGTP, dTTP) 10 mM Roche
RNase Inhibitor 40 U/ul Roche
MMLYV Reverse Transkriptase 200 U/pl Invitrogen

Tabelle 11: Komponenten fiir die cDNA Synthese

Es wurden jeweils 500 ng Gesamt-RNA mit Aqua ad iniectabilia zu einem Volumen
von 9 pl aufgefullt. Dann erfolgte die Herstellung der cDNA-Strénge in drei Schritten
nach folgendem Schema (siehe Tabelle 12: Ubersicht Reverse Transkription). Die Lagerung
der cDNA fand bis zur Verwendung in der RT-PCR bei -20°C statt. Eine langerfristige
Aufbewahrung der cDNA erfolgte bei -80°C.
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Prozess Reagenz Cycler-Einstellung

DNA Abbau 0,5 pl DNase 15 min 37°C, 5 min 95°C
Anlagerung (Annealing) 2 ul Hexamere 10 min 70°C, 5 min RT
Umschreibung RNA zu cDNA 4 pl 5x Puffer 60 min 37°C, 15 min 70°C
2 ul DTT
1 pl dNTP

0,5 ul RNase Inhibitor

1 pl MMLV

Tabelle 12: Ubersicht Reverse Transkription (RT = Raumtemperatur)

3 Quantitative Echtzeit PCR (TagMan®-PCR)

Die quantitative Real-Time Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ermdéglicht die
Amplifikation und Quantifizierung von Nukleinsauren mittels fluoreszierender Sonden.
Die PCR ist ein Verfahren zur Vervielfaltigung von DNA und verlauft in mehreren
Schritten. Zunachst kommt es zur Denaturierung der doppelstrdngigen DNA in
Einzelstrange. Es folgt die Hybridisierung (Annealing) der Primer und die Elongation
durch die DNA-Polymerase. Simultan wird durch die Abspaltung von fluoreszierenden
Sonden Fluoreszenz messbar und ermdglicht die Quantifizierung der Nukleinsauren.
In dieser Arbeit wurde das Verfahren der TagMan®-PCR verwendet. Hierbei kommen
spezielle fluoreszenzmarkierte TagMan-Sonden (siehe Tabelle 9) zum Einsatz, die am
5-Ende ein Donorfluorochrom (Reporter) und am 3‘-Ende den Quencherfarbstoff
Tetramethylrhodamine (TAMRA) tragen.®® Beruhend auf dem Prinzip des Forster-
Resonanzenergietransfers gibt ein durch Lichtenergie angeregtes Donorfluorochrom
seine Energie an ein Akzeptorfluorochrom (Quencher) ab.®® Bei der PCR-Reaktion
lagern sich die Tagman-Sonden an die einstrangige DNA an. Die DNA-Polymerase
baut durch ihre 5"-3"-Exonukleaseaktivitat die Tagman-Sonde am 5°-Ende ab, sodass
Quencherfarbstoff und Reporter raumlich voneinander getrennt werden und die
Reporter-Fluoreszenz messbar wird.*® Das Signal des fluoreszierenden Reporter
nimmt folglich proportional zur Amplifikation zu, was die Quantifizierung der PCR-

Produkte erlaubt.®®
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In der vorliegenden Arbeit wurde eine relative Quantifizierung von Nukleinsduren
durchgeflhrt. Die relative Quantifizierung beschreibt, wie stark ein Gen in Bezug auf
ein Housekeeping-Gen exprimiert wird. Das Housekeeping-Gen besitzt die
Eigenschaft, unabhéngig von aul3eren Einflissen konstant in Zellen exprimiert zu
werden. Als Housekeeping-Gen wurde das Ribosomale Protein L19 (RPL19)
verwendet. In dieser Arbeit wurden von den in Abschnitt 3.2.5(2) gewonnenen cDNA-
Probe Doppelwerte bestimmt. Es wurde stets eine Negativkontrolle (Non Template
Control) in Form von destilliertem Wasser. anstelle von cDNA mitgefuhrt. Es wurden
Ct-Werte (Ct = Cycle Threshold) gemessen, die in Relation zu dem Housekeeping-
Gen gesetzt wurden. Der Ct-Wert beschreibt den Zyklus in der PCR, in dem die
Signalstarke zum ersten Mal die Hintergrundfluoreszenz Ubersteigt. Die quantitative
Differenz zwischen zwei Proben wurde mit Microsoft Excel (Office Version 2016) nach

der 222CT_Methode oder 272 Methode berechnet.

3.2.6. Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Der Enzym-linked Immunosorbent Assay (ELISA) ist ein immunologisches
Nachweisverfahren fir z. B. Proteine, das auf einem photometrisch messbaren,
enzymvermittelten Farbumschlag beruht. Dabei wird das zu analysierende Antigen
mittels Antikorper gebunden. Diese Bindung wird von einem Detektionsantikorper
gebunden, der mit einem Enzym gekoppelt ist. Nach Zugabe eines Substrates setzt
das gekoppelte Enzym das farblose Substrat in ein farbiges Produkt um.%® Die
Produkte kénnen folglich photometrisch quantifiziert werden. Dieses Verfahren wurde
zur Quantifizierung von TNF-a, CCL2 und IL-10 Protein im Medium von Zellkulturen
verwendet. Es wurden das TNF-a ELISA-Set (BD Biosciences) mit dem
dazugehotrigen BD OptEIA Reagent Set A sowie das TNF-a High Sensitivity Kit
(eBiosciences) verwendet. Der Nachweis von CCL2 erfolgte mittels LEGEND MAX
Mouse MCP-1/CCL2 ELISA Kit (BioLegend) und der Nachweis von IL-10 mittels
Mouse IL-10 ELISA MAX Deluxe Set (BioLegend). Die Experimente erfolgten jeweils

nach dem Protokoll des jeweiligen Herstellers.

Zur Vorbereitung der Experimente wurden die zu untersuchenden Zelliiberstéande vor
der Verwendung zentrifugiert, um restlichen Zelldebris zu entfernen. Fur den TNF-a
ELISA von BD Biosciences wurde der Antikdrper im Beschichtungspuffer geldst,

jeweils 100 pl in die Vertiefungen einer Nunc MaxiSorp 96-Well ELISA-Platte gegeben
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und bei 4°C Uber Nacht inkubiert. Am néchsten Tag wurde die Platte dreimal mit
Waschpuffer gewaschen und anschlieBend mit 10% FCS fir eine Stunde bei
Raumtemperatur geblockt. Nach einem weiteren Waschschritt wurden jeweils 100 pl
des Standards, einer Probe (Zelliiberstand) oder einer Kontrolle in ein Well gegeben
und die Platte fur zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Es wurden jeweils
Vierfachwerte bestimmt. Als Kontrolle diente RMPI Medium mit 10% FCS. Es erfolgte
das funfmalige Waschen der Platte, danach wurden die Wells eine Stunde mit einem
biotinyliertem Detektionsantikorper und Streptavidin-Meerrettichperoxidase
(Streptavidin-HRP) bei Raumtemperatur inkubiert. Es schloss sich ein siebenmaliger
Waschschritt an. Nun wurden 100 pl einer Lésung aus Tetramethylbenzidin und
Wasserstoffperoxid in jedes Well pipettiert und die Platte im Dunklen fir 30 Minuten
bei RT inkubiert. Nach dem Beenden der Reaktion durch 50 pl 1M Schwefelsaure
konnte die Absorption im Photometer bei einer Wellenlange von 450 nm bzw. 570 nm
gemessen werden. Die nachgewiesenen Extinktionen der Zellliiberstdande konnten

Uber die Standardkurve mit den TNF-a-Konzentrationswerten korreliert werden.

Fur die IL-10 ELISA-Experimente wurde der Antikérper im vom Hersteller
bereitgestellten Beschichtungspuffer gelost und jeweils 100 pl der Lésung in eine
Vertiefung der Nunc MaxiSorp 96-Well Platte gegeben. Die Platte wurde versiegelt und
bei 4°C Uber Nacht inkubiert. Danach wurde die Platte viermal mit dem Waschpuffer
(PBS + 0,05% Tween 20) gewaschen und anschlieRend mit dem im Kit enthaltenem
Assay Diluent A fUr eine Stunde geblockt. Die Platte wurde danach erneut viermal mit
dem Waschpuffer gewaschen. AnschlieBend wurden 100 pl des Standards, der
Proben (Zelliberstand) oder der Kontrolle (Assay Diluent A), in ein Well gegeben und
die Platte fur zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Nach einem erneuten
Waschschritt wurden jeweils 100 pl einer Losung aus Detektionsantikérper und Assay
Diluent A fiir eine Stunde in die Wells gegeben. Es erfolgte erneut ein Waschschritt,
bevor die Wells mit einer Loésung aus Avidin-HRP und Assay Diluent A fur 30 Minuten
inkubiert wurden. Die Platte wurde finfmal gewaschen. Daraufhin wurden 100 pl einer
Losung aus Tetramethylbenzidin und Wasserstoffperoxid in jedes Well pipettiert und
die Platte fur 20 Minuten im Dunklen bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dem
Beenden der Reaktion durch 100 pl 1M Schwefelsaure wurde die Absorption im

Photometer bei einer Wellenlange von 450 nm bzw. 570 nm gemessen.
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Der hochsensitive TNF-a ELISA von eBiosciences sowie der CCL2 ELISA von

BioLegend wurden mit bereits vom Hersteller beschichteten Platten durchgefunhrt.

3.2.7. MTT-Test

Zur Beurteilung der Zellviabilitat unter H202-Stimulation wurde der MTT-Test
durchgeflhrt, der eine Aussage uber die metabolische Aktivitat von lebenden Zellen
gibt.®” Namensgebend fiir den Test ist der gelbe, wasserlosliche Farbstoff 3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid ~ (MTT), der durch die
mitochondriale Succinat-Dehydrogenasen, eines zur Atmungskette z&hlenden
Enzyms, zu dem blauvioletten, unléslichen Farbstoff Formazan reduziert wird.%® Da
diese Reaktion in den Mitochondrien der lebenden Zellen erfolgt, ist das Auftreten von
Formazan proportional zur metabolischen Aktivitat der Zellen.®” Formazan hat ein

Absorptionsmaximum bei einer Wellenlange von 570 nm.

Fur die Versuche wurde MTT in PBS gelost und steril filtriert, sodass eine
Konzentration von 5 mg/ml resultierte. Undifferenzierte hamatopoetische Stammzellen
wurden in 12-Well-Platten zu 0,6 x 10° Zellen pro Kammer ausgesat und nach Protokoll
zu BMDM differenziert (siehe Abschnitt 3.2.2(2)). An Tag 8 wurden dem RPMI Medium
der BMDM 125 pM, 250 pM, 500 pM oder 1000 pM H20:2 fur sechs Stunden
hinzugeflgt. Nach der Inkubation mit H2O2wurden jeweils 10 pl der MTT-L6sung in die
Vertiefungen der 12-Well-Platten gegeben. Die 12-Well-Platten wurden fir eine
Stunde bei 37°C inkubiert, bevor das Medium abgesaugt wurde. Anschliel3end wurden
250 pl Isopropanol (versetzt mit 0,004M Salzsaure (HCI)) auf die Zellen gegeben, um
eine Lyse der Zellen zu erzielen und die wasserunléslichen Formazankristalle
freizusetzen und zu I6sen. Mit einer Pipette wurden anschlie3end die 250 ul aus jedem
Well in die Vertiefungen einer 96-Well-Platte zur Messung im Mikroplattenlesegeréat
Uberfuhrt. Die Absorption des geldsten Formazan wurde im Mikroplattenlesegeréat mit

Hilfe der SoftMax Pro Software bei einer Wellelnlange von 570 nm gemessen.

3.2.8. Statistik

Die statistische Auswertung erfolgte mit den Programmen GraphPad Prism Software
(Version 7.0, Firma GraphPad Software Inc.) und Microsoft Excel Office Version 2016.

Diagramme und Graphen wurden mit der Software GraphPad Prism erstellt.
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Bei jedem Experiment wurden Doppelwerte gemessen. FiUr die Auswertung der
erhobenen Daten wurden folgende statistische Verfahren verwendet: Berechnung von
Mittelwerten und Standardfehlern (SEM) sowie die Durchfihrung einer
Ausrei3eranalyse mittels ROUT Methode. Bei kleinen Stichproben von n < 5 wurde
eine Normalverteilung angenommen. Zum Vergleich der Mittelwerte wurde ein
ungepaarter T-Test oder eine einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) mit
anschlieendem Sidak-Mehrfachvergleichtest eingesetzt. Der F-Test wurde
verwendet, um zu testen, ob die Varianzen der normalverteilten Variablen gleichmafig
oder ungleichmalig verteilt sind. Der ungepaarte T-Test wurde fiir normalverteilte
Variablen gewahlt und der Welch-Test wurde bei fehlender Varianzhomogenitét
angewendet. Fur Experimente mit zwei unabh&ngigen Variablen wurde eine
zweifaktorielle ANOVA gefolgt von einem Sidak-Mehrfachvergleichtest durchgefuhrt.
Die Ergebnisse werden prinzipiell als Mittelwert £ SEM angegeben. Ein p-Wert von

<0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen.
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4. Ergebnisse

4.1. Expression von iRhom2, TACE und TNF-a in Makrophagen
unter atherogenen Stimuli

Um zu untersuchen, ob sich analog zu den Arbeiten von Adrain et al.®* und Mcllwain
et al.% Unterschiede in der Expression von iRhom2, TACE und TNF-a zwischen
iIRhomz2-suffizienzten und iRhom2-defizienten Makrophagen unter LPS-Stimulation in
unserer Makrophagen-Zelllinie nachweisen lassen, wurden die BMDM beider
Genotypen sieben Tage nach ihrer Ausplattierung fur null, drei, sechs und 24 Stunden

mit LPS stimuliert.

In der Real-Time PCR wurde die mRNA-Expression von iRhom2, TACE und TNF-a
guantifiziert. Die n-fache mRNA-Expression wurde in Bezug zu der unbehandelten

Kontrolle von iRhom2-suffizienten BMDM (iRhom2**) gesetzt.

Die Stimulation mit LPS fiihrte zu einem Anstieg der iRhom2-Expression in iRhom2**
Makrophagen mit maximaler Expression nach sechs Stunden bei einer ca. zwolf-
fachen Steigerung der mRNA-Expression gegentber der unbehandelten Kontrolle
(Abbildung 2A). Die mRNA-Expression von TACE und TNF-a stieg nach Stimulation
mit LPS in iRhom2"* und iRhom2” BMDM an, dabei unterschied sich die
Genexpression nicht signifikant zwischen den Genotypen (Abbildung 2B und 2C).

AnschlieBend wurde die Auswirkung der iRhom2-Defizienz auf die TNF-a Sekretion
der Makrophagen untersucht. Dazu wurden die Uberstande der BMDM nach

Behandlung mit LPS lber sechs Stunden mittels TNF-a-ELISA analysiert.

Nativ sezernierten die BMDM beider Genotypen nur geringfligige Mengen von TNF-a.

Nach Stimulation mit LPS stieg die Sekretion von TNF-a in beiden Genotypen an.

Im Vergleich zu iRhom2** BMDM war der Anstieg der TNF-a-Konzentration im
Uberstand der iRhom2-defizienten Makrophagen signifikant geringer (etwa vierfach)
(Abbildung 2D).
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Abbildung 2: Makrophagen - iRhom2, TACE, TNF-a mRNA-Expression und TNF-
o Sekretion nach Stimulation mit LPS. BMDM aus iRhom2** und iRhom2” Mausen: relative
MRNA-Expression fir A) iRhom2, B) TACE und C) TNF-a nativ und nach 3, 6 und 24 Stunden
Behandlung mit LPS im Vergleich zur nativen Kontrolle der iRhom2** BMDM. Ergebnisse aus 2
individuellen Experimenten. Die Auswertung erfolgte mit der 2 Methode. Housekeeping Gen:
RLP19. D) TNF-a Sekretion (in pg/ml) von BMDM nativ und unter Stimulation mit LPS Gber 6h, n = 3
individuelle Experimente. Daten werden als Mittelwerte + Standardfehler angezeigt. Ein p-Wert von
<0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen.
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Diese Ergebnisse waren in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von Adrain et al.?
und Mcllwain et al.?°, sodass im nachsten Experiment die Auswirkungen von IFN-y und
oxidativem Stress auf die mRNA-Expression von iRhom2, TACE und TNF-a in
Makrophagen mittels Real-Time PCR untersucht wurden. Dazu wurden BMDM sieben
Tage nach der Ausplattierung fir null, drei, sechs und 24 Stunden mit IFN-y oder fur

sechs Stunden mit verschiedenen Konzentrationen von H202 behandelt.

Die Behandlung mit IFN-y fur drei und sechs Stunden fiihrte zu einem signifikanten
Anstieg der Expression von iRhom2 in den iRhom2** BMDM (Abbildung 3A). Die
Expression von TACE zeigte unter der IFN-y-Stimulation keine wesentliche
Veranderung in beiden Genotypen (Abbildung 3B) wahrend die mRNA-Expression von
TNF-a nach drei und sechs Stunden Stimulation mit IFN-y in beiden Genotypen
deutlich anstieg (Abbildung 3C). Zwischen BMDM aus iRhom2” und iRhom2**
Mausen konnte kein signifikanter Unterschied in der mRNA-Expression von TACE und

TNF-a beobachtet werden.

Unter der Stimulation mit 250 uM H202 kam es zu einem signifikanten Anstieg der
mRNA-Expression von iRhom2 in den iRhom2** Mausen (Abbildung 4A). Die
Expression von TACE blieb unter der Einwirkung von H202 in iRhom2-suffizienten und
iRhom2-defizienten BMDM im Wesentlichen unverandert (Abbildung 4B), jedoch stieg
die Expression der TNF-a mRNA nach Stimulation mit H202 deutlich an (maximal mit
250 UM H202) (Abbildung 4C). Zwischen den beiden Genotypen lieRen sich keine
signifikanten Unterschiede in der Expression von TACE und TNF-a unter H20:2

Stimulation erkennen.

Die TNF-a Sekretion von iRhom2-suffizienten und iRhom2-defizienten BMDM unter

IFN-y und H20:2 Stimulation fur sechs Stunden wurde mittels TNF-a ELISA analysiert.

Unbehandelt sezernierten die BMDM beider Genotypen nur geringfligige Mengen an
TNF-a. Die Behandlung mit IFN-y fuhrte zu einem Anstieg der TNF-a Sekretion in
beiden Gruppen (Abbildung 3D). Der Anstieg der TNF-a Sekretion zwischen der
Nativbehandlung und der IFN-y Stimulation war nur bei iRhom2** BMDM statistisch

signifikant.
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Unter Stimulation von BMDM mit H202 nahm der Gehalt an TNF-a im Uberstand der
BMDM beider Genotypen zu (Abbildung 4D). Bei der Stimulation mit 250uM H20:2
zeigte sich dabei eine wesentlich geringere TNF-a Sekretion der iRhom2”- BMDM im
Vergleich zu den iRhom2** BMDM.
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Abbildung 3: Makrophagen - iRhom2, TACE, TNF-a mRNA-Expression und TNF-
o Sekretion nach Stimulation mit IFN-y. BMDM aus iRhom2** und iRhom2”- Mausen: relative
MRNA-Expression von A) iRhom2, B) TACE und C) TNF-a nativ und nach 3, 6 und 24 Stunden
Behandlung mit IFN-y im Vergleich zur Nativ-Kontrolle der iRhom2** BMDM. Ergebnisse aus 4
unabhangigen Experimenten. Die Auswertung erfolgte mit der 2-44°t Methode. Housekeeping Gen:
RLP19. D) TNF-a Sekretion (in pg/mL) von BMDM nativ und unter Stimulation mit IFN-y (iber 6h, n = 3
individuelle Experimente. Daten werden als Mittelwerte + Standardfehler angezeigt. Ein p-Wert von
<0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen.
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Abbildung 4: Makrophagen - iRhom2, TACE, TNF-a mRNA-Expression und TNF-a
Sekretion nach Stimulation mit H,O,. BMDM aus iRhom2** und iRhom2’ M&ausen: relative
MRNA-Expression von A) iRhom2, B) TACE und C) TNF-a nativ und 6 Stunden Behandlung mit 125
UM, 250 UM und 500 uM H20:2 im Vergleich zur Nativ-Kontrolle der iRhom2** BMDM. Ergebnisse aus
3 individuellen Experimenten (bei 500 uM H202 n = 2). Die Auswertung erfolgte mit der 222t Methode.
Housekeeping Gen: RLP19. D) TNF-a Sekretion (in pg/mL) von BMDM nativ und nach Stimulation mit
125 pM und 250 pM H20:2 Uber 6 Stunden, n = 2 individuelle Experimente, eine statistische Auswertung
erfolgte aufgrund der geringen Fallzahl nicht. Daten werden als Mittelwerte + Standardfehler angezeigt.
Ein p-Wert von <0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen.
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4.2. Expression von M1 und M2 Makrophagen Markern in
IRhom2-defizienten Makrophagen nach
Makrophagenpolarisation

Zur Charakterisierung der Makrophagen hinsichtlich ihrer Eigenschaften nach
Polarisierung zu M1 oder M2 Makrophagen wurden BMDM von iRhom2** und iRhom?2-
" Mausen an Tag 8 nach der Ausplattierung fir sechs Stunden mit IFN-y/LPS (fiir eine
Polarisierung zu M1 Makrophagen) oder IL-4 (fur eine Polarisierung zu M2

Makrophagen) inkubiert.

Mittels Real-Time PCR wurde anschlieBend die Genexpression typischer M1 (IL-1(3,
IL-6, INOS, TNF-a und CCL2) und M2 (Arginase 1, Mannose Rezeptor, Fizz1 und IL-
10) Makrophagen Marker bestimmt. Die BMDM beider Genotypen exprimierten nach
der Stimulation mit IFN-y/LPS IL-1pB, IL-6, INOS, TNF-a und CCL2 (Abbildung 5). Es
zeigte sich ein signifikanter Unterschied hinsichtlich der Expression von CCL2
zwischen den beiden Genotypen mit erhohter CCL2 mRNA Expression in iRhom2™
BMDM im Vergleich zu den iRhom2** BMDM (Abbildung 5E). Die TNF-a mRNA
Expression war in deniRhom2”7- BMDM im Vergleich zu den iRhom2** BMDM geringer
(Abbildung 5D).

Unter der Stimulation mit IFN-y/LPS kam es zu einer erhdhten Expression des anti-
inflammatorischen Zytokins IL-10 in BMDM beider Genotypen, dabei war die Induktion
der IL-10-Expression in iRhom27- BMDM im Vergleich zu iRhom2** BMDM signifikant
hoher (Abbildung 6D).

Die Behandlung mit IL-4 fiihrte in iRhom2** und iRhom2’ BMDM zu einer Zunahme
der mRNA-Expression der M2 Makrophagenmarker Arginase 1, Mannose Rezeptor
und Fizzl (Abbildung 6A, 6B, 6C). Hinsichtlich der Expressionshohe der M2
Makrophagen Marker konnte keine signifikante Differenz zwischen den BMDM beider

Genotypen beobachtet werden.
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Abbildung 5: Expression  typischer M1  Makrophagen Marker  nach
Makrophagenpolarisation. mRNA-Expression muriner iRhom2** und iRhom2”- BMDM von A) IL-
18, B) IL-6, C) iINOS, D) TNF-a, E) CCL2 unter nativen Bedingungen und nach sechsstlindiger
Behandlung mit IFN-y/LPS (50 ng/ml murines IFN-y + 1 pyg/ml LPS) oder IL-4 (20 ng/ml). Daten werden
als Mittelwerte + Standardfehler angezeigt, Ergebnisse aus 4 individuellen Experimenten. Die
Auswertung erfolgte mittels 22 Methode. Hierbei findet ein Abgleich zum Referenzgen (Housekeeping-
Gen) statt. Housekeeping Gen: RLP19. Ein p-Wert < 0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen.

42



A) Arginase 1 (mRNA) B) Mannose Rezeptor (mRNA)

0.25- 3-
c 0.204 = [ iRhom2*"*
5 S P
@ ? 27 El iRhom2’
? 0.154 ?
[ [
S S
> 0.10- b
c (= 14
5 e |l|
© 0.054

0.00 0 i [ 1

nativ IFN-/LPS IL-4 nativ IFN-/LPS IL-4

C) Fizz1 (mRNA) D) IL-10 (MRNA)

0.08- 0.04- ol
§ 0.06- & 003
(7] (7]
8 3
g 0.044 5 0.024
X x
[} [}
& 3
¢ 0.02- ¢ 0.014

0.00 0.00

nativ IFN-//LPS IL-4 nativ IFN-/LPS IL-4

Abbildung 6: Expression  typischer M2  Makrophagen Marker  nach
Makrophagenpolarisation. mRNA-Expression muriner iRhom2** und iRhom2” BMDM von A)
Arginase 1, B) Mannose Rezeptor, C) Fizz1 und D) IL-10 unter nativen Bedingungen und nach
sechsstiindiger Behandlung mit IFN-y/LPS (50 ng/ml murines IFN-y + 1 ug/ml LPS) oder IL-4 (20 ng/ml).
Daten werden als Mittelwerte + Standardfehler angezeigt, Ergebnisse aus 4 individuellen Experimenten.
Die Auswertung erfolgte mittels 22t Methode. Hierbei findet ein Abgleich zum Referenzgen
(Housekeeping-Gen) statt. Housekeeping Gen: RLP19. Ein p-Wert < 0,05 wurde als statistisch
signifikant angesehen.
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Aufgrund der Unterschiede in der mRNA-Expression von CCL2 und IL-10 nach
Stimulation mit IFN-y/LPS wurde im nachsten Schritt die Expression auf Proteinebene
unter dem individuellen Stimulanz (IFN-y oder LPS) untersucht. Dazu wurden
iRhom2** und iRhom2’- BMDM am Tag 8 nach der Ausplattierung fur 24 Stunden
jeweils mit IFN-y oder LPS inkubiert und der Gehalt an CCL2 und IL-10 Protein im

Zelliberstand mittels ELISA gemessen.

Die Stimulation mit IFN-y flhrte in beiden Genotypen zu einem geringen Anstieg des
CCL2 Gehalts im Zelltberstand im Vergleich zur Nativ-Behandlung (etwa 1,2-fach in
iRhom2** BMDM und etwa 1,3-fach in iRhom2” BMDM). Nach der Behandlung mit
LPS kam es zu einer deutlichen Steigerung der CCL2 Proteinsekretion (etwa 20-fach
in iRhom2** und in iRhom2” BMDM, Abbildung 7A). Es bestand kein signifikanter
Unterschied hinsichtlich des CCL2-Proteingehalts zwischen den beiden Genotypen

unter der jeweiligen Behandlung.

Unter nativen Bedingungen war im Zellilberstand von iRhom2** und iRhom2” BMDM
nur ein sehr geringer Gehalt von IL-10 nachweisbar. Nach der Stimulation mit LPS
stieg die IL-10 Sekretion von BMDM beider Genotypen bedeutend an (Abbildung 7B).
In dem Zelliberstand der iRhom2” BMDM zeigte sich ein signifikant héherer IL-10
Gehalt im Vergleich zu den iRhom2** BMDM.
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Abbildung 7: Sekretion von CCL2 und IL-10 von Makrophagen nach Stimulation
mit IFN-y und LPS. Proteinsekretion (in pg/mL) in murinen iRhom2** und iRhom2”- BMDM von A)
CCL2 unter nativen Bedingungen und nach Stimulation mit IFN-y oder LPS lber 24 Stunden und B) IL-
10 unter nativen Bedingungen und nach Stimulation mit LPS Uber 24 Stunden. Ergebnisse aus 3
individuellen Experimenten. Daten werden als Mittelwerte + Standardfehler angezeigt. Ein p-Wert < 0,05
wurde als statistisch signifikant angesehen.
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4.3. Expression von ABCAL, ABCGL1 und SR-B1 in iRhom2-
defizienten Makrophagen nach Stimulation mit IFN-y

Der Serumgehalt an Gesamtcholesterin und an HDL-Cholesterin unterschied sich
nicht zwischen iRhom2** und iRhom2” M&usen unter einer Normalfettdi&t (Abbildung
8).

Der Gehalt an Gesamtcholesterin betrug im Serum der iRhom2** und iRhom2”- Mause
unter Normalfettdiat etwa 100 mg/dL (Abbildung 8A) und an HDL-Cholesterin etwa 65
mg/dL (Abbildung 8B). Es bestand kein signifikanter Unterschied hinsichtlich des
Gesamtcholesterin- oder des HDL-Cholesteringehalts zwischen den beiden

Genotypen.
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Abbildung 8: Lipide im Serum iRhom2-defizienter Mause. Serumgehalt (in mg/dL) an A)
Gesamtcholesterin und B) HDL-Cholesterin von mannlichen iRhom2** und iRhom2” M&usen unter
einer Normalfettdiat. n = 7 pro Gruppe. Daten werden als Mittelwerte + Standardfehler angezeigt.
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Um zu untersuchen, ob iRhom2 einen Einfluss auf die mRNA-Expression zentraler
Transporter (ABCAL1l, ABCG1 und SR-B1) des reversen Cholesterintransports in
Makrophagen unter inflammatorischen Bedingungen (wie z. B. bei der Atherosklerose)
hat, wurden iRhom2** und iRhom2” BMDM an Tag 8 nach der Ausplattierung fiir drei
oder sechs Stunden mit IFN-y oder Medium (nativ) behandelt. Die Genexpression der
Lipidtransporter ABCA1, ABCG1 und SR-B1 wurde mittels Real-Time PCR analysiert.

Nach der Behandlung mit IFN-y nahm die Expression von ABCA1 in BMDM beider
Genotypen gegentber der Nativkontrolle ab (Abbildung 9A). Die Expression von
ABCG1 nahm in BMDM beider Genotypen nach Stimulation mit IFN-y gering zu
(Abbildung 9B). Unter Stimulation mit IFN-y liel sich eine geringe Abnahme der
MRNA-Expression von SR-B1 in BMDM beider Genotypen beobachten (Abbildung
9C). Es bestand kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Genotypen
hinsichtlich der Genexpression von ABCAl, ABCG1 oder SR-B1l unter nativen

Bedingungen oder nach der jeweiligen Stimulation.
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Abbildung 9: mRNA-Expression der Lipidtransporter in Makrophagen unter nativen
Bedingungen und nach Stimulation mit IFN-y. Relative mRNA-Expression muriner BMDM fir
A) ABCAL, B) ABCG1 und C) SR-Bl unter nativen Bedingungen und nach 3 oder 6 Stunden
Behandlung mit IFN-y (100 U/ml). Daten werden als Mittelwerte + Standardfehler angezeigt, Ergebnisse
aus 4 individuellen Experimenten. Die Auswertung erfolgte mit der 224t Methode. Housekeeping Gen:
RLP19. Die relative mRNA-Expression beschreibt die Expression in Bezug auf die unbehandelte
Kontrolle (nativ) von iRhom2** BMDM.
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4.4. Zellviabilitat von iRhom2-defizienten Makrophagen unter
oxidativem Stress

Die Auswirkung einer iRhom2-Defizienz auf die Zellviabilitdt von Makrophagen unter
H202 Exposition wurde an BMDM untersucht, die sieben Tage nach der Ausplattierung
fur sechs Stunden mit unterschiedlichen Konzentrationen an H202 behandelt wurden.
Im anschlieBenden MTT-Test wurde der Gehalt des Farbstoffes Formazan
photometrisch gemessen. Die Eigenschaft der Zellen MTT in Formazan reduzieren zu

konnen, ist ein Mal fur die metabolische Aktivitat und ist assoziiert mit der Zellviabilitat.

Ab einer Konzentration von 250uM H202 verminderte sich der Anteil lebender BMDM
zunehmend. Bei einer H202 Konzentration von 500 uM waren etwa 20% der Zellen im
Vergleich zum Ausgangsniveau (nativ) vital (Abbildung 10). Dabei zeigten iRhom2™
BMDM einen Trend zu einer verbesserten Zellviabilitat im Vergleich zu iRhom2**
BMDM. Dieser Unterschied wies jedoch keine statistische Signifikanz auf (Zellviabilitat:
35% vs. 19% unter 500 puM H202).
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Zellviabilitat in Prozent
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Abbildung 10: Zellviabilitat von iRhom2-defizienten Makrophagen unter Behandlung mit
steigenden Konzentrationen an H,O,. Dargestellt ist die Zellviabilitat muriner iRhom2** und
iRhom27 BMDM nach sechsstiindiger Behandlung mit H202 bezogen auf den Wert der unbehandelten
Nativ-Kontrolle (in Prozent). Das Diagramm zeigt Mittelwerte + Standardfehler, n = 4 individuelle
Experimente.
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5. Diskussion

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war, als Pilotstudie die Auswirkungen einer
iIRhom2-Defizienz auf die phanotypischen und funktionellen Eigenschaften von
Makrophagen unter atherogenen Stimuli zu beschreiben. Dabei wurde die Signalachse
aus iRhom2, TACE und TNF-a sowie die Sekretion des l6slichen TNF-a untersucht.
Zudem wurden die Eigenschaften von iRhom2-defizienten Makrophagen nach
Polarisierung in M1 und M2 Makrophagen anhand typischer M1 und M2 Marker
untersucht. Aufgrund des atheroprotektiven Potenzials der am Cholesterin-
Stoffwechsel beteiligten Transporter ABCA1l, ABCG1 und SR-B1 wurde deren
Expression in Makrophagen unter der Einwirkung von IFN-y bestimmt. AbschlieRend
wurde das Uberleben der iRhom2-defizienten Makrophagen unter oxidativem Stress

analysiert.

Makrophagen haben eine zentrale Rolle in der Atherogenese und stellen die
vorrangige Immunzelle in atherosklerotischen Plaques dar.®® In der vorliegenden
Arbeit wurden die Experimente mithilfe von bone marrow derived macrophages
(BMDM) aus iRhom2*"* und iRhom27’-Méausen durchgefiihrt. BMDM reifen mit Hilfe von
M-CSF, welches auch in atherosklerotischen Plaques zu finden ist.2%° Somit wird ein
Stimulus angewendet, der auch in der Atherogenese eine Rolle spielt.3+%1 Ein anderes
haufig in Experimenten  verwendetes Makrophagenmodel  sind die
Peritonealmakrophagen. Diese werden in vivo aus dem Peritoneum gewonnen, indem
man zuvor durch Injektion einer Substanz eine Peritonitis verursacht. Folglich
stammen die Makrophagen aus einem inflammatorischen Umfeld, was sich auf deren
funktionelle Eigenschaften auswirkt. Peritonealmakrophagen weisen im Vergleich zu
BMDM eine hohere Phagozytoserate auf und produzieren mehr reaktive
Sauerstoffspezies (ROS).1°2 Beide Makrophagenmodelle sind in  der
Atheroskleroseforschung etabliert. Da BMDM besonders geeignet sind, um den
Einfluss inflammatorischer Stimuli zu untersuchen,'®® wurden in dieser Arbeit BMDM

gewabhlt.
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5.1. Interpretation der Ergebnisse

5.1.1. Expression von iRhom2, TACE und TNF-a in Makrophagen

unter atherogenen Stimuli

Die Hauptfragestellung der Arbeit war es, zu untersuchen, ob es Unterschiede in der
Sekretion des Zytokins TNF-a zwischen iRhom2-defizienten und iRhom2-suffizienten
Makrophagen als Antwort auf atherogene Stimuli gibt. Dazu wurde zunéchst die
MRNA-Expression der Gene fur iRhom2, TACE und TNF-a in Makrophagen unter
atherogenen Stimuli untersucht und daraufhin die Proteinsekretion des Zytokins TNF-a

durch Makrophagen in Antwort auf atherogene Stimuli bestimmt.

Analog zu Adrain et al.8* konnte unter der Einwirkung von LPS ein deutlicher Anstieg
der iRhom2 mMRNA-Expression in iRhom2-suffizienten Makrophagen und eine
geringfugige Induktion der mRNA-Expression von TACE sowie ein deutlicher Anstieg

von TNF-a in beiden Genotypen beobachtet werden.

Die Induktion von iRhom2 als Antwort auf einen inflammatorischen Reiz legt nahe,
dass die Rhomboid Protease an einem positiven Feedback der LPS-induzierten
entzindlichen Reaktion beteiligt ist. In den Arbeiten von Adrain et al. und Mcllwain et
al. zeigten sich in der mRNA-Expression von TACE zwischen iRhom2** und
iRhom2”7- Makrophagen nativ und nach LPS-Stimulation keine signifikanten
Unterschiede.?#1°4 Dies kénnte darauf hinweisen, dass die Regulation von TACE
durch iRhom2 nicht auf mMRNA-Ebene, sondern posttranslational stattfindet. Adrain et
al. konnten die Abwesenheit von reifem TACE an der Zelloberflache von iRhom2™
Makrophagen zeigen.® Die Genexpression von TACE scheint folglich kein MaR firr die
Aktivitat von TACE zu sein.

Adrain et al. und Mcllwain et al. sahen eine starke Induktion der mRNA-Expression
von TNF-a nach LPS-Stimulation in iRhom2** und iRhom2” Makrophagen.841%* LPS
als potenter inflammatorischer Stimuli induziert die mRNA-Expression des Zytokins
TNF-a. In der TNF-a Proteinsekretion der iRhom2** und iRhom2” Makrophagen
zeigte sich in der vorliegenden Arbeit analog zu den Arbeiten von Adrain et al. und
Mcllwain et al. nach der Stimulation mit LPS ein signifikanter Unterschied zwischen

den beiden Genotypen: Makrophagen mit einer iRhom2-Defizienz sezernieren deutlich
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weniger TNF-a in Antwort auf LPS als iRhom2-suffiziente Makrophagen bedingt durch
das verminderte TNF-a Shedding aufgrund des fehlenden Einflusses von iRhom2 auf
TACE.

Durch die Reproduzierbarkeit der Versuche von Adrain et al. und Mcllwain et al. konnte
das in der vorliegenden Arbeit verwendete iRhom2-defiziente Zellsystem validiert

werden.

Unter der Behandlung mit IFN-y und H202 wurde eine signifikante Steigerung der
MRNA-Expression von iRhom2 in den iRhom2-suffizienten Makrophagen beobachtet.
Keine Veranderung zeigte sich hinsichtlich der mRNA-Expression von TACE in
iIRhom2-suffizienten und iRhom2-defizienten Makrophagen nach der Stimulation mit
IFN-y oder H202. Die Behandlung mit IFN-y oder H20:2 fihrte zu einer Induktion der
MRNA-Expression von TNF-a in beiden Genotypen. Ein signifikanter Unterschied in
der mRNA-Expression von TACE und TNF-a zwischen den beiden Genotypen wurde
nicht beobachtet. IFN-y und das Sauerstoff-Radikal H202 sind an den
inflammatorischen und oxidativen Prozessen in der Atherosklerose beteiligt. In der
atherosklerotischen L&sion wird IFN-y vorrangig von T-Zellen und naturlichen
Killerzellen freigesetzt.*® Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) wie H202 werden

vorrangig durch Makrophagen produziert.?819%°

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit deuten daher darauf hin, dass in der
Atherogenese  vermehrt iRhom2 in Makrophagen  (insbesondere in

Plaquemakrophagen) exprimiert wird.

Die Behandlung mit IFN-y und H20:2 fiihrte zu einem geringeren Gehalt an TNF-a-
Protein im Zelliberstand von iRhom2-defizienten BMDM im Vergleich zu iRhom2-
suffizienten BMDM. Eine Runterregulierung von iRhom2 in Makrophagen in
atherosklerotischen Plaques kdénnte somit zu einer verminderten Freisetzung von
TNF-a im atherosklerotischem Plaquemilieu fihren. Dadurch konnten TNF-a
assoziierte Prozesse, wie z. B. Apoptose, die Induktion von Adhasionsmolekilen
sowie die Proliferation von glatten Muskelzellen, reduziert werden und somit

moglicherweise die Atherogenese abgeschwécht werden.
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5.1.2. Expression typischer M1 und M2 Makrophagen Marker in

iIRhom2-defizienten Makrophagen

Die Genexpression von typischen M1 Makrophagen Markern wie IL1-B, IL-6, TNF-a
und INOS war in iRhom2-defizienten Makrophagen vergleichbar mit den iRhom2-
suffizienten Makrophagen nach Polarisierung mittels IFN-y/LPS Stimulation. iRhom2-
defiziente Makrophagen zeigten eine hdhere Genexpression von dem Chemokin
CCL2, welches eine bedeutende Rolle bei der Rekrutierung von Monozyten in
atherosklerotischen Plaques spielt,?21% nach Stimulation mit IFN-y/LPS im Vergleich
zu iIRhom2-suffizienten Makrophagen. Auf Proteinebene lie3 sich hingegen kein
Unterschied mehr in der CCL2-Expression zwischen den beiden Genotypen
nachweisen, sodass kein vermehrtes CCL2-Signaling durch die iRhom2-Defizienz zu
erwarten ist. Die Genexpression typischer M2 Marker wie Arginase 1 und Fizz1 war

nach der Stimulation mit IL-4 durch eine iRhom2-Defizienz nicht verandert.

Ahnliche Ergebnisse zur Makrophagenpolarisation zeigt die Arbeit von Barnette et
al.’% in der BMDM aus iRhom2™ und iRhom2** M&usen (hier mit einem SV/129
Hintergrund) mit IFN-y/LPS oder IL-4 zu einem M1 oder M2 Makrophagen Phanotyp
polarisiert wurden. Hinsichtlich der mRNA-Expression der M1 Marker IL1-3, IL-6 und
TNF-a konnte, wie in der vorliegenden Arbeit, kein Unterschied zwischen den beiden
Genotypen nachgewiesen werden. Es wurde eine erhohte mRNA-Expression von
IL-10 (nach Stimulation mit IFN-y/LPS) und Arginase 1 (nach Stimulation mit IL-4) in
iRhom2-defizienten Makrophagen im Vergleich zu den Wildtyp Makrophagen nach
Polarisation festgestellt.1%” Arginase 1 wird in einer zeitabhangigen Weise exprimiert,
sodass moglicherweise die im Vergleich zur vorliegenden Arbeit langere
Inkubationszeit von 16 Stunden den Unterschied hinsichtlich der Arginase 1-
Expression erklaren konnte.1%® Weitere methodische Unterschiede zwischen der Arbeit
von Barnette et al.1%” und der vorliegenden Arbeit stellen der genetischen Hintergrund
der Mause (SV/129 versus C57BL/6J) sowie die Tatsache dar, dass in der Arbeit von
Barnette et al. keine Wurfgeschwister, sondern ein kommerziell erworbener SV/129
Wildtyp-Mausstamm als Kontrolle eingesetzt wurden. Trotz dieser Unterschiede
zeigen die beiden Arbeiten Ubereinstimmend eine hohere Genexpression an IL-10
durch iRhom2-defiziente Makrophagen nach der Behandlung mit IFN-y/LPS im

Vergleich zu iRhom2-suffizienten Makrophagen. In der vorliegenden Arbeit konnte
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Uber die mRNA-Ebene hinaus eine erhdhte Proteinsekretion von IL-10 (nach der
Stimulation mit LPS) in iRhom2-defizienten Makrophagen im Vergleich zu den
iIRhom2-suffizienten Makrophagen demonstriert werden. TNF-a induziert die Synthese
von IL-10 iiber die zwei Rezeptoren TNFR1 und TNFR2 in Monozyten.*%-112 Da IL-10
wiederum die Produktion von TNF-a inhibiert,!*® wird dieser Signalweg als ein
negativer Feedbackmechanismus fiir die TNF-a Synthese gesehen.'®® Ein Grund fiir
die vermehrte Expression von IL-10 in iRhom2-defizienten Zellen nach Aktivierung
durch inflammatorische Mediatoren konnte die vermehrte Aktivierung des TNFR2 sein.
Es wurde eine Korrelation der TNFR2-Expression und IL-10 Freisetzung in
verschiedenen Zellen (humane B-Lymphozyten, murine  Mikrogliazellen)
beschrieben.!*11> TNFR2 wird in Immunzellen, Endothelzellen, Kardiomyozyten und
Gliazellen exprimiert.}® Uber TNFR2 werden NF-kB und verschiedene Kinasen
aktiviert und neben inflammatorischen auch anti-inflammatorische und regenerative
Signalwege induziert.}® Wahrend inflammatorischer Prozesse wird die Expression
von TNFR2 induziert und konnte als ein negativer Feedbackmechanismus
funktionieren, der dazu beitragt, Zellschaden zu minimieren, die durch die Aktivierung
von TNFR1 hervorgerufen wurden.'* TNFR2 wird effektiv nur durch
membrangebundenes TNF-a (mTNF-a) aktiviert.®® Da in den iRhom2-defizienten
Makrophagen kein effektives Shedding des membrangebundenen TNF-a und der
TNF-Rezeptoren (TNFR) stattfindet, kann es (zumindest intermittierend) zu einem
vermehrten Gehalt an membrangebundenen TNF-a und den TNFR auf der
Zelloberflache kommen. Anhand von TACE-defizienten Makrophagen konnten
Nicolaou et al. eine Akkumulierung von membrangebundenen TNF-a und TNFR
nachweisen; dies fiihrte zu einer verstarkten Aktivierung der TNFR2 vermittelten
Signalwege.!!” Daher kann spekuliert werden, dass der gesteigerte IL-10 Gehalt in
iIRhom2-defizienten Makrophagen auf die membrangebundene TNF-a-TNFR2-Achse
zurtckzufuhren ist. IL-10 wirkt protektiv auf die Entwicklung von atherosklerotischen
Lasionen.!'® So konnte im Mausmodell (LDL-Rezeptor-Knockout) gezeigt werden,
dass eine IL-10-Defizienz zu einer vergroRBerten Plaquelast, einer vermehrten
Akkumulation von Makrophagen und einem verminderten Kollagengehalt in den

atherosklerotischen Plaques fiihrte.**®

In der Studie von Chaohui et al. wurde die Genexpression und Proteinsekretion von

TNF-a, IL-6 und IL-18 nach der Stimulation mit oxLDL in einer murinen Makrophagen-
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ahnlichen Zelllinie (RAW 264.7) und einer humanen monozytaren Zelllinie (THP-1)
untersucht.*!® Die Aktivitat von iRhom2 wurde durch small interfering RNA (SiRNA)
reduziert. In den iRhom2-defizitaren Zellen waren sowohl Genexpression als auch
Proteinsekretion der inflammatorischen Zytokine nach der Behandlung mit oxLDL im
Vergleich zu den iRhom2-kompetenten Zellen erniedrigt. In den Makrophagen wurde
nach der Stimulation mit oxLDL die Produktion von ROS bestimmt, die in den
iRhom2-defizienten Makrophagen geringer war als in den iRhom2-suffizienten
Makrophagen.*!® Die Studie gibt wie die vorliegende Arbeit Hinweise darauf, dass
iRhom2 einen Einfluss auf die Atherogenese zu haben scheint und damit als

therapeutisches Target in Frage kommen konnte.

Lu et al. untersuchten in ihrer Studie die Rolle von iRhom2 in dem LPS-induziertem
Multiorganversagen und kamen zu dem Ergebnis, dass eine iRhom2-Defizienz die
Expression von TLR4 inhibiert und folglich zu einer Reduktion des
proinflammatorischen Potenzials fiihrt. In Herzmuskelzellen aus iRhom2” Mé&usen
wurde die Expression proinflammatorischer Zytokine (IL-183, IL-18, IL-6 und TNF-a)
durch die Stimulation mit LPS schwécher induziert als in den iRhom2-suffizientem

Herzgewebe.'?°

Die Studie sieht iRhom2 als Regulator der LPS-induzierten
Entziindung auf Basis einer TLR4-Aktivierung. Wenngleich in der vorliegenden Arbeit
mit einem anderen Zelltyp gearbeitet wurde, ergeben sich keine Hinweise fir eine
generelle Inhibition proinflammatorischer Zytokine durch eine iRhom2-Defizienz. In

dieser Arbeit l&sst sich eine spezifische Hemmung von TNF-a darstellen.

Zusammenfassend exprimieren iRhom2-defiziente Makrophagen typische M1 und M2
Makrophagen Marker nach Polarisierung. iIRhom2-defiziente Makrophagen
sezernieren weniger TNF-a, jedoch vermehrt IL-10 in einem inflammatorischen Milieu,
was auf einen atheroprotektiven Effekt hinweist. Eine kompensatorische
Uberexpression anderer M1 Marker als Ausgleich fur die reduzierte TNF-a Sekretion

war nicht nachzuweisen.
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5.1.3. Genexpression von ABCA1, ABCG1 und SR-B1 nativ und

nach Stimulation mit IFN-y

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass unter einer Standarddiat die
iRhom2-Defizienz keinen Einfluss auf den Gesamt- und HDL-Cholesterin-Gehalt im

Serum der Mause hat.

Des Weiteren wurde die Genexpression der Lipidtransporter ABCA1, ABCG1 und
SR-B1 in iRhom2-defizienten Makrophagen untersucht. Dabei konnte gezeigt werden,
dass die iRhom2-Defizienz keinen Einfluss auf die mRNA-Expression von ABCA1,
ABCGL1 und SR-B1 in Makrophagen hat. Damit geben die Daten erste Hinweise dafur,
dass eine iRhom2-Defizienz keinen Einfluss auf den Vorgang des Cholesterin-Efflux

in Makrophagen hat.

ABCA1l, ABCG1 und SR-B1 werden uber den Leber-X-Rezeptor alpha (LXR-a)
reguliert.*1122 Fiir ABCA1 wurde bereits eine Abnahme der Genexpression nach der
Stimulation mit IFN-y beschrieben.?® Die Expression von ABCAL ist streng reguliert
und wird hauptsachlich posttranskriptional gesteuert.?* Daher wére eine Erganzung
der Daten um die Proteinexpression von ABCAL1 fur zukunftige Untersuchungen

sinnvoll.

Die Beeinflussung der ATP-binding-cassette Transporter (ABC-Transporter) in
Monozyten und Makrophagen durch TNF-a ist bis dato noch nicht vollstandig
untersucht. Voloshyna et al. konnten in Monozyten einen signifikanten Rickgang der
ABCAl1 mRNA-Expression nach Stimulation mit TNF-a beobachten. Die mRNA-
Expression von ABCGL1 blieb dabei unverandert.'?®> In J774 murinen Makrophagen
fanden Khovidhunkit et al. ebenso eine verminderte ABCA1-mRNA-Expression nach
TNF-a-Exposition. Zusatzlich war die mMRNA-Expression von ABCG1 nach Stimulation
in diesem Zelltyp vermindert.'?® In murinen Peritonealmakrophagen fiihrte die
Stimulation mit TNF-a zu keiner Veranderung oder einem Anstieg der Expression von
ABCA1 mRNA und Protein.}2"128 Zysammenfassend zeigen diese Studien einen
unterschiedlichen Effekt von TNF-a auf die Expression von ABCA1 und ABCG1 in den
verschiedenen Zelltypen. Moglichkeiten zur weiteren Evaluierung der Bedeutung der

iRhom2-Defizienz auf die Expression der Lipidtransporter stellen die Quantifizierung
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von ABCA1, ABCG1 und SR-B1 auf Proteinebene sowie die Evaluierung des Effektes

auf den Cholesterin-Efflux dar.

5.1.4. Zellviabilitat von iRhom2-defizienten BMDM unter oxidativem

Stress

Die vorliegende Arbeit konnte zeigen, dass sich die Zellviabilitat iRhom2-defizienter
und iRhom2-suffizienter Makrophagen unter oxidativem Stress nicht statistisch
signifikant unterscheidet. Es bestand jedoch ein Trend zu einer besseren Zellviabilitat

in iIRhom2-defizienten Makrophagen.

Es ware durchaus vorstellbar, dass iRhom2-defiziente Makrophagen resistenter
gegenuber dem Zelltod waren, da die verminderte Freisetzung von léslichem TNF-a
durch iRhom2-defiziente Makrophagen durch eine geringere Aktivierung des
Tumornekrosefaktor-Rezeptors Typ 1 (TNFR1) zu einer reduzierten Induktion von
Apoptose fiihren konnte.%*70 In der Studie von Nicolaou et al. wurde eine verminderte
Apoptose in TACE-hypomorphen BMDM nach der Stimulation mit Staurosporin und
Cycloheximid beschrieben.!'’ Nicolau et al. stellen in ihrer Arbeit die Hypothese auf,
dass die verminderte Apoptose auf eine verminderte Aktivitat des TNFR1
zuriickfuhrt.*” In der atherosklerotischen Plaque konnte die durch eine iRhom2-
Defizienz bedingte verminderte Apoptose der glatten Muskelzellen und Makrophagen
atheroprotektiv wirken, indem apoptotische Zellen durch effiziente Efferozytose der
vitalen Makrophagen abgebaut werden. Ist die Efferozytose z. B. durch ein vermehrtes
Absterben von Makrophagen und anderen Zellen der atherosklerotischen Plaques
beeintrachtigt, destabilisiert die Zellmembran der apoptotischen Zellen und gibt den
intrazellularen Inhalt, bestehend aus Proteasen und Zytokinen, frei und initiiert somit
inflammatorische Signalwege.'?>1% Des Weiteren kénnte eine verminderte Apoptose
von glatten Muskelzellen und extrazellularer Matrix die Wahrscheinlichkeit einer

Plaque-Ruptur vermindern.
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5.2. Limitationen

Bei der Interpretation der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit missen einige
Limitationen berlcksichtigt werden. Die vorliegende Arbeit umfasst das Teilprojekt
einer explorativen Charakterisierung der iRhom2-defizienten Makrophagen unter
atherogenen Stimuli im Rahmen einer umfassenden Analyse zur Auswirkung von
iRhom2 auf die Atherosklerose. Sie ist demnach als eine Pilotstudie zu bewerten, die
Anlass zu weiterfiihrenden Studien gibt.

In den Experimenten wurden ausschlielich Priméarzellen verwendet, deren
Herstellung material-, arbeits- und zeitintensiv ist. Nicht eindeutige Ergebnisse sollten
daher in Folgestudien mit héheren Fallzahlen weiter untersucht und Ergebnisse der
Genexpression um die Analyse der Proteinexpression erganzt werden.

Mause und murine Makrophagen werden schon seit vielen Jahren in der
medizinischen Grundlagenforschung zur Atherosklerose verwendet. Das Mausmodell
bietet viele Vorteile, wie geringe Zucht- und Haltungskosten.®®! Es gilt jedoch zu
beriicksichtigen, dass Unterschiede zwischen dem Immunsystem von Mausen und
Menschen bestehen und somit die Ubertragbarkeit der Erkenntnisse aus den Studien
mit Mausmodellen auf den Menschen limitiert ist.1*2 Zum Beispiel unterscheiden sich
die Monozyten Subpopulationen sowie die Marker von M1 und M2 Makrophagen

zwischen Maus und Mensch.>®
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5.3. Fazit und Ausblick

Atherogene Stimuli induzieren die Expression von iRhom2 in Makrophagen. Die
iRhom2-defizienten Makrophagen scheinen ein geringeres inflammatorisches
Potenzial unter atherogenen Stimuli aufzuweisen, indem sie weniger TNF-a
sezernieren und vermehrt anti-inflammatorisches IL-10-exprimieren. Es gibt keinen
Hinweis auf eine kompensatorische Erhéhung der Expression anderer
inflammatorischer Zytokine in iRhom2-defizienten Makrophagen, um die verminderte
TNF-a-Sekretion auszugleichen. Das geringere inflammatorische Potenzial iRhom2-
defizienter Makrophagen deutet auf einen atheroprotektiven Effekt der iRhom2-
Defizienz hin. Die Modulation von iRhom2 sollte daher als eine potenzielle

therapeutische Strategie in der Atheroskleroseforschung weiterverfolgt werden.
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5.4. Perspektiven

Die aktuellen Daten zur Bedeutung einer iRhom2-Defizienz in der Atherosklerose

bestehen aus in vitro-Studien.

Aktuell liegen noch keine in vivo-Atherosklerose-Daten zur iRhom2-Defizienz vor. Dies
wird aktuell durch unsere Arbeitsgruppe untersucht. Dazu werden Mause mit einer
Defizienz fir den LDL-Rezeptor (LDLR™) mit zusétzlicher Defizienz fir iRhom2 fir
einige Wochen mit einer fettreichen Diat gefuttert, um Atherosklerose zu initiieren.
AnschlieRend werden Plaquegrdl3e und -komposition sowie der Gehalt und Phanotyp
der Plaguemakrophagen in den Aortas der Mause untersucht. Es kann spekuliert
werden, dass das in der vorliegenden Arbeit nachgewiesene geringere
inflammatorische Potenzial iRhom2-defizienter Makrophagen in vivo zu einer

abgeschwachten Atherogenese fuhrt.
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