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Einleitung

1 Einleitung

Kardiovaskulare Erkrankungen stehen global an der Spitze der Morbiditdt und Mortalitat der
Bevolkerung (Quelle: World Health Organization, Fact sheet N°317, Updated January 2015).
So stellten nach Angaben des Statistischen Bundesamtes Krankheiten des Kreislaufsystems
auch im Jahr 2013 mit 39.7 % aller Todesfalle die bei weitem haufigste Todesursache in
Deutschland dar (Quelle: Statistisches Bundesamt Deutschland, Fachserie 12 Reihe 4, 2013).
Den meisten kardiovaskularen Erkrankungen liegen atherosklerotische Veranderungen der
Gefdlle zugrunde, welche ihrerseits Folgekrankheiten wie Myokardinfarkt und Schlaganfall
(Apoplex) induzieren kénnen ! Verschiedene Risikofaktoren begiinstigen die Entwicklung
und Progression der Atherosklerose, darunter zdhlen neben Umwelteinflissen wie
Nikotinkonsum, fettreicher Erndhrung, korperlicher Inaktivitat, Diabetes / metabolisches
Syndrom, Hypertonie und Ubergewicht bzw. Adipositas auch genetische Pradispositionen

wie familidre Hyperlipidamie 23,

Atherosklerose ist eine komplexe multifaktorielle, inflammatorische Erkrankung, deren
pathophysiologische Mechanismen bisher noch nicht endgiiltig aufgeklart werden konnten.
Die Charakterisierung der Mechanismen, die fir die Entstehung und Progression der
Atherosklerose verantwortlich sind bzw. férdern, sind aus diesem Grund gegenwartig
verstarkter Gegenstand der Forschung und liefern Anregungen fiir neue therapeutische

Ansatze.

1.1 Atherosklerose

Atherosklerose ist eine krankhafte Veranderung der Arterien, die mit einer graduellen
Verdickung, Elastizitatsverlust, Verhartung und Lumeneinengung des betroffenen GefaRes
einhergeht % Obwohl der fortschreitende Prozess der atherosklerotischen
GefaRveranderung bereits im Kindesalter mit der Einlagerung von Lipiden in die GefdaBwand
(Intima) beginnt, vergehen Jahrzehnte bis zum Auftreten klinisch relevanter Komplikationen

wie einem Herzinfarkt oder Schlaganfall *°.
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Fir die Atherogenese wurden diverse Hypothesen aufgestellt. In der von Ross
beschriebenen Response to injury-Hypothese wird durch Risikofaktoren wie Nikotinkonsum,
Diabetes, Ubergewicht oder Hypertonie eine chronische Endothelschiddigung durch
Denudation verursacht, als deren Folgen es zur Einwanderung und Akkumulation von Lipiden
(LDL; low density lipoproteins) in die Intima und zur Ausbildung atherosklerotischer Plaques
kommt °. Diese Hypothese als ursachliche Erklarung der Atherosklerose wird von Williams
und Tabas jedoch verworfen, da sich bei niedrigem LDL-Spiegel trotz Vorliegen von
Risikofaktoren keine Lasionen ausbilden. LDL kann auch passiv durch ungeschadigtes
Endothel wandern und Lipoproteinansammlungen in der GefaBwand bilden (Response-to-
retention-Hypothese von Williams und Tabas). Die meisten atherosklerotischen Lasionen
haben selbst im fortgeschrittenen Zustand noch ein intaktes Endothel. Wahrend eine
Denudation oder Verletzung des Endothels durchaus progressiv wirken kann, ist sie zur
Erklarung des Geschehens in der Atherosklerose vernachldssigbar 3, Gegenwartig wird als
Ursache fiir die Atherosklerose und als eines der friihesten Ereignisse der Atherogenese eine
Dysfunktion des Endothels angesehen, die durch kardiovaskulare Risikofaktoren verursacht
werden kann. Bevorzugte Stellen fiir funktionelle Verdanderungen des Endothels sind
insbesondere GefaRbereiche, die starker hamodynamischer Beanspruchung und erhdhten

Stromungsstorungen ausgesetzt sind, wie GefiaRverzweigungen oder der Aortenbogen ",

Endotheliale Dysfunktion bezeichnet eine eingeschriankte Kontraktions- bzw.
Relaxationsfahigkeit des BlutgefaBes, was oft mit einer erhdhten Permeabilitdit des
Endothels fir Lipidproteine, insbesondere den LDLs einhergeht (Abbildung 1-1). Auf
molekularer Ebene zeigt sich ein sich gegenseitig verstarkender Kreislauf aus vaskuldarem
oxidativen Stress und damit einhergehenden inflammatorischen Prozessen °. Wird im GefaR
vermehrt reaktive Sauerstoff Spezies (ROS) oder reaktive Stickstoffspezies (RNS) gebildet,
reagieren diese im subendothelialen Raum (Lamina intima) mit den akkumulierten LDL zu
oxidiertem LDL (oxLDL). Vermehrte ROS-Bildung und Anreicherung von oxLDL wirken als pro-
inflammatorische Stimuli in der GefdaBwand und fihren zu einer verstarkten Expression von
Adhésionsmolekiilen (wie z.B. E- und P-Selektin, intercellular adhesion molecule-1, vascular
cell adhesion molecule-1), auf der Endothelzelloberflache. Dies erleichtert den Kontakt, das
Anhaften sowie die Transmigration inflammatorischer Zellen wie Monozyten und T-Zellen

10
|

aus dem Blut an und durch das Endothel . Im subendothelialen Raum differenzieren

anschlieend Monozyten zu Makrophagen aus und nehmen das oxLDL {iber Scavenger-

2
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Rezeptoren auf. Die insbesondere von Makrophagen und T-Zellen sezernierten Zytokine und
Wachstumsfaktoren sind verantwortlich fiir die (hypertrophe) Proliferation der glatten
GefaBmuskelzellen (SMCs) und deren Migration von der Lamina media in die Lamina intima

2,11 .
. Die

sowie fir die Produktion von extrazellularer Matrix (extracellular matrix, ECM)
kontinuierliche Aufnahme des oxLDL fiihrt zu einer Uberladung der Makrophagen mit
Lipidprotein und letztlich zu deren Apoptose. Es entstehen die fiir die atherosklerotische
Plaquebildung charakteristischen Schaumzellen **. Werden die apoptotischen Zellen nur
unzureichend durch Phagozyten entfernt, verbleiben diese schlieBlich im subendothelialem
Raum und fihren zusammen mit weiterer Lipidaufnahme zur Ausbildung eines nekrotischen
Lipidkerns 13 Es entsteht ein stabiler atherosklerotischer Plaque, der durch eine fibrose
Kappe vom zirkulierenden Blut getrennt ist, welche von Endothelzellen und SMCs gebildeter
ECM besteht. Bei fortschreitender Plaquebildung kommt es schlieBlich zu einer Verengung
des GefaRlumens. Durch verstarkten Abbau der ECM und damit einhergehender
Verdiinnung der fibrosen Kappe kann der atherosklerotische Plague instabil werden und
unter dem Einfluss von Scherkraften bzw. erhohter mechanischer Beanspruchung
schlussendlich aufreilen, wodurch es zur Freisetzung thrombogenen Materials aus dem
Plague kommt (Plaqueruptur). Die daraus resultierende  Aktivierung des
Blutgerinnungssystems fiihrt letztlich zur Bildung nicht-okkludierender oder okkludierender
Thromben mit den entsprechenden klinischen Manifestationen eines Herzinfarktes oder
eines Schlaganfalls 8. Rupturen atherosklerotischer Plaques finden sich gehauft in deren
Randbereichen (Schulterregion), in der sich immunhistologisch eine Anreicherung
inflammatorischer Zellen wie Makrophagen, T-Lymphozyten und Mastzellen nachweisen
lassen 2. Im Gegensatz zur Plaqueruptur ist eine Plaqueerosion durch das Fehlen von
Endothel charakterisiert, wobei nur eine geringe Entziindung der exponierten Intima auftritt
8 Erosionen der Endotheloberfliche entstehen, wenn die Verankerung des Endothels an der
Basalmembran den einwirkenden hdamodynamischen Kraften nicht mehr standhalt, oder
wenn Endothelzellen einen apoptotischen oder zytotoxischen Zelltod erfahren **. Akute
ischamische Ereignisse gehen in etwa zu 70% der Falle auf Plaquerupturen und zu 30% auf

. . 1
Erosionen zuriick 5'8.
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Abbildung 1-1: Schematische Darstellung der atherosklerotische Plaqueformation. (1) Dysfunktionales Endothel
ermoglicht den Durchtritt von Lipoproteinen (LDL) aus dem GefaRlumen in den subendothelialen Raum (Intima). Dort
erfolgt die Modifikation von LDL unter anderem durch oxidative Prozesse (oxLDL). (2) Vermehrte Anreicherung von oxLDL
wirkt als pro-inflammatorischer Stimuli in der GefdBwand und fihrt zu einer verstarkten Expression von
Adhésionsmolekilen (wie z.B. E-Selektin) auf der Endothelzelloberfldche. (3) Dies erleichtert die Adhésion von Monozyten
aus dem Blutstrom ans Endothel und die anschlieBende Migration in den subendothelialen Raum. (4) Dort differenzieren
Monozyten zu Makrophagen aus und nehmen das oxLDL liber Scavenger-Rezeptoren endozytotisch in die Zelle auf,
wodurch die Makrophagen zu Schaumzellen differenzieren (5). (6) Mit fortschreitender Entwicklung der Lasion finden sich
im Zentrum apoptotische Zellen und extrazelluldres Lipid. (7) Von Makrophagen und T-Zellen sezernierte Zytokine
aktivieren glatte Muskelzellen der Lamina media (Media) in die Lamina intima (Intima) zu migrieren (8). (9) Die glatten
Muskelzellen sezernieren extrazellluldre Matrix und bilden eine fibrose Kappe, die die Lasion von der Blutzirkulation
trennt. (10) Die fibrose Kappe aus glatten Muskelzellen und Endothelzellen wird instabil und kann bei mechanischer
Belastung reilen (Plaueruptur). Das thrombogene Material aus dem Plaque kommt mit dem Blut in Kontakt und fuhrt zur
Anlagerung von Plattchen und der Auslésung der Gerinnungskaskade (Thrombus). Eine Plaqueerosion ist durch das Fehlen
von Endothel charakterisiert, wobei nur eine geringe Entziindung der exponierten Intima auftritt. Abbildung in Anlehnung
an J.Sanz & Fayad NATURE,Vol 451/21 February 2008 erstellt.

Die graduelle morphologische Entwicklung (Progression) humaner atherosklerotischen
Lasionen lassen sich nach der AHA-Klassifikation von Stary et al. in sechs Lasionstypen bzw.

Gruppen einteilen (Tabelle 1.1) >*"

. Diese Klassifikation basiert auf histologischen und
zelluldaren Zusammensetzungen der Lasionen und erlaubt den Aufbau der Lasionen mit

klinischen Manifestationen zu vergleichen.
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Typ I-Ldsion: Initialldsion

Die Initialldsionen stellen die ersten minimalen Intima-Veranderungen des
atherosklerotischen Prozesses dar, welche nur mikroskopisch oder biochemisch festgestellt
werden kdnnen. Die Veranderungen zeichnen sich durch unscheinbare Ansammlungen von

mit Lipiden beladenen Makrophagen (Schaumzellen) in der Intima aus °.

Typ ll-Ldsion: Fettstreifen

Fettstreifen stellen die frihste visuell nachweisbare Lasion dar und unterscheiden sich von
den initialen Lasionen durch eine erhéhte Anzahl lipidbeladener Makrophagen, welche sich
in der Intima ansammeln. Die Anzahl von glatten Muskelzellen entspricht der des gesunden

Intimagewebes >,

Typ llI-Ldsion: Intermedicirldsion

In Typ lll-Lasionen ist die Anzahl von lipidbeladenen Makrophagen, glatten Muskelzellen und
Lymphozyten vergleichbar zu den Typ lI-Lasionen, jedoch ist der Lipidanteil erhéht und
anders verteilt. Wahrend die Lipide von Typ lI-Lasionen vereinzelt intrazelluldr vorzufinden
sind, sind die Lipide der Typ lll-Lasionen hauptsachlich extrazellular lokalisiert und wirken als
groRere Lipidansammlungen auf die Struktur der Intima ein. Solche extrazelluldren
Ansammlungen von Lipiden treten zwischen glatten Muskelzellen auf und drangen diese

auseinander °.

Typ IV-Lisionen: Atherom

Typ IV-Lasionen sind durch eine groRere zentrale Ansammlung von extrazellularen Lipiden,
einem sog. Lipidkern, gekennzeichnet. Ein solcher Lipidkern kommt sowohl durch das
ZusammenflieRen von kleineren extrazelluldren Lipidansammlungen zustande, die in Typ IllI-
Lasionen zu finden sind, als auch durch die stadtige Einwanderung von Lipiden aus dem
Plasma. Obwohl Typ IV-Ldsionen noch keine fibrésen Veranderungen, Oberflachendefekte
oder Thrombosen aufweisen, ist die Struktur der Intima durch den Lipidkern zerstort.
Insbesondere die glatten Muskelzellen werden in den tieferen Intimaschichten durch
extrazelluldre Lipide weiter auseinander gedrangt. Die Schicht zwischen dem Lipidkern und
dem Endothel wird mit lipidbeladenen Makrophagen (Schaumzellen) und glatten
Muskelzellen besetzt. Der Lipidkern von Typ IV-Ldsionen kann zu einer weiteren Verdickung

der Arteriewand fiihren. Wobei die klinische Bedeutung dieser Lasionen nicht in der
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Stenosierung der Arterie liegt, sondern in der Moglichkeit einer Fissur (Riss) und Ruptur mit

den sich daraus ergebenden Komplikationen auszubilden 13,

Typ V-Ldsionen: Fibroatherom

Typ V-Lasionen besitzen fibrosiertes Gewebe und werden in drei Kategorien unterteilt:

Typ Va - fibrosierte Lasionen mit einem Lipidkern

Typ Vb - fibrosierte Lasionen mit Verkalkung

Typ Vc - fibrosierte Lasionen ohne oder mit nur wenigen Lipiden

Die Fibrosierung ist eine Folge der Zerstérung der normalen Intimastruktur. Das neue
Bindegewebe, das vor allem aus Kollagen und glatten Muskelzellen besteht, wird
hauptsachlich dort gebildet, wo der grofRe Lipidkern die Intimastruktur am meisten zerstort
hat und spielt bei der Verdickung der Arterienwand eine bedeutende Rolle. Bei Typ Va-
Lasionen (Fibroatheromen) wird eine Stratifikation beobachtet, wobei ein Lipidkern nach
dem anderen von einer fibrésen Schicht lUberdeckt wird. Typ Vb-Ldsionen zeigen eine
Verkalkung, welche durch Mineralisation der Bestandteile eines vorherigen Atheroms
entsteht. Typ Vc-Lasionen sind durch ihre Lipid-Armut gekennzeichnet und zeigen ein fast
vollig fibrosiertes Bild. Solche Lasionen kommen haufig an den unteren Extremitaten vor und
kénnen sowohl das Resultat einer Lipidresorption als auch der fibrésen Komponente eines

Fibroatheroms sein %3,

Typ VI-Lédsionen: Komplizierte Ldsionen

Typ VI-Lasionen sind Plagues mit der Morphologie von Typ IV- und Typ V-Lasionen, jedoch
mit mindestens einer zusatzlichen Komponente. Typ Vla bezeichnet Lidsionen mit einer
zerstorten Oberflache. Solche oberflachlichen Destruktionen reichen von mikroskopisch
nachweisbaren Endothelldasionen bis zu tiefen Ulzerationen, die sich bis zum Lipidkern
ausdehnen. GroRere Fissuren finden sich dort, wo eine erhohte Anzahl von Schaumzellen
lokalisiert ist. Typ Vlb-Lasionen werden durch Hamatome oder Hamorrhagien
gekennzeichnet. Diese Komplikationen kénnen auf zwei Wegen Zustandekommen. Entweder
es entsteht eine Fissur und Blut stromt aus dem Lumen ein, oder die neu gebildeten
Kapillaren innerhalb der Lasion werden geschadigt und aus ihnen sickert Blut ein. Fissuren,
die Einblutungen verursachen, kénnen sich oft wieder verschlieBen und ein gekapseltes
Hamatom innerhalb der Lasion hinterlassen. Typ Vlc-Lasionen werden durch thrombotische

Komplikationen gekennzeichnet. Thromben kénnen durch die wiederholte Abscheidung

6
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kleiner Thromben auf der Intima-Oberflache oder als Folge einer groReren Fissur entstehen.

Die Thromben werden allmahlich von glatten Muskelzellen infiltriert und von einer

Endothelschicht bedeckt **3.

Tabelle 1.1: Darstellung der Progression arteriellen Lasionen und ihrer Klassifizierung (nach Stary et al. 1995)
113

. . Haupt- Klinische
Nomenklatur slEEEE Wachstumsmechanismus  Korrelation
Typil:Lasion Lipidbeladene Makrophagen
(Initialldsion) (Schaumzellen)
Typ ll-Lasion . .
(Fettstreifen) Intrazellulare Lipidansammlung Klmlsfh.
Zuwachs hauptsachlich unauffallig
aufgrund von
Typ lll-Lésion Typ ll-Veranderungen & Lipidansammlung
(Intermediarlasion) extrazellulare
Lipidansammlungen
Typ IV-Ldsion Typ ll-Veranderungen &
(Atherom) Lipidkern-Formation
Lipidkern & fibrosierte Schicht, Klinisch
Typ V-Lision oder multiple Lipidkerne & Beschleunigter Zuwachs an unauffillig
(Fibroatherom) fibrosierte Schichten, glatten Muskelzellen & oder
oder Verkalkung oder Kollagen klinische
Fibrosierung Komplikation
TypVl-Lasion . fischendefekt, Hamatom- Thrombose oder
(Komplizierte . . =
e Hamorrhagie oder Thrombus Hamatome

Die arterielle Verschlusserkrankung wird abhangig vom AusmaR der Verengung der GefaRe
therapiert. Zu den konservativen Therapieformen gehort zunachst die Eliminierung der oben
genannten Risikofaktoren wie Rauchen und Ubergewicht. Hierzu muss auf Nikotin verzichtet
werden, aber auch sportliche Bewegung und gesunde Erndhrung sind unumganglich, um
dem Ubergewicht entgegenzuwirken. Je nach Schwere der Erkrankung werden
medikamentdse und / oder operative Therapieformen eingesetzt. Bei der medikamentosen

Behandlung werden z.B. Thrombozytenaggregationshemmer (wie Acetylsalicylsdure zur
7



Einleitung

Thomboseprophylaxe) *°, Cholesterinsyntheseenzymhemmer (wie Statine zur Senkung der
Serumkonzentration von Cholesterin) '’ oder Angiotensinkonversionsenzym-Hemmer (ACE-

Hemmer zur Senkung der Hypertonie) ***°

eingesetzt. Auch die optimale medikamentdse
Einstellung bei einer Diabetes-Erkrankung ist unabdingbar. Als operative MalRnahmen zur
Verbesserung der Durchblutung von verengten Gefdllen werden Bypassoperationen,
Thrombendarteriektomien (TAE; Rekanalisierung von BlutgefaRe), oder Angioplastien

2021 pa die Atherosklerose, wie oben

(Ballondilatation, Stentangioplastie) durchgefiihrt
erwahnt, epidemiologisch ein weltweites Problem darstellt, ist es besonders wichtig neue

Therapiemoglichkeiten zu entwickeln.

1.1.1 Humane neutrophile Elastase

Myeloische Vorlduferzellen produzieren und aktivieren neutrophile Elastase im
Knochenmark, wo neutrophile Granulozyten dieses 218-Aminosaure lange Glykoprotein in

lysosomalen Granula lagern 22 Diese Serinprotease spielt im menschlichen Koérper eine

wichtige Rolle u.a bei der Immunantwort auf pathogene Mikroorganismen * im

Gastrointestinaltrakt, auf Wunden und in der Lunge. In Letzterer kann eine gesteigerte
Elastase-Aktivitdit im Rahmen einer Pneumonie (Entziindung des Lebergewebes), zu
erheblichen Schaden mit Einschrankung der Lungenfunktion fiihren (z.B. Lungenemphysem)
. Auch ist die Elastase bei der Entwicklung und Progression von Aneurysmen

(GefaBwandaussackungen) beteiligt 2> und wird in Tiermodellen zur Induktion von eben

26,27

diesen verwendet . In Bezug auf die Atherosklerose ist die Elastase in der Lage

Bestandteile der Extrazellularen Matrix (ECM) wie Elastin, Fibronektin, Laminin, Kollagen lII,

IV und VI, sowie Proteoglykane zu degradieren und Zellen der GefdaBwand zu schadigen 22,28

Das lasst die Vermutung nahe, dass diese Serinprotease ein hohes Pathogenitatspotential flr

28,29
. Al

die der Atherothrombose zugrunde liegenden Plaqueruptur / Plaqueerosion hat s

auslosende Faktoren der Plaqueruptur bzw. —erosion werden u.a erhéhte Zelltodraten von
Endothelzellen, glatten GefaBRmuskelzellen (SMCs - smooth muscle cells) und Makrophagen

28,30

angesehen . Dass die Apoptose von Endothelzellen erheblich zur Vulnerabilitdt von

atherosklerotischen Plaques beitragt, konnte in Untersuchungen an Kaninchen demonstriert
werden, in denen eine Endothelzellapoptose zu luminalen Thrombusbildungen fihrte 31
Kirzlich konnte in einer zu dieser Arbeit parallel durchgefiihrten Studie an humanen

8
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atherosklerotischen Plaques die neutrophile Elastase in erhohten Konzentrationen

vorgefunden werden 31

. Der hohe Anteil der Elastase in den Plaques, sowie die pro-
apoptotischen und proteolytischen Eigenschaften sprechen der Elastase in der
atherosklerotischen Lasionsprogression / Atherogenese eine wichtige Rolle zu 8 50 kann
Elastase in den fir die atherosklerotischen Plagues entscheidenden GefaRwandzellen,

28,29,33 .
. Die

darunter vor allem in SMCs *?, aber auch in Endothelzellen Apoptose auslosen
Mechanismen sind bisher jedoch noch unbekannt. Auch konnten erhdhte
Plasmakonzentrationen an Elastase bei klassischen kardiovaskuldren Risikofaktoren, wie

34

Nikotinabusus, Diabetes mellitus und Hyperlipoproteindmie, beobachtet werden und

gelten pradiktiv flr ein akutes koronares Ereignis bei Patienten mit Koronarerkranungen >,

1.2 Endoplasmatischer Retikulum (ER)-Stress

Das Endoplasmatische Retikulum (ER), eine komplexe zytoplasmatische Membranstruktur in
eukaryotischen Zellen, ist an multiplen zelluldren Prozessen beteiligt. So ist es an der
Lipidbiosynthese, der intrazellularen Ca’*-Homoostase sowie der Proteinfaltung und -
Synthese involviert *°. Eine Storung der Homdostase, verursacht durch ungefaltete Proteine
im ER oder die Inhibierung des Transports zwischen ER und Golgi, wird als ER-Stress
bezeichnet. Auch eine Stérung in der Ca**-Homdostase, oxidativer Stress oder eine
Uberladung des ER mit Lipiden, welcher zum Tod der Makrophagen bzw. zur Progression der

3 Um

Atherosklerose wesentlich beitragen kann, kénnen Ausléser des ER-Stress sein
diesem Stress entgegenzuwirken aktiviert die Zelle einen adaptiven Mechanismus, den
sogenannten unfolded protein response (UPR) 38 Ziel des UPR ist das Uberleben der Zelle zu
sichern, indem die ungefalteten Proteine reduziert und das Gleichgewicht wieder hergestellt
wird. Hierfir werden Protein-faltenden Chaperone im ER transkriptionell erhéht und die
allgemeine Proteintranslation gehemmt, eine Expansion des ER induziert und der retrograde
Proteintransport ungefalteter Proteine aus dem ER heraus gesteigert, um diese dem
proteasomalen Abbau (ERAD; ER-associated protein degradation) zuzufiihren. Kann durch
diese MalRnahmen der ER-Stress nicht bewaltigt oder der auslosende Stimulus nicht

behoben werden, fiihrt der UPR die Zelle in den Zelltod 39,40
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Die drei ER-Transmembran-Sensoren ATF6 (activating transcription factor 6), IRE1 (inositol-
requiring enzyme 1) und PERK (protein kinase RNA-like endoplasmic reticulum kinase)
iiberwachen die Homdostase im ER 2. Der N-Terminus der Rezeptoren ist im Lumen des ER
und der C-Terminus im Cytosol lokalisiert. Unter normalen, ungestressten Bedingungen
befinden sich diese Rezeptoren, durch Bindung ihrer luminalen Doméadne mit ER Chaperonen
insbesondere der HSP70 Familie wie z.B. GRP78 (glucose-regulated protein of 78 kDa; BiP), in
einem inaktiven Zustand. Akkumulieren ungefaltete oder fehlgefaltete Proteine im ER, so
dissoziiert GRP78, aufgrund einer hoheren Affinitat zu den ungefalteten Proteinen, von den
Transmembranrezeptoren ab und erlaubt dadurch die Aktivierung von ATF6, IRE1 und PERK

und fihrt zur Initiation des UPR Signalweges 41,42

. Diese drei Rezeptoren induzieren
verschiedene nachgeschaltete Signalkaskaden, um in erster Linie dem Stress
entgegenzuwirken und die Homdostase wiederherzustellen (Abbildung 1-2). Die Aktivierung
von IRE1 ruft eine Endoribonuklease-Aktivitdt bei dieser hervor, welche ein
unkonventionelles SpleiRen der XBP1-mRNA (X-box binding protein 1) zu spliced XBP1 zur
Folge hat. Hierdurch kann die Translation eines aktiven (spliced) XBP1 Transkriptionsfaktors
erfolgen. Dieser transloziert in den Nukleus und kontrolliert die Transkription von ER
Chaperonen und Komponenten des ER-assoziierten Degradierungsprozesses (ERAD) 342
ATF6 transloziert nach der Dissoziation von GRP78 in den Golgi Apparat, wird dort
prozessiert und aktiviert, und transloziert daraufhin als Transkriptionsfaktor in den Nukleus.
Hier aktiviert er ebenfalls UPR-Zielgene, die vermehrt in der ER-Homd&ostase beteiligt sind,

3 Zusatzlich fuhrt die Aktivierung der Kinase PERK zur

XBP1 eingeschlossen
Phosphorylierung von elF2a (eukaryotic translation initiation factor 2a), der eine sofortige
Translationshemmung induziert, wodurch der Nachschub an ungefalteten Proteinen
unterbunden wird. Hierdurch kann eine weitere Uberlastung des ER vermieden werden und
die Chaperone erhalten mehr Zeit die ungefalteten Proteine korrekt zu falten. Gleichzeitig
induziert phospho-elF2a die Synthese des Transkriptionsfaktors ATF4 (activating
transcription factor 4), welcher verschiedene UPR-Zielgene induziert, um dem ER-Stress
entgegenzuwirken. Kann der Stress jedoch nicht behoben werden kann sowohl ATF4 als
auch ATF6 den Transkriptionsfaktor CHOP (C/EBP homologous protein) herauf regulieren,

41,38

um die Zelle in Richtung Apoptose zu filihren . Die Neusynthese von bestimmten UPR

Faktoren wie z.B. ATF4 ist trotz phospho-elF2a vermittelter Translationshemmung maoglich,

10
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weil die ATF4-mRNA aufgrund eines IRES-Elements liber eine cap-unabhangige Translation

synthetisiert werden kann “a,

Da der UPR {iber die Ausiibung der physiologischen Funktion und das Uberleben der
betroffenen Zelle entscheiden kann, wird dieser mit verschiedenen Krankheiten in
Verbindung gebracht, darunter Neurodegeneration, Krebs, Diabetes mellitus,
kardiovaskularen Erkrankungen oder Atherosklerose 1 Es wurde gezeigt, dass der UPR
sowohl in friihen als auch spaten Stadien der Atherosklerose aktiviert ist ** und zur ER-Stress
induzierten Apoptose in Makrophagen fiihren kann ¥ welche wiederum negativ mit der

Plaqueprogression und -stabilitat in Verbindung gebracht wird #4463,

IRE1 PERK

l pPATF6
sXBP1 l pelF2a

l’ Chaperone ATF4 Translations-
ERAD XBP1 1 Hemmung

Chaperone Zellitod
CHOP
cCaspase-3
Apoptose

Abbildung 1-2: Schematische Darstellung des ER-Stress Signalweges UPR. ER-Stress kann die ER-Transmembran-
Sensoren IRE1, ATF6 und PERK aktivieren. Eine Stérung der Ca2+-Homéostase, oxidativer Stress, Lipiduberladung oder
ungefaltete Proteine sind auslosende Faktoren fiir die Aktivierung des ER-Stress Signalweges UPR. IRE1 fihrt zum
SpleiRen der XBP1-mRNA (spliced XBP1, sXPB1) wund zur Aktivierung von Chaperonen sowie von
Proteindegradierungsprozessen. ATF6 wird durch Prozessierung (pATF6) aktiviert und induziert ebenfalls Chaperone und
XBP1, was bei anhaltendem Stress zum Zelltod fihren kann. PERK phosphoryliert elF2a (pelF2a) und induziert eine
Translationshemmung sowie den Transkriptionsfaktor ATF4. Im Zellkern fihrt der ER-Stress-Signalweg zur CHOP-
Expression, gefolgt von der Apoptose.

11
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1.3 Zelltod-Signalwege

1.3.1 Apoptose

Der Prozess der Apoptose nimmt in der embryonalen Entwicklung, in der Aufrechterhaltung
der Gewebshomdostase und bei der Eliminierung von Zellen, die dem Organismus gefahrlich
werden kénnen (z.B. Virus-infizierte Zellen, maligne Zellen), eine wichtige Stellung ein. Die
Apoptose ist ein induzierter programmierter Zelltod von Einzelzellen mit definierten

47 Charakteristisch fiir

biochemischen und morphologischen Abldaufen (Tabelle 1.2)
apoptotische Zellen ist ein Schrumpfen und Ablésen vom Zellverband, die Verdichtung des
Nukleus und Zerstorung des Zytoskeletts, eine Chromatin-Kondensation und dem Zerfall der
Zelle in kleine, membranumschlossene Partikel, sog. ,,apoptotic bodies”, mit anschlieBender
Fragmentierung der genomischen DNA 8 Hierdurch kommt es wahrend der Apoptose im
Gegensatz zu nekrotischen Prozessen zu keiner Freisetzung von zellularem Inhalt ins
umliegende Gewebe *°°, was eine inflammatorische Stimulation verhindert. Das
Phospholipid Phosphatidylserin, welches in gesunden Zellen (berwiegend auf der
zytosolischen Seite der Zellmembran zu finden ist, erscheint wahrend der Apoptose auf der
Zelloberfliche !, was zur Erkennung, Aufnahme und Verdau der apoptotischen Korperchen
durch Phagozyten beitragt 2. Eine zentrale Rolle im apoptotischen Prozess kommt der
Aktivierung einer bestimmten Klasse von Cystein-Aspartat-Proteasen, den Caspasen zu.
Diese werden zunachst als Zymogene mit nur sehr geringer enzymatischer Aktivitat
synthetisiert. In Folge von Apoptose-induzierenden Stimuli wird dieser Prakursor durch
proteolytische Spaltung aktiviert und spaltet ihrerseits wiederum andere Caspasen, an deren
Ende die Aktivierung der Caspase-3/7 steht. Die Aktivierung der Caspase-3/7 stellt
wahrscheinlich einen finalen, nicht mehr umkehrbaren Schritt der Apoptose dar >3, Die

Aktivierung der Caspase-Kaskade kann liber den intrinsischen, ER-Stress-induzierten (siehe

1.2) oder extrinsischen Signalweg erfolgen.

Der extrinsische Apoptose-Signalweg wird extrazellular durch die Bindung von pro-
apoptotischen Liganden (z.B. TNF-a, TRAIL, FasL) an ihre entsprechenden Todesrezeptoren
(death receptor, DR) der TNF-Familie eingeleitet. Im Falle des am besten charakterisierten
TNF-Rezeptor/Ligand-System kommt es nach der Ligandenbindung zur Formierung eines

Todesrezeptorkomplexes (DISC; death-inducing signaling complex). Dabei rekrutiert der

12
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Rezeptor die Fas-assoziierte-Todes-Doméane FADD (Fas-associating protein with death
domain) und die Pro-Caspase-8, wodurch diese aktiviert werden. Die prozessierte Caspase-8
aktiviert nun direkt Caspase-3 und -7 und stimuliert dadurch die endgiltige Apoptose >*>>°.
Es kann jedoch auch eine Signalverstarkung Uber den mitochondrialen, intrinischen
Signalweg erfolgen. Durch die Caspase-8-vermittelte Spaltung des pro-apoptotischen Bcl-2-

57,58
d

Proteins Bi und der Caspase-6 >? findet eine Verknlipfung zwischen dem extrinsischen

und intrinsischen Signalweg statt.

Die Induktion des intrinsischen, mitochondrialen Signalweges der Apoptose erfolgt aufgrund
zellularen Stresses (z.B. DNA-Schadigung, oxidativer Stress, pro-apoptotischer Faktor CHOP),
der z.B. durch UV-oder Gammastrahlung oder Zytostatika hervorgerufen werden kann und
iiber die Mitochondrien vermittelt wird ®°. Die Mitochondrien spielen eine entscheidende
Rolle, indem eine Reihe pro-apoptotischer Proteine wie Bax, Noxa (Mitglieder der Bcl-2-
Familie, B-cell lymphoma-2) und Puma (p53-upregulated modulator of apoptosis) zum
Verlust der Membranintegritdt beitragen und es dadurch zur Freisetzung des stark pro-

61,6263 Cytochrom c Gbernimmt in vitalen Zellen

apoptotisch wirkenden Cytochrom ¢ kommt
die Elektronenilibertragung von Komplex Il auf Komplex IV wahrend der Atmungskette,
fungiert aber nach seiner Freisetzung ins Cytosol wahrend der Apoptose als second
messenger. Hierbei bindet das Cytochrom ¢ zusammen mit dATP an Apaf-1 (apoptotic
protease activating factor-1), welches Uber eine Konformationsanderung mit seiner CARD
(caspase-recruitment domain) an die Pro-Caspase-9 bindet und diese durch Spaltung zur
Caspase-9 aktiviert. Das hierdurch gebildete Apoptosom fihrt wiederum zur Aktivierung der

Caspasen 3 und 7, die schlieRlich zur Apoptose fiihren 64,65,66,67,68

1.3.2 Nekrose / Nekroptose

Die Nekrose, eine weitere Form des Zelltodes, ist als ein willkirlich ablaufender Prozess
unter bestimmten Stimuli (u.a. Toxine, mechanische Verletzungen, Hypoxie, Hypothermie,

970 und beschreibt den pathologischen

Infektionen mit Krankheitserregern) definiert
Untergang einzelner oder mehrerer Zellen. In nekrotischen Zellen kommt es zum Zerfall der
Zellorganellen. Diese morphologische Veranderungen finden infolge von Protein-
Denaturierungen und Verdau mittels freigesetzter lysosomaler Enzyme (Autolyse) in den

Zellen statt. SchlieRlich fihren u.a die erhéhten enzymatischen Konzentration in der Zelle zu
13
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Defekten in der Membran, so dass der Zellinhalt unkontrolliert in die Umgebung austritt und
eine Entziindungsreaktion zur Folge hat "t Bei einer Form der Nekrose, namens Oncosis,
kommt es zur VergroRerung des Zellvolumens und Anschwellen des Zellkerns, der
Mitochondrien und des Zytoplasmas. Morphologisch steht die Form der Nekrose damit im
Gegensatz zur Apoptose, fiir die ein Schrumpfen der Zelle charakteristisch ist. Eine mogliche
Ursache der Oncosis ist das Versagen der Membranpumpen infolge eines ATP-Mangels nach
Hypoxie "%. Dies fiihrt zu einer Ruptur der Plasmamembran und letztlich zum Austritt von
intrazellularen Komponenten in das extrazellulare Milieu 374 die in dem betroffenen

Gewebe eine Entziindungsreaktion / Immunantwort ausldsen (Tabelle 1.2) 7.

In den letzten Jahren konnten diverse Arbeitsgruppen zeigen, dass einige Formen der
Nekrose streng kontrollierte Prozesse, mit genau definiert ablaufenden intrazelluldren

>7¢  Dje erste entdeckte Form der programmierten, Caspase-

Signalwegen darstellen
unabhangigen Nekrose wurde durch eine rezeptorvermittelte Abhangigkeit der Kinasen RIP1
(receptor-interacting protein 1) und RIP3 gezeigt und als “Nekroptose” bezeichnet ’’. Wie
auch bei dem extrinsischen Apoptose-Signalweg (siehe 1.3.1) wird die Nekroptose
extrazellular durch die Bindung von pro-apoptotischen Liganden (z.B. TNF-a, FasL, TRAIL) an
ihre entsprechenden Todesrezeptoren (death receptor, DR) der TNF-Familie eingeleitet.
Jedoch tritt Nektroptose erst auf, wenn die Apoptose inhibiert ist, da beide
Zelltodmechanismen sich gegenseitig blockieren. So inhibiert z.B. aktive Caspase-8 sowohl
RIP1, als auch RIP3, wodurch die Nekroptose blockiert und die Apoptose induziert wird. Wird
jedoch FADD inhibiert oder die Caspase-8 durch einen Inhibitor wie FLIP (FLICE like inhibitory

778 Daraufhin interagiert RIP1 mit RIP3,

protein) blockiert, induziert dies die Nekroptose
worauf dieser Komplex MLKL (mixed lineage kinase domain-like protein) aktiviert ” gefolgt
von der Phosphorylierung und Aktivierung von PGAMS5 (phosphoglycerate mutase family
member 5) und Dephosphorylierung von Drpl (dynamin-related protein 1). Diese
Dephosphorylierung  fihrt zur mitochondrialen  Fission  (Fragmentierung) vom

d 88! Charakteristisch fiir simtliche

mitochondrialen Netzwerk und zum nekrotischen Zellto
Signalwege der Regulierten Nekrose ist der Verlust der Integritdt der Plasmamembran und
mit der unkontrollierten Freisetzung intrazelluldrer Bestandteile in das Interstitium
verbunden ist. Dies legt den Grundstein fiir eine Entziindungsreaktion. Auch Nekrotstatine,

82,83

wie Necrostatin-1, inhibieren die Kinase-Aktivitat von RIP1 . Moglicherweise dient die
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Nekroptose als Absicherungsmechanismus, um beschadigte Zellen wahrend zelluldrem

Stress zu entfernen, sollte die Apoptose inhibiert sein 8,

1.3.3 Autophagie

Autophagie ist eine zellulare Reaktion auf unterschiedliche Stress-Situationen, wie
Nahrstoffmangel, oxidativen Stress, Schadigung bzw. Inaktivitdt oder Alterung von
Organellen oder Beeinflussung des mTOR Signalweges. Die Aufrechterhaltung der zelluldren
Homoostase zahlt zur Hauptaufgabe der Autophagie und ist daher konstitutiv auf basalem

& Neben der

Niveau in allen Zelltypen mit lysosomalen Kompartimenten vorzufinden
Mikroautophagie, in der lysosomaler Verdau kleinerer Mengen zytosolischer Proteine
stattfindet und der Chaperon-vermittelten Autophagie, die gezielt zytoplasmatische Proteine
erkennt und mittels eines Proteinkomplexes ins Lysosom transferiert, meint der Begriff

8 Die Makroautophagie, ein

Autophagie vor allem den Prozess der Makroautophagie
evolutiondr hochkonservierter Prozess, wird bei Stress Uber die Inhibition der
Serin/Threonin-Kinase mTOR (mammalian target of rapamycin) durch Dephosphorylierung
eingeleitet. Dies dient der Wiederherstellung der Energieversorgung und dem Uberleben der
Zelle, indem durch Eigendegradation zellulire Komponenten (wie fehlgefaltete Proteine
oder beschadigte Zellorganellen) abgebaut und wieder verwertet werden. Der erste Schritt
der Vesikelbildung ist die Aktivierung von Vps34, einer Klasse lll Phosphatidylinositol-3-
Kinase (PI3K), die mit den Bindungspartnern Beclin-1, UVRAG (UV irradiation resistance-
associated tumor suppressor gene) und der Kinase Vsp15/150 einen Komplex bildet. Die
anschlielende Elongation der Isolationsdoppelmembran lauft Uber zwei kovalent
gebundene, koordinierte Konjugationssysteme den ATG12-ATG5 Komplex (ATG; Autophagy
target gene) und den LC3-PE Komplex ab. Die Bildung des ATG12-ATG5 Komplexes erfolgt
mit Hilfe des E1 Enzyms ATG7 und dem E2 Enzym ATG10. Der ATG12-ATG5 Komplex wird
schliefllich durch die Bindung von ATG16L vervollstandigt. Wahrend der Reifung des
Autophagosoms  umschlieBt  dieses langlebige  Organellen, Proteinaggregate,
mikrobiologische Pathogene oder auch ganze Abschnitte des Cytosols einschlieflich seiner
Proteine. Nach Fertigstellung der Isolationsmembran dissoziiert der ATG12-ATG5-ATG16L-
Komplex vom fertigen Autophagosom. Die Bildung des ATG12-ATG5-Konjugats ist

Voraussetzung fiir die Membranrekrutierung von LC3. Hierbei wird das Protein LC3
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(microtubule-associated protein 1 light chain 3) durch die Endopeptidase ATG4 proteolytisch
vom pro-LC3 zum LC3-I gespalten, welches im fertigen Autophagosom mit
Phosphatidylethanolamin (PE) konjugiert als LC3-I1 vorliegt 3. Das gebundene LC3-PE (LC3-
II) befindet sich auf der inneren und duReren Membran des Autophagosoms und bleibt an
dieser von der Bildung bis zum lysosomalen Abbau des Autophagsoms gebunden . Damit

stellt der LC3-Il einen Marker fiir Autophagosomen dar %

. Das entstandene Autophagosom
fusioniert anschlieBend mit Lysosomen zum Autolysosom. In Autolysosomen wird die innere
autophagosomale Membran degradiert und der Inhalt verdaut. Dadurch entsteht ein
Autolysosom mit einfacher Membran. Die daraufhin ins Cytosol entlassenen Bestandteile
der degradierten Proteine und Organellen liefern Makromolekile fiir die fortlaufende
Proteinneusynthese an den Ribosomen oder Substrate fiir die oxidative ATP-Synthese in den
Mitochondrien. Auf diese Weise wird die Homobostase der Zelle durch Eigendegradation

zelluldrer Komponenten gewihrleistet und das Uberleben der Zelle sichergestellt (Tabelle

1.2) 82,

Autophagie ist — ahnlich dem UPR - ein vorwiegend zellprotektiver Signalweg, dem eine Rolle
bei Krebs, an der Alterung, neurodegenerativen Krankheiten wie z.B. Alzheimer oder
Parkinson und Kardiomyopathien zugeschrieben wird. Wie auch beim ER-Stress, kann die
Autophagie bei anhaltender Stress-Stimulation, den Zelltod induzieren. Es wird jedoch
kontrovers diskutiert, ob Autophagie einen eigenen Zelltodmechanismus in Saugerzellen
darstellt oder als Begleiterscheinung der Apoptose oder Nekrose auftritt, zumal die Prozesse

.. . . 2
tiberlappende Anteile aufweisen %2,
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Tabelle 1.2: Vergleich der Zelltodarten Apoptose, Nekrose, Autophagie. Onciosis

Apoptose

Programmierter Zelltod

Embryogenese,
Morphogenese,
Zellhomdostase

Zellschrumpfung
Erhalt der Organellen

Chromatin-Kondensation

Oligonukleosomale
DNA-Fragmentierung;
DNA-Leiter

Intakte Membran

membrane blebbing

apoptotic bodies

Phagozytose ohne
Inflammation

Phosphatidylserin
Externalisierung
(Eat-me-Marker)

ATP-abhéngig

Caspasenaktivierung

Nekrose

Willkarlich ablaufender
Prozess

Hyperthermie, Hypoxie,
virale Infektion,
mechanische Verletzung

Zellschwellung®
Zerfall der Organellen

Zellkernschwellung®

DNA-Fragmentierung
an zufalliger Stelle

Verlust der
Membranintegritat

Freisetzung lysosomaler
Enzyme
(Autolyse)

Inflammation

ATP-abhangig

Proteolyse durch Calpain,
Cathepsin
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Autophagie

Eigendegradation;
Selbstverdau

Zellhomoostase,

Morphogenese
oxidativer Stress,
Nahrstoffmangel

Verdau der Organellen

Intakte Membran

Autolysosombildung

Ohne Inflammation

ATP-abhéngig

Lysosomaler Abbau
zytosolischen Materials in
Autophagosomen
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1.4 Protease-aktivierte Rezeptoren (PARs)

Protease-aktivierte Rezeptoren (PARs) gehoéren zur Klasse G-Protein gekoppelter Rezeptoren
3 Diese membranstandigen Rezeptoren gehdren aufgrund lhrer sieben Zellmembran
durchspannenden Domanen der Familie der heptahelikalen Rezeptoren an, wobei das G-
Protein Uber die intrazellulare Seite des Rezeptors an diesen gekoppelt ist % Die Aktivierung
der PARs basiert auf dem Prinzip der proteolytischen Abspaltung des extrazellularen N-
Terminus an einer spezifischen Erkennungssequenz und Freilegung einer neuen terminalen
Proteindomane. Diese neu entstandene Domane agiert als tethered ligand (,,angebundener
Ligand”) mit der zweiten extrazellularen Schleife des PARs und aktiviert diesen. Nach der
Aktivierung werden die Rezeptoren der PAR Familie durch Endozytose internalisiert und

anschlieRend lysosomal Abgebaut °>*°

. Die Aktivierung der Protease-aktivierten Rezeptoren
ist somit irreversibel 3. Es ist ebenfalls moglich die PAR Rezeptoren selektiv iber kurze
synthetische Peptide (TRAP; thrombin-activated peptide), deren Sequenzen dem jeweiligen
tethered ligand entsprechen, ohne proteolytische Spaltung zu aktivieren 9798 Die Art der
Aktivierung der PARs steht im Gegensatz zu den klassischen G-Protein-gekoppelten

Rezeptoren, deren Ligandenbindungen reversibel sind.

Vier verschiedene PAR Subtypen (PAR-1 bis PAR-4) sind bis heute beschrieben worden
(Tabelle 1.3). Sie unterscheiden sich nicht nur in ihren spezifischen Agonisten, sondern auch
im induzierten Signalweg und Vorkommen. Alle werden auf arteriellen / vendsen
Endothelzellen exprimiert, jedoch nur PAR-1 und PAR-2 auf glatten Gefdamuskelzellen
(SMCs) und PAR-1, PAR-2 und PAR-3 auf Makrophagen * Die Aktivierung erfolgt fir PAR-1,
PAR-3 und PAR-4 hauptsachlich durch Thrombin, fiir PAR-2 hingegen durch Trypsin. Dariiber
hinaus wirken einige Trypsin-dhnliche Serin-Proteasen auf die PAR Rezeptoren. So konnte in
Studien gezeigt werden, dass auch die neutrophile Elastase PAR-1 und PAR-2 aktivieren kann
100.101 'y/on den bisher charakterisierten Protease-aktivierten Rezeptoren sind die Signalwege
des PAR-1 am besten beschrieben. Nach Aktivierung bindet PAR-1 an mindestens drei
unterschiedliche Familien von G-Proteinen (G12/13, Gq und Gj) und vermittelt auf diese Weise
diverse Wirkungen auf Proliferation, Migration, Apoptose sowie auf die extrazellulare Matrix
102 1y Bezug auf das kardiovaskulire System fiihrt die PAR-1-Aktivierung in Endothelzellen zu

einer Zellkontraktion und —abrundung. Dies destabilisiert den Zell-Zell-Kontakt und erhéht

die vaskuldare Permeabilitat fur Zellen und Molekile aus dem Blutstrom ins subendotheliale
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Gewebe einzuwandern. Des Weiteren fuhrt die Aktivierung von PAR-1 zu erhdhten
Expressionen von Oberflaichen-Adhasionsmolekiilen (wie E-und P-Selektin, intercellular

adhesion molecule-1, vascular cell adhesion molecule-1), erleichtert dadurch Leukozyten die

103

Transmigration in vaskuldar geschadigte Regionen und kann atherosklerotische

Lasionsprogressionen beglinstigen. Auch konnte in atherosklerotischen Plaques bereits eine

PAR-1 Uberexpression in Endothelzellen und SMCs dokumentiert werden

weisen den PARs eine Rolle als therapeutisches Target

inflammatorischen Erkrankungen zu.

104

. Diese Befunde

in kardiovaskularen und

Tabelle 1.3: Protease-aktivierte Rezeptoren (PARs) im kardiovaskuldarem System: Zellexpression, Aktivierung, Bindung,

Funktion
PAR-1 PAR-2 PAR-3 PAR-4
Endothel Endothel Endothel Endothel
Expression SMCs SMCs
Makrophagen Makrophagen Makrophagen
Aktivierung Thrombin Trypsin Thrombin Thrombin
Lokalisation Elastase Elastase
G-Protein Bindung Gg, Gi, G12/13 Gg, Go Gq
Vasoregulation;
Vasoregulation; Erhohte
T Kollagenproduktion vaskulare. »
Funktion Permeabilitat, - -
SMCs
Proliferation
Beglinstigt Beglinstigt Kardiales
Hypertrophie, Hypertrophie, Remodelling;
Pathophysiologische Apoptose; Apoptose;
el Thrombose Thrombose Thrombose
(Maus)

Inflammation
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2 Ziele der Arbeit

Die Elastase wird aufgrund ihrer pro-apoptotischen Wirkung auf Gefdlizellen, sowie ihrer
proteolytischen Eigenschaften auf die fibrose Kappe atherosklerotischer Plaques als
Eigenstandiger Mediator der Lasionsprogression angesehen. Damit besitzt die von
Makrophagen und Granulozyten sekretierte Elastase hohes Pathogenitatspotential fir die
Atherosklerose zugrunde liegende Plaqueruptur und Plaqueerosion. Ziel dieser Arbeit war
die Untersuchung der Signalkaskade der Elastase, um einen potentiell beschleunigten
Einfluss auf die atherosklerotische Plaqueprogression zu charakterisieren. In vorherigen
Studien dieser Arbeitsgruppe konnte in einem selbstentwickelten in vitro-Modell der
GefalBwand die subendotheliale Infiltration von Makrophagen mit Freisetzung von Elastase
simuliert und ein Elastase-induzierter Endothelzelltod nachgewiesen werden. Der genaue
Mechanismus als auch seine pathophysiologische Rolle blieben weitestgehend ungeklart und

wurden hier erstmalig untersucht.

Zur Aufklarung der Rolle der Elastase in der Atherosklerose sollte zunachst in vitro der
Elastase-induzierte Zelltod und Typus in Endothelzellen analysiert werden, da dieser als
Auslosender Faktor der Plagueruptur und Plaqueerosion angesehen wird. In einem weiteren
Schritt sollte aufgedeckt werden, ob der ER-Stress Signalweg UPR, der in atherosklerotischen
Plagues fiir Makrophagen beschrieben wurde, auch in Elastase-behandelten Endothelzellen
vorzufinden ist. Ebenfalls sollte eine Beteiligung der Protease-aktivierten Rezeptoren 1 und 2
untersucht werden, da diese auf Endothelzellen exprimiert und mittels Elastase aktiviert
werden konnten. Da die Plaqueruptur nach gegenwartigen Einschatzungen maRgeblich
durch das Absterben von SMCs und Makrophagen verursacht ist wurden auch die

Auswirkungen der Elastase auf diese vaskulare Zellen analysiert.

Es ist bekannt, dass in atherosklerotischen Plaques erhohte Konzentrationen an
Makrophagen-sekretierter Elastase vorzufinden ist. Zur Charakterisierung ihrer Rolle bei der
potentiell-beschleunigten Plaqueprogression sollte ex vivo der zuvor untersuchte UPR
Signalweg, der Zelltod sowie die Elastase-sekretierenden Makrophagen in humanem Ruptur-
gefahrdeten Karotis-Plaguematerial untersucht werden. Die Aufklarung des Signalweges der
Elastase konnte bei der Pravention von kardiovaskuldaren Erkrankungen behilflich sein und

mogliche Ausweitungen des Einsatzspektrums von Elastase- bzw. UPR-Inhibitoren aufzeigen.
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3 Material

Alle nicht einzeln aufgefiihrten Chemikalien wurden durch die Firmen Roth, Dako, Sigma

Aldrich bzw. Merck bezogen.

3.1 Chemikalien, Zellkulturmedien, Farbstoffe

Accutase-Losung

Aceton

Ammoniumperoxodisulfat (APS)

Bisacrylamid

Bromphenolblau

BSA (Albumin Fraktion V)

Chloroquin

5-Cholesten-3B-ol-7-one (7-Ketocholesterol)
DAPI

DL-Norleucin

Diethylpyrocarbonat (DEPC)

Dimethylsulfoxid (DMSO)

DRAQ5®

Dulbecco’s modified eagle medium (DMEM)
Dulbecco’s modified eagle medium (DMEM)/F12 + GlutaMAX™-I
Dulbecco’s phosphate buffered saline (PBS), 1x, steril, -CaCl,, -MgCl,
EDTA Solution, 100x

Endothelial cell basal medium

Endothelial cell growth medium SupplementPack
Entellan®

Eosin

Essigsaure
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Sigma Aldrich
Roth

Roth

Roth

Sigma Aldrich
Roth

Enzo

Sigma

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Roth

Sigma Aldrich
Cell Signaling Technology
Sigma Aldrich
Gibco

Sigma Aldrich
Thermo Scientific
PromocCell
PromoCell
Merck

Roth

Roth
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Ethanol

Etoposid

Fetal calf serum (FCS)

Fluoromount™ aqueous mounting medium
Formalin, 4 %

Glycerin, 99 %

Glycin

Gill’'s Hematoxilin No.3

Goldner-Losung Il (Phosphorwolframsaure-Orange-G-Losung)

Halt™ Proteaseinhibitor, 100x
Hamatoxylin-Losung A nach Weigert
Hamatoxylin-Lésung B nach Weigert
Isofluran

Isopropanol

Laemmli Lysepuffer

L-Glutamin, 100x

Lichtgriin

Masson-Goldner’s Trichrome Staining Kit
Methanol

Methylgriin

Milchpulver

N-Butanol

Necrostatin-1

Normalserum aus Ziege

Opti-MEM® | (1x) + GlutaMAX™-I Medium
Paraformaldehyd

Penicillin / Streptomycin, 100x
PhosSTOP

Ponceau S

ProLong® Gold Antifade
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Roth

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich / Dako
Roth

Roth

Roth
Polyscience Inc.
Roth

Thermo Scientific
Roth

Roth

Abbott

Roth

BioRad

Gibco

Merck

Roth

Roth

Merck

Roth

Roth

Sigma Aldrich
Dako

Gibco

Roth

Gibco

Roche

Roth

Invitrogen
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Propidium lodide Staining Solution (P1)

Rapamycin
Retrieve-All Antigen Unmasking System 2 : Basic (pH10)1x Solution

Roti®-Plast Paraffin-Pastillen
Smooth muscle cell basal medium 2
Smooth muscle cell growth medium 2 SupplementPack
Staurosporin
Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Thapsigargin

Tris

Triton™ X-100

Trypsin / EDTA, 10x

Tunicamycin

Tween®20

Tris / HCI

Wasserstoffperoxid

Xylol

3.2 Verbrauchsmaterialien

12-well-Platten

24-well-Platten

96-well-Platten, uClear®, weil

96-well-Platten, uClear®, schwarz

Amersham™ Hyperfilm™ ECL

Amersham™ Hybond™ PVDF Transfer Membran
Deckglaschen, rund, 12 mm

Deckglaschen, 24 x 50 mm fir IHC

23

BD Biosciences

Enzo

Covance Research
Products

Roth
PromoCell
PromoCell
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Molecular Probes
Roth

Sigma Aldrich
Gibco

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Roth

Roth

Roth

Greiner

Greiner

Greiner

Greiner

GE Healthcare
GE Healthcare
Thermo Scientific

Menzel-Glaser
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Entwickler- und Fixierlosung

FACS-ROhrchen

Kaniile, 23 G, spitz

Kryoréhrchen

Pasteurpipetten (ohne Wattestopfen)
Reaktionsgefalle (1.5 ml, 2.0 ml)

ReaktionsgefaRe (15 ml, 50 ml)

Serologische Pipetten (2 ml, 5 ml, 10 ml, 50 ml), steril
Superfrost®Plus Objekttrager

Whatman®-Papier

Zellkulturflaschen, steril mit Filterdeckel (25 cm?, 75 cm?)

3.3 Laborgerite

Centro LB960 Luminometer

ChemiDoc XRS Imaging System mit QuantityOne 4.6.7 Software

CO,-Inkubatoren CO-150 und Excella ECO-170
Dampfgarer

EinschweilRgerat

FACSCanto™ Il Durchflusszytometer mit FACSDiva Software

Feuchtkammer
FLUOstar OPTIMA Fluometer

Gelelektrophoresekammer, Mini-PROTEAN®III

Gelelektrophoresekammer, PerfectBlue Doppelgelsystem Twin

ExW S

Gelelektrophoresekammer, PerfectBlue Doppelgelsystem Twin L

My Cycler™ thermal cycler
Leica RM 2155 Mikrotom

Leitz DM IL Mikroskop
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Kodak

BD Falcon

BD

Greiner

Roth

Sarstedt
Greiner
Greiner
Menzel-Glaser
Whatman

Greiner

Berthold Technologies
BioRad

New Brunswick Scientific
Braun

Severin

BD Biosciences

VWR

BWG Labtechnologies

BioRad
Peglab

Peglab
BioRad
Leica

Leica
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Megafuge 1.0R

Mini-Transblot-Zelle, Mini-PROTEANZ®III Cell
Neubauer-Zahlkammer

Nanodrop 2000 Spectrophotometer
PowerPac™ Basic Power Supply
PowerPac™ HC High-Current Power Supply
PT 1200 Prazisionswaage

StepOnePlus Real-Time PCR System
Thermomixer kompakt

Tischzentrifuge

Trans-Blot® Semi-Dry Transfer Cell
Vortexer

Wasserbad

Zeiss LSM-710 mit ZEN2011 Software

Zeiss Axioplan Mikroskop mit Olympus XC30 Kamera und CellSens

Imaging Software

Zentrifuge 5417R

3.4 Reagenzien und Kits

ApopTag® Peroxidase In Situ Apoptosis Detection Kit

Background Buster Working Solution
BCA™ Protein Assay Kit

Caspase-Glo® 3/7 Assay System

CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay

Cyto-ID® Autophagy Detection Kit

CytoTox-ONE™ Homogeneous Membrane Integrity Assay
EnVision™ G |2 Doublestain System Visualisierungskit

EnVision™ Detection Systems Peroxidase/DAB, rabbit/mouse

Heraeus Sepatech
BioRad

Labor Optik
Peglab

BioRad

BioRad

Sartorius

Applied Biosystems
Eppendorf
Labnet

BioRad

Heidolph

GFL

Zeiss
Zeiss / Olympus

Eppendorf

Merck

Innovex Biosciences
Pierce

Promega

Promega

Enzo

Promega

Dako

Dako
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High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit Applied Biosystems
In Situ Cell Death Detection Kit Roche
Lipofectamine® RNAIMAX Invitrogen

LSAB™2 Kit Dako

peqGOLD Total RNA Kit Peqlab
WesternBright™ Sirius Advansta

Western Lightning® Plus-ECL Chemiluminescence Substrate PerkinElmer

3.5 Losungen und Puffer

Anodenpuffer |

Anodenpuffer Il
Citratpuffer, 10 mM, pH6.0
Kathodenpuffer

RIPA-Puffer

SDS-Ladepuffer, 5x

SDS-Laufpuffer, 5x
TBS, 20x

TBS / Tween
Transferpuffer

Wasser, doppel destilliert

300 mM Tris/HCl pH 10.4, 20 % Methanol

25 mM Tris/HCl pH 10.4, 20 % Methanol

18 ml 0.1 M Zitronensaure, 82 ml 0.1 M Natriumcitrat, 0.05 %
Tween®20, pH 6.0

25 mM Tris/HCl pH 9.4, 40 mM DL-Norleucin, 0.05 % SDS

25 mM Tris/HCl pH 7.6, 150 mM NaCl, 1 % NP-40 (Tergitol-Typ
Nonylphenolethoxylat), 1 % Natriumdeoxycholat, 0.1 % SDS

250 mM Tris/HCI pH 6.8, 0.5 M Dithiothreitol, 40 % Glycerin, 10
% SDS, 0.2 % Bromphenolblau

250 mM Tris, 19.2 mM Glycin, 0.35 mM SDS
200 mM Tris pH 7.6, 2 M NaCl

1x TBS, 0.1 % Tween®20

25 mM Tris, 192 mM Glycin, 20% Methanol

ddH,0

3.6 Enzyme und Standards

Benzonase Nuclease

Novagen

FastAP Thermosensitive Alkaline Phosphatase Thermo Scientific
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Human sputum elastase (Elastase)
Lambda Phosphatase

Prestained Protein Molecular Weight Marker

Elastin Products Company
Santa Cruz

Thermo Scientific

Precision Plus Protein™ Standards BioRad
ProSieve QuadColor™Protein Markers Lonza
Proteinase K Sigma Aldrich
Ready-to-Use Proteinase K Solution (IHC) Dako

RNase A Sigma Aldrich

Durch Prof. Dr. H. Kleinert,
Institut fir Pharmakologie,
Universitatsmedizin Mainz,
synthetisiert und zur Verfiigung
gestellt.

Tag DNA Polymerase

3.7 Antikorper

3.7.1 Primarantikorper und Fluoreszenz-gekoppelte Antikorper

Im Falle von Western Blot Analysen wurden alle verwendeten Antikérper laut
Herstellerangaben in 5 %-igem BSA oder in 5 %-igem Milchpulver in 1x TBS / Tween
inkubiert. Die in Klammern angegebenen Zahlen beziehen sich auf die im Western Blot
(siehe 4.3.4), Immunhistochemie (siehe 4.5.3) oder Immunfluoreszenz (siehe 4.1.11)
eingesetzten Verdiinnungen der aufgefihrten Antikdrper. Gleiches gilt fir die eingesetzten

Sekundarantikorper (siehe 3.7.2). Die Proteinbeladung lag zwischen 70-150 pg Proteinlysat

pro Spur.

monoklonaler a-Actin; Klon 1A4 (mouse, 1:500 IHC) Sigma Aldrich
monoklonaler a-B-Actin; Klon AC-15 (mouse, 1:5.000 WB) Sigma Aldrich
monoklonaler a-cCaspase-3; Klon Asp175 (5A1) (rabbit, 1:100 IHC) Cell Signaling
monoklonaler a-CD68; Klon PG-M1 (mouse, 1:50 IHC) Dako
monoklonaler a-CHOP; Klon L63F7 (mouse, 1:1.000 WB, 1:1.600 IF) Cell Signaling
monoklonaler a-neutrophile Elastase; Klon 121-3E10 (mouse, 1:200 IHC) Gentaur
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monoklonaler a-GAPDH; Klon 6C5 (mouse, 1:2.000 WB)

monoklonaler a-KDEL; Klon 10C3 (mouse, 1:700 IHC)

monoklonaler a-LC3-1I; Klon D11, XP® PE gekoppelt (mouse, 1:50 FACS)
monoklonaler a-Phospho-elF2a (Ser51) (rabbit, 1:1.000 WB)

monoklonaler sXBP1; Klon D2C1F (rabbit, 1:1.000 WB)

monoklonaler a-Thrombin R; Klon ATAP2, PE gekoppelt (=PAR-1) (mouse, 1:10

FACS)
monoklonaler a-Tubulin; Klon DM1A (mouse, 1:2.000 WB)

polyklonaler a-ATF3 (rabbit, 1:200 IHC)

polyklonaler a-cCaspase-3; Klon Asp175, Alexa Fluor® 488 gekoppelt (1:100 IF)

polyklonaler a-CHAC-1 (rabbit, 1:3.000 IHC)
polyklonaler a-CHOP; Klon F-168 (rabbit, 1:50 IHC)
polyklonaler a-elF2a (rabbit, 1:1.000 WB)

polyklonaler a-GRP78 (BiP); Klon C-20 (goat, 1:750 WB)
Negativkontroll IgG mouse/rabbit (IHC)

polyklonaler a-Phospho-PERK Thr 981 (rabbit, 1:50 FACS)

3.7.2 Sekundarantikorper

anti-goat 1gG aus dem Esel, Peroxidase gekoppelt (1:5.000 WB)
anti-mouse 1gG aus dem Kaninchen, Peroxidase gekoppelt (1:20.000 WB)
anti-mouse 1gG aus der Ziege, Alexa Fluor®514 gekoppelt (1:1.500 IF)

anti-mouse 1gG aus dem Pferd, Peroxidase gekoppelt (1:5.000 WB)
anti-mouse 1gG aus der Ziege, Cy™3 gekoppelt (1:100 IF)

anti-rabbit 1gG aus der Ziege, Alexa Fluor®488 gekoppelt (1:1.500 IF)
anti-rabbit 1gG aus der Ziege, Peroxidase gekoppelt (1:5.000 WB)
anti-rabbit 1gG aus der Ziege, Peroxidase gekoppelt (1:5.000 WB)

anti-rabbit, anti-mouse EnVision™ Detection Systems Peroxidase/DAB (IHC)
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3.8 Oligonukleotide fiir die quantitativen real-time PCR Analysen

Primer und TagMan®-Sonden fiir B-Actin, GAPDH, GRP78 und spliced XBP1 wurden von
Eurofins MWG-Biotech bezogen. Zudem stammen die Primer und Sonden fiir B-Actin, CHOP
(DDIT3), PolR lla und F2R (PAR-1) als vordesignte TagMan®-Primer/Sonden-Mixe (TagMan®
Gene Expression Assays; in der Tabelle als Assay ID angegeben) von Applied Biosystem. Diese
enthalten sowohl sense- und antisense-Primer als auch die Sonde. Die Sonden sind am 5’-
Ende mit dem Fluorophor 6-Carboxyfluorescein (FAM) und am 3’-Ende mit dem Quencher
Carboxytetramethylrhodamin (TAMRA) markiert.

Primer / Sonde Sequenz (5’ — 3’) bzw. Assay ID
B-Actin Hs03023943

R-Actin_sense GGT CAT CACCATTGG CAATG

B-Actin_antisense CGT CACACTTCATGATGG AGT TG

B-Actin_Sonde ATG GAG TCC TGT GGC ATC CAC GAA ACT AC

CHOP (DDIT3)

F2R (PAR-1)
GAPDH_sense
GAPDH_antisense
GAPDH_Sonde
GRP78_sense
GRP78_antisense
GRP78_Sonde
PolR lla
XBP1_sense
XBP1_spliced_antisense

XBP1_Sonde

Hs01090850

Hs00169258

CAA CAG CCT CAAGATCATCAG C

TGG CAT GGA CTG TGG TCATGA G

CCT GGC CAA GGT CATCCATGACAAC

AAA CCG CTG AAG CTT ATT TG

AGT TCCAGC GTCTTT GGT TG

ATT TTA ATG ATG CCC AACGC

Hs00172187

GGA GTT AAG ACAGCGCTT G

GCA CCT GCT GCG GACTC

GAA GCC AAG GGG AAT GAA GT
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3.9 Oligonukleotide fiir RNA-Interferenz & blockierende

Antikorper

Die CHOP- und PAR-1-spezifische siRNA wurde von Dharmacon bezogen (Gemisch aus vier
verschiedenen siRNAs = ON-TARGETplus SMARTpool) und die Kontroll-Stealth®-siRNA von
Invitrogen (unbekannte Zufallssequenz ohne Zielstruktur mit einem GC Gehalt von etwa 36

105,106,107
R wurde

%). Der blockierende polyklonale rabbit anti-human PAR-2 Antikorper
freundlicherweise von Prof. Dr. W.Ruf (Centrum fiir Thrombose und Hamostase (CTH),

Universitatsmedizin Mainz) zur Verfiigung gestellt.

3.10 Zellen und Medien / Medienzusatze

3.10.1 Zellen

Zellen Beschreibung Quelle

American Tissue Culture Collection
(ATCC® CRL-2922™)
Bereitgestellt von PD Dr. S. Horke

Humane, endotheliale immortalisierte

N7 Hybridzelllinie aus HUVEC und A549-Zellen

HAOEC Primdre humane GefaRendothelzellen aus PromoCell
der Aorta (Human Aortic Endothelial Cells )

Primdre humane glatte Muskelzellen aus
HCASMC der koronaren Arterie (Primary human PromoCell
coronary artery smooth muscle cells)

Isoliert aus C57BL/6J M&usen

mPM Murine Peritoneal-Makrophagen B e S M

3.10.2 Medien und Zusatze fiir die Zellkultur

Medium Zusammensetzung

500 ml Dulbecco’s modified eagle medium (1000 mg/| Glukose),
10 % FCS, 5 ml L-Glutamin, 5 ml Penicillin / Streptomycin

500 ml Endothelial Cell Basal Medium, Endothelial Cell Growth
Medium SupplementPack [FCS 0.02 ml/ml, Endothelial Cell
Vollmedium fiir HAoEC Growth Supplement 0.004 ml/ml, EGF (recombinant human) 0.1
ng/ml, basic FGF (recombinant human) 1 ng/ml, Heparin 90
ug/ml, Hydrocortisone 1 pg/ml], 5 ml Penicillin / Streptomycin
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500 ml Smooth Muscle Cell Basal Medium 2, Smooth Muscle Cell
Growth Medium 2 SupplementPack [FCS 0.05 ml/ml, EGF
(recombinant human) 0.5 ng/ml, basic FGF (recombinant human)
2 ng/ml, Insulin 5 pg/ml], 5 ml Penicillin / Streptomycin

Vollmedium fiir HCASMC

500 ml Dulbecco’s modified eagle medium / Nutrient Mixture
Vollmedium fiir mPM F12 (3151 mg/l Glukose ) mit GlutaMAX™-I (1x), 10 % FCS, 5 ml
Penicillin / Streptomycin

3.11 Versuchstiere zur Zellisolation

Die Haltung und Zucht von den im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Versuchstieren
wurden durch Mitarbeiter der zentralen Versuchstiereinrichtung (ZVTE) Mainz sichergestellt.

Folgenden Versuchstiere wurden benutzt und wie folgt bezogen:

Mausmodell Beschreibung Quelle

C57BL/6) Wildtyp Mause Inzuchtstamm Bezogen liber ZVTE Mainz

3.12 Humanes Gewebe

Gewebeproben der inneren Karotisarterie (engl. internal carotid artery / lat. arteria carotis
interna) wurde im Rahmen einer Karotisendarterektomie bei hochgradiger Stenosis an der
Universitatsmedizin Mainz in der Herz-, Thorax-, Gefal3chirurgie, Sektion Gefallchirurgie, von
Prof. Dr. B. Dorweiler entnommen (siehe 4.5). Die klinischen Daten jedes einzelnen
Patienten wurden dokumentiert (Tabelle 5.1). Die Einverstandniserklarungen der Patienten
und die Genehmigung der Ethikkommission lagen jeweils vor dem Durchfiihren des Eingriffs

vor.
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4 Methoden

4.1 Zellbiologische Arbeitsmethoden

Alle zellbiologischen Arbeiten erfolgten unter sterilen Bedingungen unter einer
Sterilwerkbank. Es wurden ausschlieRlich autoklavierte und steril erworbene Materialien /
Substanzen verwendet. Die Behandlung der Zellen mit Elastase erfolgte fiir die angegebenen
Konzentrationen einmalig zu Beginn der angegebenen Inkubationszeit, ohne die erneute

Zugabe an Elastase.

4.1.1 Kultivierung eukaryotischer Zellen

Die Kultivierung der verwendeten Zelllinien erfolgte in ihrem jeweiligen Vollmedium (siehe
3.10.2) in einem Brutschrank bei 37°C, 100 % Luftfeuchtigkeit und bei 5 % CO,-Begasung
bzw. 10 % fir die EA.hy 926-Zellen. Sobald die Zellen eine Konfluenz von 90-95 % erreicht
haben wurden diese passagiert. Hierzu wurde zunachst das Medium abgenommen und die
Zellen mit 5 - 10 ml PBS pro 75 cm? Zellkulturflasche gewaschen. Eine anschliefende zwei-
bis dreiminitige Inkubation mit 2 ml Accutase bzw. 0.5 %-iger Trypsinlosung fir EA.hy 926-
Zellen pro 75 cm? Zellkulturflasche im Brutschrank fiihrte zu einer enzymatischen Ablésung
der Zellen vom Boden der Kulturflasche. Durch Zugabe von frischem serumhaltigem Medium
wurde der enzymatische Verdau beendet. Zur Erhaltung der Stammkultur wurde ein Teil der
Zellsuspension in der Zellkulturflasche zuriickbehalten, wahrend die restlichen Zellen je nach
Versuchsbedingung und Bedarf entweder eingefroren, in Zellkulturplatten ausplattiert oder

verworfen wurden.

4.1.2 Kryokonservierung und Auftauen eukaryotischer Zellen

Fiir eine dauerhafte Aufbewahrung der Zellen wurden diese kryokonserviert. Hierzu wurden
die konfluenten Zellen aus einer 75 cm? Zellkulturflasche mittels Trypsinbehandlung vom
Boden der Kulturflasche geldst, in frischem Vollmedium aufgenommen und in ein 15 ml

Reaktionsgefald Giberfiihrt (siehe 4.1.1). Nach Zentrifugation (5 min, 800 x g, RT) wurde der
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Uberstand abgenommen und das Pellet in eiskaltem Vollmedium, welches zusatzlich 10 %
DMSO und 10 % FCS enthielt, aufgenommen. Je 1 ml der Suspension wurde in ein
vorgekihltes 1.5 ml Kryorohrchen Uberfiihrt, zundachst bei —80°C eingefroren und zur
langfristigen Aufbewahrung in flissigen Stickstoff (—196°C) tGberfiihrt.

Zum Auftauen wurde die Zellsuspension im Kryoréhrchen bei 37°C im Wasserbad erwarmt,
sofort in 5 ml Vollmedium aufgenommen und das DMSO-haltige Medium durch fiinfminttige
Zentrifugation bei 800 x g und RT entfernt. Das Zellpellet wurde in 5 ml frischem Vollmedium

aufgenommen und zur Kultivierung in eine 25 cm? Zellkulturflasche Gberfiihrt.

4.1.3 Bestimmung der Zellzahl und Aussaat

Zur Bestimmung der Zellzahl der aus der Stammbkultur entnommenen Zellsuspension (siehe
4.1.1) wurden 10 ul auf das Zahlraster einer Neubauer-Zahlkammer aufgetragen und vier
GrolRquadrate unter einem Lichtmikroskop ausgezahlt. Der daraus resultierende Mittelwert
wurde mit zehn multipliziert und ergab die Zellzahl pro Mikroliter Zellsuspension. Davon
ausgehend wurden die fir die Experimente bendtigten Zellzahlen durch Verdliinnung mit
dem entsprechenden Vollmedium angesetzt und anschlieBend in die Zellkultur-Platten
ausplattiert. Das Ausplattieren der Zellen erfolgte am Vortag des jeweiligen Experiments,
wobei je nach Kulturgefal® eine definierte Zellzahl ausgesat wurde, um am Versuchstag die

gewlinschte Konfluenz zu erreichen (Tabelle 4.1).

Tabelle 4.1: Zellzahl fur Aussaat

Zelllinie Kulturgefald Konfluenz Zellzahl
EA.hy 926 12-well-Platte 60 % 1.4x10°
24-well-Platte 60 % 6.5 x 10*
24-well-Platte 80 % 8x10°
96-well-Platte 60 % 1x10*
HAOEC 24-well-Platte 60 % 6.5x 10*
24-well-Platte 80 % 8 x 10*
96-well-Platte 60 % 1x10*
HCASMC 24-well-Platte 60 % 6.5x 10"
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24-well-Platte 80 % 8 x 10*
96-well-Platte 60 % 1x10*
mPM 96-well-Platte 80 % 3x10°

4.1.4 Transfektion von siRNA in eukaryotische Zellen

Die RNA-Interferenz (kurz RNAi) ist ein natlirlich vorkommender und experimentell

198 Diese erlaubt

nutzbarer Mechanismus zur Inaktivierung einer spezifischen Genexpression
mit Hilfe von synthetischen siRNAs (small interfering RNAs) die gezielte Herabregulation
jedes beliebigen Gens (Gene Silencing), woraus die Funktion des codierten Proteins
abgeleitet werden kann. Bei den siRNAs handelt es sich um 20-25 Nukleotide lange RNA-
Doppelstrange, die nach dem Einschleusen in eine eukaryotische Zelle an komplementare

mRNA-Sequenzen binden und dadurch deren Abbau bewirken *®.

Fur die Transfektion von siRNAs wurden Zellen mit einer Konfluenz von 60 % in 24-well-
Platten ausplattiert (siehe 4.1.3) und am Folgetag mit dem siRNA-Transfektionsreagenz
Lipofectamine® RNAIMAX nach Angaben des Herstellers transfiziert. Dabei wurde die
empfohlene Lipofectamine® RNAIMAX-Menge zur Verringerung der Zytotoxizitat
herabgesetzt und im 24-well-Format je 33 nM siRNA mit 1 ul Lipofectamine® RNAIMAX
transfiziert. Nach 24 Stunden erfolgte ein vollstindiger Medienwechsel. Zur Uberpriifung
unspezifischer Effekte, die durch die Transfektion bzw. den aktivierten RNAi-Signalweg
verursacht werden koénnten, wurde parallel eine Kontroll-siRNA mit unbekannter Zufalls-
Sequenz transfiziert. Die verminderte Expression der mRNA und des Proteins wurde mittels
quantitativer real-time RT-PCR (siehe 4.2.4), Western Blot (siehe 4.3.4) und / oder

Durchflusszytometrie (siehe 4.1.7) tberpriift.

4.1.5 Blockierung des PAR-2 Rezeptors mittels Antikorper

Fiir die Blockierung des PAR-2 wurde ein polyklonaler rabbit anti-human PAR-2 Antikérper

105106107 " Hierfir wurden Endothelzellen in weiRe 96-well-Platten

(100 pg/ml) verwendet
oder in 24-well-Platten mit einer Konfluenz von 60 % ausplattiert (siehe 4.1.3) und 45 min

vor der Elastase-Behandlung mit dem blockierenden Antikdrper inkubiert. Zusatzlich wurden
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taglich 50 pg/ml des blockierenden Antikérpers zu den Zellen hinzugegeben. AnschlieRend
erfolgten Caspase-3/7-Aktivitasmessungen (siehe 4.1.6) und Zelltod / Apoptose Messungen

mittels Durchflusszytometrie (siehe 4.1.7).

4.1.6 Messung der Caspase-3/7-Aktivitit und Zell-Viabilitat in
eukaryotischen Zellen

Apoptose Messung

Die Zellen wurden in weiRe 96-well-Platten mit einer Konfluenz von 60 % ausplattiert (siehe
4.1.3) und an drei aufeinanderfolgenden Tagen mit verschiedenen Konzentrationen an
Elastase bzw. mit 1 pM Staurosporin (Positivkontrolle) in maximal 70 pl Vollmedium
behandelt. AnschlieBend wurde ein Caspase-Glo® 3/7 Reagenz bzw. CellTiter-Glo® Reagenz
hinzugefligt, welches ein zur Caspase-3/7-Aktivitat bzw. zum ATP-Gehalt proportionales
Chemilumineszenzsignal generiert. Hierbei entsprach die Menge an zugesetztem Reagenz
der Menge an Medium. Die Messung erfolgte in einem Mikroplattenlesegerat. Wenn
angegeben, wurden 30 uM des RIP-1 Inhibitors Necrostatin-1 in das Zellkulturmedium

hinzugegeben und taglich erneuert.

Zell-Viabilitétsmessung

Zur Bestimmung von Zellen, die die Membranintegritat verloren haben, wurde der CytoTox-
ONE™ Homogenous Membran Integrity Assay verwendet. Hierflir wurden die Zellen in
schwarze 96-well-Platten ausplattiert. Nach Inkubation mit verschiedenen Konzentrationen
an Elastase fiir maximal drei Tage wurde ein CytoTox-ONE™ Reagenz hinzugefiigt, welches
ein zur im Zellkulturiiberstand freigesetzten Lactatdehydrogenase (LDH) proportionales
Fluoreszenzsignal induziert. Zur Bestimmung des Gesamt-LDH-Gehalts der Zellen wurden
jeweils einige Proben unmittelbar vor der Messung nach Angaben des Herstellers lysiert. Die
Menge an zugesetztem Reagenz entsprach der Menge an Medium. Die Messungen erfolgten
gemal den Herstellerangaben, wobei die empfohlenen Reagenzmengen bei allen Assays

halbiert wurden.
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4.1.7 Uberpriifung des PAR-1-Knockdowns mittels Durchflusszytometrie

Fir die Uberpriifung des PAR-1-Knockdowns wurde die Durchflusszytometrie (FACS)
verwendet. Diese ermoglicht die hochfrequente Untersuchung einzelner Zellen in einem
FlUssigkeitsstrom. Eine Hauptanwendung besteht darin, mit Hilfe von Fluoreszenzfarbstoff-
markierten Antikérpern bestimmte Eigenschaften (z.B. quantitative Bestimmung von
Oberflaichenmolekiilen und intrazellularen Proteinen) von Zellen zu dokumentieren.
Zusatzlich werden durch die Lichtbeugung und -streuung Informationen Uber die ZellgroRe
und die Granularitat der Zellen gewonnen. Hierfir wurden EA.hy 926-Zellen 24 Stunden nach
der Transfektion (siehe 0) mittels 0.2 % EDTA in PBS aus den Wells herausgelost, mit
Vollmedium die Reaktion gestoppt und in ein 1.5 ml Reaktionsgefdld Uberfiihrt. Nach
Zentrifugation (700 x g, 4°C, 5 min) wurde der Uberstand abgenommen, das Pellet in PBS
gewaschen, erneut zentrifugiert und in 1 ml Vollmedium aufgenommen. Anschlieend
wurden 8 x 10* Zellen in PBS nach Herstellerangaben fir 30 min auf Eis mit einem a-
Thrombin R (PAR-1)-PE gekoppeltem Antikorper (siehe 3.7.1) gefarbt und nach erneuter
Zentrifugation (5 min, 700 g, 4°C) und Aufnahme des Pellets in 300 pl PBS mittels FACS
analysiert. Zur Uberpriifung unspezifischer Effekte, die durch die Transfektion bzw. den
aktivierten RNAi-Signalweg verursacht werden kdnnten, wurde parallel eine Kontroll-siRNA

mit unbekannter Zufalls-Sequenz transfiziert.

4.1.8 Messung apoptotischer Zellen mittels Durchflusszytometrie

I. 1% mit Hilfe des

Elastase-induzierter Zelltod / Apoptose wurde in Anlehnung an Riccardi et a
SubG1 Assays im FACS untersucht. Fir die Versuchsdurchfiihrung wurden EA.hy 926-Zellen
in 24-well-Platten mit einer Konfluenz von 60 % ausplattiert (siehe 4.1.3) und an drei
aufeinanderfolgenden Tagen mit verschiedenen Konzentrationen an Elastase bzw. mit 1 uM
Staurosporin (Positivkontrolle) in maximal 300 ul Vollmedium behandelt. Nach Beendigung
der Inkubationszeit wurde das Inkubationsmedium in ein 1.5 ml ReaktionsgefaR tberfihrt,
die Zellen mit PBS gewaschen, mittels Trypsin aus der Kulturschale herausgel6st (siehe 4.1.1)
und zu dem Inkubationsmedium im ReaktionsgefaR hinzugefiigt. Einer Zentrifugation (800 x
g, 4°C, 5 min) folgte die Entfernung des Uberstandes und das Resuspendieren des Pellets in

200 pul PBS. Die Fixierung der Zellen erfolgte in 1200 pul eiskaltem 80 %-igem Ethanol, wonach

diese fiir mindestens 20 min bzw. maximal 7 Tage bei -20°C gelagert wurden. Zur Entfernung
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des Ethanols aus der Probe wurde diese zweimal mit PBS gewaschen und zentrifugiert (800 x
g, 4°C, 5 min). Im Anschluss an die zweite Zentrifugation wurden die Zellen in 290 ul PBS
aufgenommen und 10 pg/ml RNase A fir eine Stunde bei RT hinzugefugt. Es folgte eine
abschlieBRende Inkubation mit 0.5 pug/ml Propidiumiodid (PI) fir 15 min bei RT im Dunkeln.
Die Messungen wurden am FACSCanto™ |l durchgefiihrt. Sofern angegeben, wurden 30 uM
des RIP-1 Inhibitors Necrostatin-1 wahrend der Elastase-Behandlung in das

Zellkulturmedium hinzugegeben und taglich erneuert.

4.1.9 Messung der Autophagie mittels Durchflusszytometrie

Wahrend des Prozesses der Autophagosom-Bildung wird das Protein LC3 (microtubule-
associated protein 1 light chain 3) vom proLC3 zum LC3-l prozessiert, welches im fertigen
Autophagosom mit Phosphatidylethanolamin konjugiert als LC3-Il vorliegt und einen
verldsslichen Marker fir vollstandige Autophagosomen darstellt. Zur Untersuchung der
Autophagosomen-Bildung wurde ein LC3-II-PE konjugierter Antikorper verwendet (siehe
3.7.1). Zellen wurden mit einer Konfluenz von 60 % in 24-well Platten ausplattiert (siehe
4.1.3) und mit Elastase bzw. 7-Ketocholesterol (10 pg/ml, 16 h, Positivkontrolle) behandelt.
Nach 24 Stunden erfolgte das Herauslosen der Zellen mittels Trypsin aus den
Zellkulturschalen, gefolgt von der Aufnahme in Vollmedium, Uberfiihrung in 1.5 ml
Reaktionsgefale und Zentrifugation (10 min, 650 x g, 4°C). Nach Fixierung in 4 %-igem
Paraformaldehyd (10 min, 37°C), einer 1-minitigen Inkubation auf Eis und erneuter
Zentrifugation (650 x g, 4°C) wurden die Zellen mittels eiskaltem 90 %-igem Methanol fiir 30
min auf Eis permeabilisiert, wonach diese fiir mindestens 20 min bzw. maximal 7 Tage bei -
20°C gelagert wurden. Zur Entfernung des Methanols aus der Probe wurde diese mit 0.5 %
BSA in PBS gewaschen und zentrifugiert (800 x g, 10 min, 4°C). AnschlieBend erfolgte das
Blocken in 0.5 % BSA in PBS (10 min, RT) und die Farbung entsprechend den

Herstellerangaben, als auch die Messung am FACSCanto™ Il.

Als Erganzung zur eben beschriebenen Methode wurde ein Cyto-ID® Autophagy Detection
Kit verwendet. Die Untersuchung der Autophagie in lebenden Zellen erfolgte mittels eines
bei 488 nm anregbarem griin fluoreszierenden Detektionsreagenzes. Hierflir wurden Zellen
mit einer Konfluenz von 60 % in 24-well Platten ausplattiert (siehe 4.1.3), fir

unterschiedliche Zeiten mit 50 pug/ml Elastase bzw. mit 500 nM Rapamycin und 10 uM
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Chloroquin (24 Stunden, Positivkontrolle) behandelt, nach Herstellerangaben gefarbt und

gemessen.

Die Messungen erfolgten am FACSCanto™ I, welches mit Diva Software (BD Biosciences)
ausgestattet war. Dabei wurden jeweils 10.000 events fiir die entsprechenden Excitations- /
Emissionswellenlangen erfasst (Pl = 535 / 617 nm, PE = 496 / 578 nm, Cyto-ID® Green
Detection Reagent = 463 / 534 nm).

4.1.10 Nachweis apoptotischen Zelltodes mittels Konfokaler Laser-
Scanning-Mikroskopie (CLSM)

Zum Nachweis und Quantifizierung apoptotischen Zelltodes auf Einzelzellebene wurde ein In
Situ Cell Death Detection Kit, basierend auf der Markierung von DNA Strangbriichen (TUNEL;
TdT-mediated dUTP-X nick end labeling), verwendet. Hierfir wurden 1 x 10* Zellen in
schwarze 96-well-Platten mit einer Konfluenz von 60 % ausplattiert (siehe 4.1.3) und fir zwei
Tage mit verschiedenen Konzentrationen an Elastase bzw. mit 1 mg/ml Etoposid
(Positivkontrolle) in Vollmedium behandelt. Die Farbung erfolgte nach Herstellerangaben.

Die Zellen wurden anschlieRend mittels ProLong® Gold Antifade eingebettet.

Fir die konfokale Lasermikroskopie wurde ein Zeiss LSM-710 mit ZEN2011 Software
verwendet und die Zellen unter einem C-Aprochromat 40x/1.20 W Korr M27 Objektiv
betrachtet. Die Excitations- / Emissionswellenldngen lagen bei 540 nm / 570 - 620 nm. Ein

Zellkern wurde als positiv gewertet, sobald dieser > 3 Doppelstrangbriiche aufwies.

4.1.11 Messung der CHOP- und cCaspase-3-Intensitat in fixierten
Zellen am CLSM

Fiir die Quantifizierung und Lokalisierung der endogenen Proteine CHOP und cCaspase-3 in
ihrer zellularen Umgebung wurden fluoreszenzmarkierte Antikdrper verwendet. Hierfir
wurden 1.4 x 10° Zellen auf Glasplittchen in 24-well-Platten ausgesit, um eine Konfluenz
von 80 % zu erhalten. Am Folgetag fand die Behandlung mit Elastase fir unterschiedliche
Zeitspannen und Konzentrationen statt. Die Fixierung der Zellen erfolgte mittels

dreiminttiger Inkubation in eiskaltem Methanol und anschlieBender 30-sekiindiger
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Behandlung in eiskaltem Aceton. Nach Rehydrierung der Zellen in PBS und Blocken
unspezifischer Bindungen fir 15 min mit dem Background Buster, wurden die Zellen nach
dreimaligem Waschen mit PBS Giber Nacht bei 4°C im Dunkeln mit einem Primarantikdrper
gegen CHOP bzw. cCaspase-3 (siehe 3.7.1) in 1x PBS mit 1 % BSA und 0.3 % Triton™ X-100,
nach Herstellerangaben, inkubiert. Sofern der Primarantikdrper nicht bereits
fluoreszenzmarkiert war, wurden die Zellen dreimal gewaschen und eine Stunde im Dunkeln
bei RT mit einem fluoreszenzmarkierten Sekundarantikérper behandelt. Nach zweimaligem
Waschen, Aufnahme der Zellen fir finf Minuten in PBS mit DRAQ5® (1:1000) und DAPI
(1:2000), wurden diese mit ProLong® Gold Antifade auf einem Objekttrager eingebettet und
mikroskopiert. Der Nachweis phosphorylierter Proteine erfolgte, nach vorheriger
Behandlung mit Elastase, mittels 20-minltiger Fixierung in 4 % Paraformaldehyd mit
PhosSTOP (10x). Bei PhosSTOP handelt es sich um einen Phosphatase Inhibitor Cocktail, der
Proteine vor einer Dephosphorylierung schiitzt. Nach dreimaligem Waschen mit PBS wurden
die Zellen in 1x PBS mit 0.25 % Triton™ X-100 fiir fiinf Minuten permeabilisiert, bevor diese
flr eine Stunde in 1x PBS mit 3 % BSA und 0.2 % Triton™ X-100 (pH 7.2) geblockt wurden. Die
Inkubation des Primarantikorpers Uber Nacht bei 4°C und des fluoreszenzmarkierten
Sekundarantikorpers ein Stunde im Dunkeln bei RT erfolgte ebenfalls in der blockierenden
Lésung. Zur Uberpriifung der spezifischen Bindung des Antikérpers an das phosphorylierte
Protein wurden Zellen nach der Fixierung und vor dem Permeabilisieren fiir 30 min bei 30°C
mit 400 U Lambda Phosphatase und anschliefend mit 5 U Alkaline Phosphatase bei 37°C fir
eine Stunde inkubiert.

Fir die konfokale Lasermikroskopie wurde ein Zeiss LSM-710 mit ZEN2011 Software
verwendet und die Zellen unter einem Plan / Apochromat 63x/1.40 oil DIC Objektiv bzw.
einem C-Aprochromat 40x/1.20 W Korr M27 Objektiv betrachtet. Die entsprechenden
Wellenlangen wurden sequenziell aufgezeichnet und die Abwesenheit von Kreuz-Emissionen
sichergestellt. Alternativ wurde ein spezielles Verfahren (A-Modus) zur parallelen
Spektraldetektion und anschlieBendem Linear Unmixing in die drei Kanédle Alexa Fluor® 488,
Cy™3 und DRAQ5® benutzt. Diese Methode erlaubt die optische Trennung von Farbstoffen
mit stark Uberlappenden Emissions-Spektren, so dass eine Vielzahl von Farbstoffen
kombiniert und gleichzeitig analysiert werden konnen. Excitations- / Emissionswellenlangen
der verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe: Alexa Fluor® 488 = 496 / 519 nm, Cy™3 =552 / 570
nm und DRAQ5 647 / 680 nm.
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4.2 Molekularbiologische Arbeitsmethoden

4.2.1 Extraktion der Gesamtzell-RNA aus eukaryotischer Zellen

Fir die Extraktion von RNA aus eukaryotischen Zellen (24-well) wurde das peqGOLD Total
RNA Kit von Peqlab verwendet. Dabei wurde stets nach Angaben des Herstellers verfahren.

Die RNA wurde in 50 pl RNase-freiem Wasser eluiert.

4.2.2 Bestimmung des Nukleinsauregehalts

Die Konzentration und Reinheit von RNA erfolgte durch die Messung der optischen Dichte
(OD) bei einer Wellenlange von 260 nm unter Zuhilfenahme des NanoDrop 2000
Spectrophotometers. Der Messvorgang wurde entsprechend der Herstellerangaben
durchgefiihrt. Das Verhaltnis (Ratio) von Extinktion der Probe bei 260 nm zu 280 nm
entspricht dabei der Reinheit der Nukleinsdaureproben und zeigt die Verunreinigung durch
Protein-Rickstande aus der Prdparation an. Dies ergibt sich aus der Absorption von
Nukleinsduren bei 260 nm und jener von Proteinen bei 280 nm. Der verwendete ODys /
ODygo-Wert lag stets (iber 1.8, so dass von einer geringen Verunreinigung der Proben

ausgegangen werden konnte.

4.2.3 cDNA-Synthese mittels Reverser Transkriptase-Polymerase-
Kettenreaktion (RT-PCR)

Zur quantitativen Analyse der Genexpression mittels quantitativer real-time RT-PCR (siehe
4.2.4) ist es notwendig, die zuvor aus den Zellen extrahierte RNA in cDNA (complementary
DNA) umzuschreiben. Die cDNA-Synthese erfolgte mit Hilfe des Enzyms Reverse
Transkriptase, einer RNA-abhangigen DNA-Polymerase. Alle RT-PCRs wurden mit dem High
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit gemal Empfehlungen des Herstellers in einem

Thermal Cycler durchgefiihrt. Flr die cDNA-Synthese wurden 80 ng RNA eingesetzt.
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4.2.4 Quantitative real-time RT-PCR (qRT-PCR)

Die Quantifizierung einer spezifischen mMmRNA aus Gesamtzell-RNA erfolgte mittels
guantitativer real-time RT-PCR. Es handelt sich hierbei um eine PCR mit drei
sequenzspezifischen Primern, von denen eine (die mittlere sogenannte TagMan® Sonde) am
5’-Ende mit einem Fluoreszenzfarbstoff (6-Carboxyfluorescein, FAM) und am 3’-Ende mit
einem Quencher (Carboxytetramethylrhodamin, TAMRA) markiert ist. Solange die Sonde an
die komplementdare cDNA gebunden und intakt ist, wird durch die rdaumliche Nahe von
Fluoreszenzmarkierung und Quencher kein Fluoreszenzsignal emittiert. Wahrend der
Extensionsphase der PCR wird die Sonde durch die 5°-3’-Exonukleaseaktivitdt der Tag-
Polymerase gespalten. Folglich entfernen sich Fluoreszenzfarbstoff und Quencher raumlich
voneinander. Dies erst ermdglicht die Detektion der FAM-Emission. Das vom Detektor
erfasste Signal ist direkt proportional zur Menge der amplifizierten cDNA und somit zur
urspringlichen mRNA-Menge. Fir die Quantifizierung wird die Expressionsrate des

analysierten Gens zunachst mittels 21ha

-Methode gegen die Expressionsrate einer oder
zweier konstitutiv exprimierten mRNAs (z.B. B-Actin und PolR lla) aus derselben Probe
normalisiert. AnschlieRend erfolgt die Berechnung einer gednderten Expression durch den
relativen Vergleich von behandelten und unbehandelten Proben. Die Reaktionen wurden in
einem Volumen von 20 ul angesetzt und im StepOnePlus Real-Time PCR System Cycler

gemessen (Tabelle 4.2).

Tabelle 4.2: Reaktionsansatz und Reaktionsprofil der qRT-PCR

Reaktionsansatz (20 pl) Reaktionsprofil

2x Puffer 10 95°C 1 min 1x
dNTPs (0.2 mM) 0.4 pl 95°C 1 min

sense-Primer (10 pmol/ul) 1l 95°C 30 sek 45 x
antisense-Primer (10 pmol/pl) 1 ul 60°C 1 min
TagMan®-Sonde (10 pmol/pl) 1ul 4°C oo

Tag-Polymerase 0.5 pl

DEPC-behandeltes Wasser 3.1ul

cDNA (aus RT-PCR-Ansatz) 3ul
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Der Ansatz fiir die CHOP-, PAR-1-, PolR lla- und B-Actin-mRNA unterschied sich geringfiigig.
Statt des aufgefiihrten 1 pl Primer wurde jeweils nur 1 ul eines vordesignten Primer-Mixes
verwendet, der sowohl sense- und antisense-Primer als auch die Sonde enthielt (siehe 3.8).
Die Tag-Polymerase wurde freundlicher Weise von AG Kleinert zur Verfligung gestellt

(Institut fir Pharmakologie, Universitatsmedizin Mainz).

4.3 Proteinbiochemische Arbeitsmethoden

4.3.1 Herstellung von Gesamtprotein-Extrakten aus eukaryotischen
Zellen und humanen Karotisproben

Zur Prdparation von Proteinextrakten aus eukaryotischen Zellen wurde das Zellkultur-
Medium abgenommen, in ein 1.5 ml ReaktionsgefaR iberfiihrt und zentrifugiert (650 x g, 5
min, 4°C). Der Uberstand wurde abgezogen und verworfen, und das Pellet im 1.5 ml
ReaktionsgefalR auf Eis gelagert. Die Zellen wurden mit PBS gewaschen und durch Zugabe
von 60-100 pl RIPA-Lysepuffer (siehe 3.5) bzw. Laemmli-Lysepuffer (siehe 3.4) pro 24-well
bzw. 200 ul pro 12-well lysiert. Der RIPA-Puffer enthielt den Protease-Inhibitor Cocktail
Halt™ (1x), EDTA (1x) und PhosSTOP (10x). Dem Laemmli-Puffer wurde R-Mercaptoethanol
(0.05 %), Halt™ (1x), PhosSTOP (10x) und Benzonase (1 pl / 24-well) zugesetzt. Mithilfe einer
Pipettenspitze wurden die Zellen mechanisch vom Boden der Platte abgel6st und die
erhaltene Suspension in das auf Eis stehende 1.5 ml Reaktionsgefall mit dem Pellet aus dem
Uberstand (iberfiihrt. Wahrend der nachfolgenden Inkubation (20 min, 4°C) wurden die
Zellen durch das Detergenz aufgeschlossen. Bis zum Gebrauch wurden die Proben bei -20°C
gelagert. Wurden die Proben in RIPA-Lysispuffer aufgenommen, erfolgte die
Proteinkonzentrationsbestimmung mit Hilfe eines BCA™-Tests (siehe 4.3.2). AnschlieRend
wurden eine SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (siehe 4.3.3) und Western Blot Analysen
(siehe 4.3.4) durchgefiihrt. Die in Laemmli-Lysispuffer aufgenommenen Proben wurden

vollstdandig auf das SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetragen.

70 mg, der aus den Patienten entnommenen Gewebeproben (siehe 4.5.1) wurden in ein

1.5 ml Reaktionsgefal} gegeben, zweimal in PBS gewaschen und anschlieBend in flissigem
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Stickstoff tiefgefroren. Mit Hilfe eines Morsers und unter sténdiger Zugabe von fliissigem
Stickstoff wurde das Gewebe pulverisiert, in ein 1.5 ml Reaktionsgefald iberfiihrt und in
200 pl Laemmli-Lysepuffer (0.05 % R-Mercaptoethanol, 1x Halt™, 10x PhosSTOP, 8 ul
Benzonase) flr 30 min auf Eis lysiert. Nach anschlieBender Zentrifugation der Zelllysate (30
min, 12.000 x g, 4°C) wurde der Uberstand in ein neues ReaktionsgefaR tiberfiihrt. Bis zum

Gebrauch wurden die Proben bei -20°C gelagert.

4.3.2 Bestimmung der Proteinkonzentration mittels BCA-Test

Die Bestimmung der Proteinkonzentration von Gesamtzellextrakten erfolgte mittels BCA™
Protein Assay Kit nach Angaben des Herstellers. Proteine bilden mit Cu**-lonen in alkalischer
Losung einen Komplex (Biuret-Reaktion). Durch die anschlieRende Reduktion des Komplexes
zu Cu'-lonen entsteht mit Bicinchoninsdure (BCA) ein violetter Farbkomplex, dessen
Adsorption bei 562 nm photometrisch in einem Fluometer gemessen wurde. Hierbei
entspricht die reduzierte Menge an Kupferionen der Proteinmenge. Zur Eichung und als

Vergleichsproben dienten Proteinlosungen mit bekannter Konzentration.

4.3.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Zur Auftrennung und Identifizierung von Proteinen (siehe 4.3.4) wurde die eindimensionale
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) nach Laemmli 11 verwendet. Durch die
Behandlung der zu untersuchenden Proteinlésung mit dem Detergenz SDS
(Natriumdodecylsulfat) kommt es zur Denaturierung sowie zur Uberlagerung der
Eigenladung von Proteinen und Ausbildung von negativ geladenen SDS-Protein-Komplexen.
Da SDS proportional zum Molekulargewicht der Proteine bindet, weisen diese ein konstantes
Masse-Ladungsverhaltnis auf. Somit ist die Wanderungsgeschwindigkeit der Proteine im

elektrischen Feld proportional zu ihrem Molekulargewicht.

Fiir die SDS-PAGE-Experimente wurde das Mini-PROTEAN®III System von BioRad oder das
PerfectBlue Doppelgelsystem Twin EXW S von Peglab verwendet. Folgende Gelsysteme aus

Trenngel und Sammelgel kamen zum Einsatz:
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Tabelle 4.3: Zusammensetzung der SDS-Polyacrylamid-Gele im BioRad Mini Gel

12 %-iges Trenngel 5 %-iges Sammelgel

ddH,0 3.3 ml 2.2 ml

30 % Bisacrylamid 4.0 ml 0.67 ml

1.5 M Tris, pH 8.8 2.5 ml -

0.5 M Tris, pH 6.8 -—- 1.0 ml

10 %-iges SDS 0.1 ml 0.04 ml

10 %-iges APS 0.1 ml 0.04 ml
TEMED 0.004 ml 0.004 ml

Tabelle 4.4: Zusammensetzung der SDS-Polyacrylamid-Gele im Peqlab PerfectBlue ExXW S Gel

12 %-iges Trenngel 5 %-iges Sammelgel

ddH,0 8.25 ml 4.40 ml
30 % Bisacrylamid 10 ml 1.34 mi
1.5 M Tris, pH 8.8 6.25 ml -—-

0.5 M Tris, pH 6.8 -—- 2.0 ml
10 %-iges SDS 0.25 ml 0.08 ml
10 %-iges APS 0.25 ml 0.08 ml
TEMED 0.025 ml 0.01 ml

Das 12 %-ige Trenngelgemisch wurde zu zwei Dritteln in die abgedichteten Glasplatten
gefillt und zur Vermeidung von Luftblasen direkt im Anschluss mit Isopropanol
Uberschichtet. Nach vollstéandiger Polymerisation des Trenngels wurde der Alkohol entfernt,
das zur besseren Erkennbarkeit der Taschen mit Bromphenolblau (in 0.5 M Tris, pH 6.8)
versetzte 5 %-ige Sammelgel zwischen die Platten gegossen und ein Kamm eingesetzt. Die
zuvor auf eine gemeinsame Konzentration eingestellten Proteinproben wurden vor dem
Auftragen mit 5 x SDS-Ladepuffer versetzt (sofern in RIPA-Lysepuffer lysiert (siehe 4.3.1)).
Sowohl in RIPA-, als auch in Laemmli-Lysepuffer aufgenommene Proben wurden
anschlieRend im Thermomixer (5 min, 95°C) denaturiert. Als GroRenstandard wurde

zusatzlich ein Proteinmarker aufgetragen. Die Gelelektrophorese erfolgte fiir beide
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Gelsysteme unter Verwendung von 1 x SDS-Laufpuffer bei einer konstanten Spannung von

100V (ca. 1-2 h).

4.3.4 Western Blot (WB): Imnmunologischer Nachweis zur Identifizierung
von Proteinen

Durch Western Blot Analysen kénnen bestimmte Proteine aus einem Proteingemisch mit
Hilfe von spezifischen Antikorpern detektiert werden. Per SDS-PAGE (siehe 4.3.3)
aufgetrennte Proteine werden in einem senkrecht zum Polyacrylamid-Gel angelegten
elektrischen Feld auf eine PVDF-Membran transferiert. Nachdem freie Bindungsstellen auf
der Membran blockiert wurden, kann das Protein mit spezifischen Antikorpern
(Primarantikorper) detektiert werden. Der entstandene Antigen-Antikdrper-Komplex wird
dann mittels eines Enzym-gekoppelten Sekundarantikdrpers sichtbar gemacht. Das an den
Sekundarantikérper gekoppelte Enzym, hier eine Meerrettich-Peroxidase (HRP, horseradish
peroxidase), katalysiert die Umsetzung eines zugegebenen Substrats zu seiner oxidierten
Form, bei der eine Lumineszenz entsteht, welche detektiert werden kann. Die Visualisierung
erfolgt schlieBlich durch Belichtung eines Positivfilms oder im digitalen ChemiDoc XRS
Imaging Detektionssystem. Letzteres erlaubt eine genaue Quantifizierung der Signale Gber

einen hohen Intensitatsbereich und erfasst >50-fache Unterschiede in Bandenintensitaten.

Je nach Anwendung wurden verschiedene Transfersysteme verwendet. In der Regel wurde
ein Semi-Dry-Blotsystem verwendet. Dazu wurden die SDS-Gele nach der Elektrophorese
zundachst flir etwa 15 min in Kathodenpuffer (siehe 3.5) unter leichtem Schiitteln dquilibriert.
Die auf GelgroBen zugeschnittenen PVDF-Membranen wurde kurz in Methanol aktiviert, in
Wasser gewaschen und anschlieBend fir 15 min in Anodenpuffer Il dquilibriert. Zum
elektrischen Transfer wurden auf die Anodenplatte zwei in Anodenpuffer | getrankte und
zwei in Anodenpuffer Il getrankte Whatman® 3 MM Papiere aufeinandergeschichtet, auf die
dann die aqulibrierte PVDF-Membran, das Polyacrylamid-Gel und vier in Kathodenpuffer
getrankte Whatman® 3 MM Papiere geschichtet wurden. Mit dieser Anordnung ist die
Transferrichtung von der Kathode zur Anode gewadhrleistet. Der Transfer erfolgte je bei

3 mA/cm?SDS-Gel fiir etwa 25 min.
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Zur Detektion des Proteins CHOP wurde eine Mini-Trans-Blot Zelle verwendet. Hierbei wurde
in einem Tank-Blot-System (NaRblot) das Protein auf eine PVDF-Membran transferiert. Die
SDS-Gele als auch die aktivierten und gewaschenen PVDF-Membranen wurden in kaltem
Transferpuffer (siehe 3.5) fiir 15 min unter leichtem Schitteln aquilibriert. Zwei Blatt
Whatman® 3 MM Papiere wurden in Transferpuffer angefeuchtet, das Gel auf die Papiere
und anschlieBend die Membran luftblasenfrei auf das Gel gelegt. Abschliefend wurden
erneut zwei Blatt Whatman® 3 MM Papiere oben aufgelegt. Unten und oben wurde jeweils
ein getrankter Schwamm aufgelegt, alles in einer Halterkassette verschlossen und in einen
Mini-Trans-Blot Zentralkern eingesteckt. Anschlieend wurde die Mini-Trans-Blot Zelle mit
eiskaltem Transferpuffer befillt, ein Kiihlaggregat eingesetzt und ein Riihrfisch zugegeben.
Der Trager wurde so eingehangt, dass die Reihenfolge negativer Pol (Kathode, schwarz) -
Papier - Gel - Membran - Papier - positiver Pol (Anode rot) eingehalten wurde.
Transferkammer wurde in ein Eisbad auf einen Magnetrihrer gestellt und der Transfer

erfolgte bei 200 mA fiir 1.5 Stunden.

Um eine unspezifische Bindung der Antikérper zu verhindern wurde die Membran nach dem
Transfer fiir eine Stunde je nach Antikorper gemaR der entsprechenden
Herstellerempfehlung in 5 %-igem Milchpulver oder in 5 %-igem BSA in TBS / Tween
gesattigt. AnschlieRend wurde die Membran wurde Gber Nacht bei 4°C in einer Losung des
Primdrantikorpers (siehe 3.7.1) in 5 %-igem Milch- bzw. BSA-Puffer in end-over-end Rotation
inkubiert. Am Folgetag wurde viermal mit TBS / Tween gewaschen und anschlieRend die
Membran in einer Losung des Peroxidase-gekoppelten Sekundarantikorpers (siehe 3.7.2) in
Milchpulverlosung fiir eine Stunde bei RT geschwenkt. Nach erneuten Waschschritten mit
TBS / Tween (3 x 5 min, RT) und TBS (2 x 5 min, RT) wurde der Blot mit Hilfe eines ECL-
Systems (Western Lightning® Chemiluminescence Reagent Plus bzw. WesternBright™ Sirius)
durch Belichtung eines Rontgenfilms und mittels des digitalen ChemiDoc XRS Imaging
Systems visualisiert. Die Quantifizierung der Banden erfolgte durch die Software

QuantityOne 4.6.7.
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4.4 Isolierung von murinen Peritoneal-Makrophagen (mPM)

Fir die Untersuchung der Elastase-induzierten Apoptose in Makrophagen wurden diese
Zellen aus dem Peritoneum von C57BI6/J-Wildtyp (WT) Mausen (12-17 Wochen alt) isoliert
und mittels Caspase-3/7 Assay (siehe 4.1.6) analysiert. Hierbei wurden die Versuchstiere
durch etwa 5-minitige inhalative Anasthesierung mit Isofluran narkotisiert und getotet,

gemald §4 Abs. 1 und §6 Abs. 1 Nr. 4 des Tierschutzgesetztes.

Nach Betduben, Toten und Desinfizieren der Maus mit 70 % Ethanol wurde das Peritoneum
ohne es zu verletzen unter einer Sterilbank zuganglich gemacht und die Peritoneallavage mit
einer 23 G Kanlle und einer mit 10 ml kaltem PBS gefiillten Spritze durchgefihrt. Ohne das
Fettgewebe oder Organe anzusaugen wurde die Zellsuspension wieder aus dem Bauchraum
abgezogen, in ein 15 ml ReaktionsgefaR lberfihrt und auf Eis gelagert. Die Peritoneallavage
wurde ein weiteres Mal durchgefihrt und die Zellsuspension in ein separates 15 ml
Reaktionsgefall tberfiihrt. Einer Zentrifugation (800 x g, 10 min, 4°C) folgend wurde der
Uberstand abgesaugt, das Pellet in DMEM/F12 Medium (+10 % FCS + 1x Penicillin /
Streptomycin) aufgenommen, die Zellzahl bestimmt und 3 x 10° Zellen in weiRe 96-well-
Platten ausgesat. Die Zellen wurden fiir 2 Stunden bei 37°C und 5 % CO, im Brutschrank
kultiviert. Nach zweimaligem Spillen mit warmen PBS wurden nicht adhdrente Zellen

abgezogen und die mPM mit 100 pl Medium kultiviert.

Es folgte eine Behandlung an drei aufeinanderfolgenden Tagen mit verschiedenen
Konzentrationen an Elastase bzw. mit 1 uM Staurosporin (Positivkontrolle) in maximal 70 pl
Vollmedium. Am letzten Tag der Inkubation wurde die Caspase-3/7 Aktivitat (siehe 4.1.6)

bestimmt.

4.5 Histologische Arbeitsmethoden

Im Rahmen gefdBchirurgischer Karotisendarterektomie der Arteria carotis interna (inneren
Karotisarterie/Halsschlagader) wurden etwa 40 Gewebeproben atherosklerotischer Lasionen
von Patienten mit Karotisstenose an der Universitatsmedizin Mainz in der Herz-, Thorax-,

GefaRchirurgie, Sektion GefaRchirurgie, von Prof. Dr. B. Dorweiler enthnommen und die
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klinischen Daten jedes einzelnen Patienten dokumentiert (Tabelle 5.1). Die
Einverstandniserklarungen der Patienten sowie die Genehmigung der Ethikkommission lagen

jeweils vor dem Durchfiihren des Eingriffs vor.

4.5.1 Entnahme von Gewebeproben und Aufbewahrung

Die entnommenen Gewebeproben (Plaques) wurden sofort nach der Entnahme in 4 %
Formalin fixiert. Anschliefend erfolgte das manuelle Zuschneiden der Plaque-Zylinder in
maximal 3 cm lange Teilstiicke und das jeweilige Einbetten in Paraffinwachs. Mit Hilfe eines
Mikrotoms wurde das Segment mit maximaler Lumenreduktion in 3 um dicke
Paraffinschnitte (perpendikular zum Lumen) geschnitten, auf Superfrost®Plus Objekttrager
transferiert, an der Luft getrocknet und bis zur immunhistochemischen Farbung (siehe 4.5.3)
bei RT im Dunkeln gelagert. Als Kontrollen dienten Gewebeproben aus der Karotis- und
Oberschenkelarterie. Diese stammen von Patienten ohne klinische Hinweise auf

atherosklerotische Erkrankungen (vaskulares Trauma, Organspender).

4.5.2 Histopathologie

Fir die morphologische Analyse der Gewebeproben wurde jeder zehnte Gewebeschnitt
eines Patienten sowohl mit Hamatoxylin und Eosin (HE-Farbung) angefarbt, als auch eine

Masson-Goldner-Farbung angefertigt.

Fiir die HE-Farbung wurden die Schnitte fiir 30 min oder i.N. bei 60°C im Warmeschrank
gelagert, 3 x kurz durch Xylol getaucht (entparaffiniert) und anschlieBend mittels einer
absteigenden Isopropanolreihe (100 %, 100 %, 96 %, 70 %, 50 %; jeweils 5 min) entwassert.
Nach kurzem Schwenken in destilliertem Wasser (Aqua dest.) erfolgte eine Inkubation in
Hamatoxylin-Losung (5 min), einem 15-miniitigem Spilen (,Blauen”) unter flieBRendem
Leitungswasser und einer abschlieRenden Farbung in einer Eosin-Losung (3 min). Einem
kurzen Spilen in Aqua dest. folgte ein kurzer Durchlauf einer aufsteigenden
Isopropanolreihe (50 %, 70 %, 96 %, 100 %, 100 %) und durch Xylol (3 x 5 min). Mittels
Entellan wurden die Schnitte luftblasenfrei mit Deckglaschen eingedeckt und unter einem

Abzug trocknen gelassen.
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Fir die Masson-Goldner-Trichromfarbung wurden die Gewebeschnitte entparaffiniert,
entwadssert und in Hamatoxylin-Losung nach Weigert (5 min) inkubiert. Nach kurzem Spiilen
in destilliertem Wasser, 10-minltigem Blduen in Leitungswasser und erneut in destilliertem
Wasser erfolgte die Inkubation in Ponceau S (7 min). Dreimaligem Spiilen in 1 % Essigsaure
folgte eine Farbung in Goldner-Losung Il (10 min) und dreimaliges Spilen in 1 % Essigsaure.
AbschlieRend wurden die Schnitte in Lichtgriin (5 min) gefarbt, 1 x in 1 % Essigsaure und 2 x

in 100 % Isopropanol gespiilt, 3 x durch Xylol gezogen und mittels Entellan eingedeckt.

Von jeweils finf gefarbten Schnitten pro Patient, die eine maximale Lumenreduktion
aufwiesen, wurden reprisentative Ubersichtsbilder angefertigt. Fiir die mikroskopischen
Aufnahmen wurde ein Zeiss Axioplan Mikroskop mit einer Olympus XC30 Kamera und eine
Olympus CellSense Imaging Software verwendet. Die anschlieRende Quantifizierung der
Kappendicke, Flache des nekrotischen Kerns, sowie der totalen Plaqueflache erfolgte
ebenfalls mit der Olympus CellSense Imaging Software. Hierbei wurde der nekrotische Kern
als amorphes Material mit Cholesterin-kristalliner Struktur definiert. Die fibrose Kappe
wurde identifiziert und der schmalste Teil (minimale Kappendicke), als auch der Teil mit

einer reprasentativen Kappendicke vermessen '

. Fur weitere detaillierte Analysen (siehe
4.5.3) wurden lediglich von 10 Patienten entnommene Gewebeproben verwendet, die bei
der histopathologischen Untersuchung die Kriterien fir Ruptur-gefahrdete oder rupturierte

Plagques erfiillten und wurden zusatzlich nach der AHA-Klassifikation eingestuft 13,

4.5.3 Immunhistochemische Farbungen

In der Immunhistochemie (IHC) wird die Affinitdt von Antikorpern zu einem speziellen
Antigen verwendet, um deren Verteilung am histologischen Schnitt sichtbar zu machen. Der
primare Antikorper bindet an das dazustellende Antigen und um diese Bindung
nachzuweisen, wird der erste Antikorper mit einem biotinylierten sekundaren Antikdrper
markiert. Hierbei richtet sich der Sekundarantikorper gegen das F.-Fragment des
Primarantikorpers. An den Sekundarantikorper wird durch eine Verbindung zwischen Biotin
und Avidin ein Meerettich-Peroxidase-Komplex (HRP, horseradish peroxidase) angelagert.
Zur Visualisierung des gesamten Antikorper-Komplexes wird das Chromogen DAB (3,3'-

Diaminobenzidin) verwendet, welches an die Peroxidase des HRP bindet.
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3-4 reprasentative Paraffinschnitte eines Patienten wurden pro Antikorper (siehe 3.7.1)
angefarbt. Hierbei wurde eine Plaque-Zylinderlange von durchschnittlich 300-450 um
verwendet. Nach dem Entparaffinieren in Warmeschrank und Xylol, Entwasserung in einer
absteigenden Isopropanolreihe (siehe 4.5.2) und Rehydrierung der Schnitte in PBS (20 min)
wurde die endogene Peroxidase-Aktivitdt mittels 3 %-ige Wasserstoffperoxid-Losung (20
min) geblockt. Die Schnitte wurden 3 x in PBS (10 min) gespult und mit 10 % Normalserum
aus der Ziege in einer Feuchtkammer behandelt, um unspezifische Bindungen zu verhindern
und somit eine Hintergrundfarbung zu vermeiden. Einer 1-stiindigen Inkubation des
Primadrantikérpers bei RT in der Feuchtkammer folgte ein Waschschritt in PBS und die
Inkubation mit einem HRP-konjugiertem Sekundarantikérper (10 min) aus dem LSAB™2 Kit.
Die Paraffinschnitte wurden 2 x mit PBS gesplilt und ein Verstarkersystem (LSAB™2 Kit; 10
min) hinzugegeben. Die gebundenen Antikdrper wurden nun mit Hilfe von DAB (10 min)
sichtbar gemacht und anschliefend in PBS gewaschen. Zur Gegenfarbung wurden die Kerne
mit Hamatoxylin angefarbt. Einer aufsteigenden Isopropanolreihe, Spilen in Xylol, folgte

letztlich das Eindecken mittels Entellan. Die Schnitte wurden bei RT im Dunkeln gelagert.

Bei einigen Antikdrpern mussten vor dem Blocken der endogenen Peroxidase-Aktivitat die
Antigene demaskiert werden (antigen retrieval). Bei Verwendung der cCaspase-3 und ATF3
Antikorper wurden die Schnitte fir 20 min in Citratpuffer (pH 6.0) erhitzt (95°C, Dampfgarer)
und fur CHAC-1 wurden die Schnitte fiir 10 min bei RT mit einer Ready-to-Use Proteinase K
Solution vorverdaut. Fiir Farbungen mit CHOP wurden die Schnitte nach dem Blocken der
endogenen Peroxidase-Aktivitat fiir 20 min in Retrieve-All Antigen Unmasking Sytem 2: Basic
Solution erhitzt (95°C, Dampfgarer). Ein EnVision™ Detection Systems Peroxidase/DAB
wurde nach Herstellerangaben fir den KDEL (GRP78 und GRP94) Antikdrper verwendet.

TUNEL Assay

Zum Nachweis apoptotischen Zelltodes wurde ein ApopTaq® Peroxidase In Situ Apoptosis
Detection Kit, basierend auf der Markierung von DNA Strangbriichen (TUNEL; TdT-mediated

dUTP-X nick end labeling), verwendet.

Hierfir wurden die Paraffinschnitte entparaffiniert, in einer absteigenden Ethanolreihe (100
%, 100 %, 96 %, 70 %; jeweils 3-5 min) entwassert, in PBS rehydriert und mit Ready-to-Use
Proteinase K Solution (15 min, RT) vorverdaut. Nach 2 x Waschen in PBS wurden die Schnitte

mit 3 %-iger Wasserstoffperoxid-Lésung inkubiert und erneut 2 x in PBS gespilt. Die
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anschlieBende Aquilibrierung, Inkubation mit TdT Enzym und Anti-Digoxigenin Konjugat,
sowie das Waschen der Schnitte erfolgte nach Herstellerangaben. Fiir die Visualisierung
wurde DAB verwendet und erneut 3 x in PBS gespllt. Die Gegenfarbung der Zellkerne
erfolgte in 0.5 %-igem Methylgriin. Die Schnitte wurden 3 x in Aqua dest. gewaschen und
jeweils 10 x in N-Butanol getaucht (2 x) und 1 x fur 30 sek. in N-Butanol stehen gelassen.
AbschlieBend wurden die Schnitte 3 x durch Xylol gezogen und mittels Entellan luftblasenfrei

eingedeckt.

Von jedem Antikérper wurde pro Patient ein Ubersichtsbild (25x VergroRerung)
aufgenommen und jeweils flinf repradsentative Bilder der Schulterregion (200x
VergroRerung) fiir jeden der 3-4 angefarbten Schnitte. Die semiquantitative Analyse erfolgt
mittels Auszahlung der positiv gefarbten Zellen mit Hilfe der frei erhaltlichen Imagel
Software (http://rsb.info.nih.gov/ij 1 /disclaimer.html). Fir CHAC-1 Farbungen wurden die
positiv gefarbten Flachen mittels der CellSens Imaging Software quantifiziert. Hierflir wurden
ebenfalls 5 Bilder der Schulterregion (200x VergroRerung) von jedem der 3-4 angefarbten
Schnitte  angefertigt. Um  nicht-spezifische Bindungen auszuschlieRen wurden
Kontrollfarbungen angefertigt, bei denen der Primarantikorper entweder weggelassen oder
durch Kontroll-IgG ersetzt wurde. Als Positivkontrollen dienten menschliche Tonsille oder

Pankreas, die laut Antikorper-Datenblatt gesichert die Zielproteine exprimiert.

4.5.4 Doppelimmunhistochemie

Fiir die simultane Detektion von zwei unterschiedlichen Antigenen auf einem Paraffinschnitt
wurde das EnVision™ G|2 Doublestain System nach Herstellerangaben verwendet. Das
Visualisierungssystem basiert auf HRP mit DAB als Chromogen (Braunfarbung) und
alkalischer Phosphatase (AP) mit Permanentrot als Chromogen (Rotfarbung). Hierflr wurden

von jedem Patienten 2 reprasentative Paraffinschnitte verwendet.
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4.6 Statistik

Zur Erstellung der in Kapitel 5 gezeigten Graphiken wurden die Programme GraphPad Prism
5 (San Diego, USA), QuantityOne 4.6.7 (BioRad), ZEN2011 (Zeiss), und CellSens Imaging
(Olympus) verwendet. Die statistische Auswertung der experimentellen Daten erfolgte mit
GraphPad Prism 5 mittels One-way ANOVA und nachfolgendem Tukey-Test (bei
Normalverteilung der Daten) oder Kurskal-Wallis-Test (bei nicht-parametrischen Verteilung
der Daten) Uberprift. Das Signifikanzniveau a wurde mit 0.05 festgelegt. Die Messdaten
wurden als Mittelwerte * Standardfehler des Mittelwertes (SEM) aus n unabhéngigen
Experimenten angegeben. Adobe Photoshop CS5 wurde fiir die Bildbearbeitung der Western
Blots verwendet, wobei (falls notwendig) nur Helligkeit und / oder Kontrast simultan fur alle

Bereiche eines Blots gedandert wurde.
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5 Ergebnisse

5.1 In vitro Charakterisierung der Rolle der Elastase in humanen
Endothelzellen

Pathomorphologisch sind Plaqueruptur und Plaqueerosion die haufigsten Ursachen der
Atherothrombose und damit kardial bedingter Todesfdlle. Als auslosende Faktoren fir
Plaqueruptur und —erosion werden erhohte Zelltodraten von Makrophagen, Endothelzellen
und glatten Muskelzellen angesehen, sowie ein verstarkter Abbau der extrazellularen Matrix

2830114 Die Elastase besitzt aufgrund der pro-apoptotischen Wirkung auf GefiRwandzellen

2933115 sowie ihrer proteolytischen Eigenschaft %8 hohes Pathogenitatspotential flr die der
Atherothrombose zugrunde liegende Plaqueruptur bzw. -—erosion. Die molekulare
Charakterisierung des intrazelluldren Signalweges der Elastase-induzierten Apoptose ist
jedoch bisher nicht aufgeklart und soll daher im Rahmen dieser Arbeit untersucht werden,

um einen potentiell beschleunigenden Einfluss auf die atherosklerotische Lasionsprogression

zu charakterisieren.

5.1.1 Elastase induziert Apoptose in humanen Endothelzellen

Vorherige Studien belegten ein Elastase-induziertes Absterben von Endothelzellen, klarten
jedoch den zugrundeliegenden Mechanismus unzureichend auf. Dies war zunachst
Gegenstand der hier prasentierten Untersuchungen. Hierflir wurden primdre humane
Gefallendothelzellen aus der Aorta (HAoOECs) mit steigenden Konzentrationen und
verschiedenen Zeiten mit Elastase behandelt und anschlieBend die Caspase-3/7-Aktivitat
bestimmt (siehe 4.1.6, Abbildung 5-1). Hierbei stellte sich heraus, dass bei Behandlung mit
steigenden Konzentrationen an Elastase, 30 pg/ml nach bereits 24 Stunden einen
signifikanten Anstieg der Caspase-3/7-Aktivitat und somit auch des Zelltodes zu verzeichnen
war (Abbildung 5-1a). Jedoch fiihrten hohere Konzentrationen zu einer Abnahme der
Caspase-3/7-Aktivitat. Dies war vermutlich auf eine zu hohe Elastase-Konzentration zurlick

zu fUhren, so dass die starkste Induktion der Caspase-3/7 bereits vor dem Messzeitpunkt lag

53



Ergebnisse

und nur noch Uberwiegend spat-apoptotische Zellreste (,apoptotic bodies”) vorlagen.
Geringere Konzentrationen an Elastase (10 pg/ml) induzierten nach 48 Stunden einen

deutlichen Caspase-3/7-Anstieg (Abbildung 5-1b).

a b

Relative
Caspase-3/7-Aktivierung
4
Relative
Caspase-3/7-Aktivierung

0O 10 20 30 40 50 STS 6 1 2 3 1 2 3 1 Tage

pg/ml Elastase, 24h .10 Mg 30 ug ~ STs
Elastase/ml

Abbildung 5-1: Elastase induziert eine Caspase-3/7-Aktivierung in primiren humanen Aorten-Endothelzellen (HA0ECs).

(a) HAOECs wurden 24 h mit den angegebenen Konzentrationen an Elastase oder mit Staurosporin (STS; 1 uM) behandelt
und auf ihre Caspase-3/7-Aktivitdt untersucht. (b) Die Caspase-3/7-Aktivierung wurde in den primdren Zellen nach
Elastase-Behandlung flr die genannten Zeiten oder mit den genannten Konzentrationen bestimmt. Staurosporin (STS; 1
uM) diente als Positivkontrolle. Fiir die Darstellung wurden die behandelten Zellen auf die jeweils unbehandelten
normalisiert. Die Graphen repradsentieren eine Zusammenfassung von drei unabhdngigen Experimenten jeweils in
Dreifach-Werten (Mittelwert £ SEM; **: p<0.01; ***: p<0.001; 1-way-ANOVA).

Fiir die weiteren Analysen wurde die immortalisierte humane Endothelzellenlinie EA.hy 926
verwendet. Da diese widerstandsfahiger als die primaren Zellen sind und hohere
Konzentrationen sowie Dauer der Behandlung bendtigen, wurden diese Parameter
angepasst und die Caspase-3/7-Aktivitatsmessungen wiederholt (Abbildung 5-2). Abbildung
5-2b und c zeigen einen deutlichen Anstieg der Caspase-3/7-Aktivitat 48 und 72 Stunden
nach der Behandlung mit 50 ug/ml Elastase, wohingegen 20 ug/ml weitestgehend sublethal
Uber die drei Tage blieb. Somit induzierten Elastase-Konzentrationen von =30 pg/ml die
Apoptose von Endothelzellen. Dieses Resultat wurde mit zwei weiteren unabhangigen
Methoden bestatigt. Die eine Methode basierte auf der Untersuchung apoptotischer DNA-
Doppelstrangbriiche mittels eines TUNEL-Kits, welche im konfokalen Lasermikroskop
analysiert wurden (siehe 4.1.10, Abbildung 5-3a). In der prozentualen Auswertung mehrerer
Experimente konnte nach 48 Stunden in den Elastase-behandelten Endothelzellen (30 pg/ml
und 40 pg/ml) im Vergleich zu den naiven Zellen ein deutlicher Anstieg der
Doppelstrangbriiche beobachtet werden (Abbildung 5-3b). Dies spricht fiir einen
apoptotischen Signalweg und gegen einen nekrotischen. Eine weitere Methode zur Analyse

des Elastase-induzierten Zelltodes erfolgte in Anlehnung an Riccardi et al. **° mittels des
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sogenannten SubG1l Assay am FACS (siehe 4.1.8 und Abbildung 5-4a). Die Detektion der
toten Zellen erfolgte nach Elastase-Behandlung mit Hilfe eines Proidiumiodid (PI)-
Farbstoffes, welcher in die DNA interkaliert. Durch diese Pl Farbstoff Markierung kann die
untersuchte Zellsuspension in die Zellzyklusstadien Go/G;, G»/M und S sowie die
apoptotischen Sub-G; Stadien eingeteilt werden. Abbildung 5-4b zeigt, dass eine Inkubation

mit 50 pg/ml Elastase einen zeitabhangigen Anstieg der Pl-positiven Zellen und somit
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apoptotischen Zelltod hervorrief.

Abbildung 5-2: Elastase induziert eine Caspase-3/7-Aktivierung in immortalisierten humanen Endothelzellen. EA.hy
926-Zellen wurden mit den angegebenen Konzentrationen an Elastase flr 24 h (a) 48 h (b) und 72 h (c) behandelt und auf
ihre Caspase-3/7-Aktivitdt untersucht. Staurosporin (STS; 1 uM, 24 h) diente als Positivkontrolle. Fir die Darstellung
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wurden die behandelten Zellen auf die jeweils unbehandelten normalisiert. Die Graphen reprédsentieren eine
Zusammenfassung von drei unabhdngigen Experimenten jeweils in Dreifach-Werten (Mittelwert + SEM; *: p<0.05; **:
p<0.01 ***: p<0.001; 1-way-ANOVA).

Kontrolle 30 pg/ml Elastase Positivkontrolle

1004

TUNEL-positive Zellen (%)

0 20 30 40 Eto

pg/ml Elastase, 48h

Abbildung 5-3: Elastase induziert Doppelstrangbriiche in EA.hy 926-Zellen. (a) EA.hy 926-Zellen wurden 48 h mit den
angegebenen Konzentrationen an Elastase oder Etoposid (Eto, 1 uM, 24 h, Positivkontrolle) behandelt. AnschlieRend
wurden die DNA-Doppelstrangbriiche mit dem ApopTag® Peroxidase In Situ Apoptosis Detection Kit sichtbar gemacht und
die Zellen unter einem konfokalen Lasermikroskop analysiert. Die Gesamtzellzahl wurde bestimmt und die positiv-
markierten Zellen ins Verhdltnis gesetzt. Markierte Bereiche der Zellen wurden jeweils rechts daneben vergroRert
dargestellt (Skalierung in Ubersicht = 50 um, Skalierung in Detailansicht = 10 um). Die Abbildung représentiert jeweils
einen von funf unabhéngigen Versuchen, welche in (b) zusammengefasst sind. (Mittelwert + SEM; *: p<0.05; **: p<0.01
**%. p<0.001; 1-way-ANOVA).
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Abbildung 5-4: EA.hy 926-Zellen weisen nach Elastase-Behandlung eine erhéhte Zelltodrate auf. (a) Schematische
Darstellung eines SubG1 Histogramms (Quelle: Phoenix Flow Systems, CA, USA). (b) Fiir den SubG1 Assay wurden EA.hy
926-Zellen fiir unterschiedliche Zeiten mit Elastase (50 pg/ml) oder Staurosporin (STS, 1 uM, 16 h, Positivkontrolle)
behandelt, mit Propidiumiodid (Pl) gefarbt und am FACSCanto™ Il analysiert. Vor dem groRBen Peak befinden sich die PI-
positiven Zellen. Die Abbildung reprasentiert jeweils einen von vier unabhangigen Versuchen.

Somit legen drei unabhdngige experimentelle Ansdtze nahe, dass humane neutrophile
Elastase Endothelzell-Apoptose induziert. Die nachfolgenden Untersuchungen analysierten
die Spezifitdt des Prozesses, indem die Induktion von Autophagie, Nekrose und Nekroptose

geprift wurden.

5.1.2 Elastase induziert Autophagie in humanen Endothelzellen

Autophagie ist ein vorwiegend zellprotektiver Signalweg, welcher jedoch bei andauernder

Stimulation den Zelltod verursachen kann *®

. Ob der durch Elastase ausgeloste Zelltod eine
autophagische Komponente enthalt, wurde anschlieBend in Endothelzellen untersucht.
Wahrend der Doppelmembranbildung der Autophagosomen wird das Protein LC3 exprimiert

und im Laufe der VakuolenschlieBung von LC3-1 zu LC3-Il prozessiert °.

Folglich
dokumentiert die LC3-I zu LC3-1l Konversion die Induktion der Autophagie. Dieses Protein
wurde in EA.hy 926-Zellen nach 24-stlindiger Behandlung mit Elastase mittels eines LC3-1I-PE
gekoppelten Antikérpers im FACS detektiert (siehe 4.1.9, Abbildung 5-5a). Die quantitative
Auswertung mehrerer Experimente zeigte einen signifikanten Anstieg des LC3-ll-Proteins

nach der Behandlung mit 50 pg/ml Elastase (Abbildung 5-5b). Als Erganzung zur eben

beschriebenen Methode wurde ein Cyto-ID® Autophagy Detection Kit verwendet. Die
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Untersuchung autophagischer Aktivitat in lebenden Zellen erfolgte ebenfalls mittels FACS
(Abbildung 5-5c). Auch hier zeigte die prozentuale Auswertung einen starken Anstieg der
autophagischen Aktivitat 48 Stunden nach einer Behandlung mit 50 pg/ml Elastase
(Abbildung 5-5d). Diese Resultate zeigen, dass Elastase-exponierte Endothelzellen ebenfalls

Autophagie induzieren.
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Abbildung 5-5: Elastase induziert Autophagie in EA.hy 926-Zellen. (a) Die genannten Zellen wurden fiir 24 h mit Elastase
(20 oder 50 pg/ml) oder 7-Ketocholesterol (7-KC, 10 pg/ml, 16 h; Positivkontrolle) behandelt, mit einem LC3-II-PE
konjugiertem Antikérper angefarbt und anschlieRend im FACSCanto™ Il (Ex / Em = 488 / 575 nm) detektiert. Hierbei
reprasentiert die Abbildung eine von drei unabhéngigen Experimenten, welche in (b) zusammengefasst sind. (c) EA.hy 926-
Zellen wurden fir die oben genannten Zeiten mit 50 pg/ml Elastase behandelt. Eine Kombination aus Rapamycin (Rapa, 500
nM) und Chloroquin (Chloro, 10 uM) flr 24 h diente als Positivkontrolle. AnschlieRend wurden die Zellen mit einem Cyto-
ID® Fluoreszenzfarbstoff (Enzo, Autophagy Detection Kit) angefarbt und im FACSCanto™ Il (Ex / Em = 463 / 534 nm)
detektiert. Die Abbildung reprasentiert eins von vier unabhangigen Experimenten, welche in (d) zusammengefasst sind. Fir
die Quantifizierungen wurden die behandelten Zelllinien auf die jeweils unbehandelten normalisiert und die naiven als 100
% dargestellt. In den Experimenten wurden jeweils 10.000 Zellen gemessen (Mittelwert + SEM; *: p<0.05; **: p<0.01 ***:
p<0.001; 1-way-ANOVA).
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5.1.3 Nekrose und Nekroptose sind beim endothelialen Zelltod nicht
beteiligt

Bei der Nekrose kommt es zu einem unkontrollierten Freisetzen intrazelluldrer Bestandteile
durch Desintegration der Plasmamembran. Dies wirkt stark pro-inflammatorisch und stellt
einen zur Apoptose grundsatzlich unterschiedlichen Zelltod dar. Um diese Art des Zelltodes
zu untersuchen wurde die Zytotoxizitat der Elastase anhand der Aktivitat des Enzyms
Laktatdehydrogenase (LDH) im Zelliberstand bestimmt, ein zytoplasmatisches Protein,
welches nur bei Schadigung der Zellmembran in den Zelliberstand tibergehen kann. In EA.hy
926-Zellen wurde nach Behandlung mit Elastase die Zytotoxizitdit gemessen und auf die
Aktivitdt der gesamten, in den Zellen vorhandenen Laktatdehydrogenase bezogen (siehe
4.1.6, Abbildung 5-6). Dadurch ist die Laktatdeydrogenase-Aktivitit im Uberstand zum Anteil
der toten Zellen proportional. Auch nach dreitagiger Elastase-Behandlung war keine

Freisetzung des LDH-Proteins zu beobachten und somit auch keine Nekrose induziert.

Des Weiteren wurde die Nekroptose, definiert als RIP3-abhdngige regulierte Nekrose, mit
Hilfe des selektiven nicht-apoptotischen Inhibitors, Necrostatin-1 untersucht. Dieser
allosterische Inhibitor blockiert das fir die Nekroptose essentielle RIPK1 (receptor-
interacting protein kinase 1). Hierfir wurden die Endothelzellen mit Necrostatin-1
vorbehandelt, anschlieBend mit Elastase inkubiert und Caspase-3/7 bzw. SubG1 als read-out
benutzt. Sollte die Nekroptose im Elastase-induzierten, endothelialen Zelltod involviert sein,
wirde in den Necrostatin-1 behandelten Zellen eine reduzierte Caspase-3/7-Aktivitat bzw.
eine geringere Zelltodrate zu erwarten sein. Jedoch konnte in beiden unabhdngigen
experimentellen Ansdtzen weder eine verdnderte Caspase-3/7-Aktivitat (Abbildung 5-7a)
noch eine verminderte Zelltodrate beobachtet werden (Abbildung 5-7b). Der Inhibitor selbst
hatte keinen Einfluss auf die Zellen (Abbildung 5-8). Insgesamt kénnen fir den Elastase-

induzierten Zelltod somit Nekrose und Nekroptose ausgeschlossen werden.
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Abbildung 5-6: Elastase fiihrt nicht zur Freisetzung von Lactatdehydrogenase (LDH). EA.hy 926-Zellen wurden fir 24 h, 48
h und 72 h mit den oben genannten Konzentrationen an Elastase behandelt und das freigesetzte LDH wurde mit Hilfe des
CytoTox-ONE™ Reagenzes im Medium nachgewiesen. Die Graphen zeigen jeweils eine Zusammenfassung von drei
unabhdngigen Experimenten (Mittelwert + SEM; n.s.: p>0.05; 1-way-ANOVA).
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Abbildung 5-7: Necrostatin-1 verhindert nicht den Elastase-induzierten Zelltod. EA.hy 926-Zellen wurden fiir die
angegebenen Zeiten mit Elastase (50 pg/ml) mit oder ohne Necrostatin-1 (30 uM) und Staurosporin (STS, 1 uM, 24 h,
Positivkontrolle) behandelt und die Caspase-3/7-Aktivitat (a) als auch der Zelltod mittels SubG1 Assay im FACSCanto™ ||
wurde bestimmt (b). Fir die Darstellungen wurden die behandelten Zellen auf die jeweils unbehandelten normalisiert.
Die Graphen reprasentieren eine Zusammenfassung von drei unabhdngigen Experimenten (Mittelwert + SEM; n.s.:
p>0.05; *: p<0.05; ***: p<0.001; 1-way-ANOVA).
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Abbildung 5-8: Necrostatin-1 alleine hat keinen Einfluss auf die Endothelzellen. EA.hy 926-Zellen wurden fir die
angegebenen Zeiten mit Necrostatin-1 (Nec-1; 30 uM) oder Staurosporin (STS, 1 uM, 24 h, Positivkontrolle) behandelt
und der Zelltod mittels SubG1 Assay im FACSCanto™ Il bestimmt. Fiir die Darstellungen wurden die behandelten Zellen
auf die jeweils unbehandelten normalisiert und die naiven als 100 % dargestellt. Die Graphen reprasentieren eine
Zusammenfassung von drei unabhangigen Versuchen (Mittelwert £ SEM; n.s.: p>0.05; ***: p<0.001; 1-way-ANOVA).

5.1.4 Elastase aktiviert den Stress-Signalweg unfolded protein response
(UPR)

AnschlieBend wurde zur Charakterisierung des intrazelluldaren Signalweges des Elastase-
induzierten Zelltodes der endoplasmatische Retikulum (ER)-Stress Signalweg UPR (unfolded
protein resonse) untersucht, da dieser bekanntermallen eng mit Atherosklerose und der
Plaguestabilitat assoziiert ist 45414630 yion den drei UPR-Transmembranrezeptoren IRE1
(inositol-requiring enzyme 1), ATF6 (activating transcription factor 6) und PERK (protein
kinase RNA-like endoplasmic reticulum kinase) ist lediglich letzterer durch freies Cholesterin
induzierbar *” und endet in der Apoptose. Dies wiederum spielt in der Atherosklerose eine
wichtige Rolle und war Grund den Fokus dieser Arbeit auf diesen Rezeptor mit

nachgeschaltetem Signalweg zu legen (Abbildung 5-9).
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Abbildung 5-9: Schematische Darstellung des UPR (unfolded protein response) Signalweges. ER-Stress kann die ER-
Transmembran-Sensoren |IRE1, ATF6 und PERK aktivieren. Eine Storung der Ca2+—Homt'>ostase, oxidativer Stress,
Lipidiberladung oder ungefaltete Proteine sind auslosende Faktoren fir die Aktivierung des ER-Stress Signalweges UPR.
IRE1 fuhrt zum SpleiBen der XBP1-mRNA (spliced XBP1, sXPB1l) und zur Aktivierung von Chaperonen sowie von
Proteindegradierungsprozessen. ATF6 wird durch Prozessierung (pATF6) aktiviert und induziert ebenfalls Chaperone und
XBP1, was bei anhaltendem Stress zum Zelltod fiihren kann. PERK phosphoryliert elF2a (phospho-elF2a) und induziert den
Transkriptionsfaktor ATF4. Im Zellkern fiihrt der ER-Stress-Signalweg zur CHOP-Expression, gefolgt von der Apoptose.

Die Aktivierung von PERK stellt sich durch eine Phosphorylierung dar. Diese wurde anhand
der Proteinphoshorylierung im konfokalen Lasermikroskop (CLSM) untersucht. Hierfir
wurde zunachst die Spezifitat des verwendeten Antikoérpers untersucht, welcher gegen das
phosphorylierte Proteine gerichtet war. Dazu wurden EA.hy 926-Zellen mit Tunicamycin,
welches den UPR-Stress-Signalweg aktiviert, mit oder ohne Vorbehandlung mit alkalischer
Phosphatase und Lambda-Phosphatase inkubiert und anschlieBend im konfokalen
Lasermikroskop analysiert (siehe 4.1.11). Wie Abbildung 5-10 zeigt, fihrte die PERK-
Dephosphorylierung durch die Vorbehandlung mit den Phosphatasen zu einem Ausbleiben
der Erkennung durch den anti-phospho-PERK Antikorpers. Dies belegt die Spezifitdt des
Antikorpers gegen phosphoryliertes PERK.
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Abbildung 5-10: Spezifitdt des anti-phospho-PERK Antikorpers. EA.hy 926-Zellen wurden nach dem Fixieren in 4 % PFA
far 30 min mit 10 pug/ml Tunicamycin (Tunica) mit oder ohne Vorbehandlung mit alkalischer Phosphatase (AP, 60 min) und
Lambda Phosphatase (AP, 30 min) behandelt und mit einem primaren Antikérper gegen humanes pPERK (sekundarer
Antikorper Alexa Fluor® 488) gefarbt. Die Zellkerne wurden mit DRAQS angefarbt. AnschlieBend wurden die Zellen unter
einem konfokalen Lasermikroskop analysiert (Daten nicht gezeigt) und quantifiziert. Der Graph zeigt die
Zusammenfassung von zwei unabhingigen Experimenten mit insgesamt jeweils 45 Einzelwerten. Fir die Darstellungen
wurden die behandelten Zellen auf die jeweils unbehandelten (Ctr) normalisiert und die naiven als 100 % dargestellt
(Mittelwert £ SEM; ***: p<0.001; 1-way-ANOVA).

AnschlieBend wurde gepriift, ob Elastase die endotheliale PERK-Phosphorylierung induziert.
Hierflr wurden die Endothelzellen fir verschiedene Zeiten mit Elastase (20 und 50 pg/ml)
oder Tunicamycin als Positivkontrolle  behandelt, fixiert und mit einem
fluoreszenzmarkierten Antikorper gegen pPERK und einem Kernmarker-Farbstoff gefarbt.
AnschlieBend wurden die Zellen mit einem konfokalen Lasermikroskop analysiert (Abbildung
5-11a), wobei stets identische Einstellungen benutzt wurden, um die Vergleichbarkeit
unterschiedlicher Proben zu gewahrleisten. In unbehandelten Zellen war das griin gefarbte
pPERK schwach im gesamten Cytosol verteilt, wohingegen nach einer Behandlung mit
Elastase oder Tunicamycin die Intensitdat zunahm. Die Quantifizierung zeigte bereits einen
signifikanten Anstieg der PERK-Phosphorylierung nach 30-minttiger Behandlung mit Elastase
bzw. der Positivkontrolle (Abbildung 5-11b). Da aktives PERK nachfolgend den
Transkriptionsfaktor elF2a durch Phosphorylierung inaktiviert, wurde dieser Prozess durch
Western Blot Analysen untersucht. Die Behandlung der Endothelzellen mit Elastase (20
ug/ml) fur verschiedene Zeiten zeigte nach ca. 7 Stunden ein Anstieg des phosphorylierten
elF2a (Abbildung 5-12). Auch die mRNA-Expression von sXBP1 (spliced X-box binding protein
1) und des UPR-Chaperons GRP78 wurden untersucht, welche einer Aktivierung der PERK-
parallelen Signaltransduktoren IRE1 bzw. ATF6 nachgeschaltet sind. Hierflir wurden EA.hy
926-Zellen fiir verschiedene Zeiten mit Elastase behandelt und die mRNA-Expressionen
mittels quantitativer real-time RT-PCR (qRT-PCR) ermittelt (siehe 4.2.4, Abbildung 5-13a und

b). In den Endothelzellen nahm die sXBP1- und GRP78-mRNA zwar Uber die Zeit zu, war aber
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erst nach drei Tagen signifikant. Western Blot Analysen bestatigten einen Anstieg der

Expression auf Proteinebene (Abbildung 5-13c).
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Abbildung 5-11: Elastase induziert die Phosphorylierung und Aktivierung von PERK. (a) Naive EA.hy 926-Zellen wurden fiir
die oben angegebenen Zeiten und Konzentrationen an Elastase oder Tunicamycin (Tunica, 10 pg/ml, 30 min,
Positivkontrolle) behandelt, mit 4 % PFA fixiert und mit einem primaren Antikérper gegen humanes pPERK (grin,
sekundarer Antikorper Alexa Fluor® 488) gefarbt. Die Zellkerne wurden mit DRAQS gefarbt (in rot dargestellt). AnschlieBend
wurden die Zellen unter einem konfokalen Lasermikroskop analysiert (Skalierung = 200 um). Die Abbildung zeigt ein
reprasentatives Ergebnis von drei unabhangigen Versuchen, welche in (b) zusammengefasst sind. Die Intensitat des pPERK
Signals (griin) ist ein MaR der PERK-Aktivierung. Fur die Quantifizierungen wurden die behandelten Zellen auf die
unbehandelten normalisiert und die naiven als 100 % dargestellt (Mittelwert = SEM; ***: p<0.001; 1-way-ANOVA).
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Abbildung 5-12: Elastase induziert die Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors elF2a in Endothelzellen. EA.hy 926-
Zellen wurden fir die angegebenen Zeiten mit Elastase oder Tunicamycin (Tunica, 10 pug/ml, Positivkontrolle) behandelt.
Die Zelllysate wurden durch SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennt und die Proteine (je 70 pg) mittels
Western Blot die phospho-elF2a (pelF2a)- und elF2a-Expression untersucht. B-Actin dient als Ladekontrolle. Die
Abbildung zeigt ein reprasentatives Ergebnis von drei unabhangigen Versuchen.
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Abbildung 5-13: Elastase induziert die Expression von sXBP1 und GRP78 in EA.hy 926-Zellen. EA.hy 926-Zellen wurden
fir die angegebenen Zeiten mit Elastase (50 ug/ml) behandelt und anschlieBend mittels qRT-PCR auf spliced XBP1
(sXBP1)- (a) und GRP78-mRNA Expression (b) analysiert, wahrend GAPDH zur Normalisierung der Expression diente. Fiir
die Darstellungen wurden die unbehandelten Zellen (nicht gezeigt) als 100 % angenommen und die behandelten Zellen
auf diese normalisiert. Die Graphen zeigen eine Zusammenfassung von drei unabhdngigen Experimenten (Mittelwert +
SEM; **: p<0.01; 1-way-ANOVA). (c) Die oben genannten Zellen wurden zusatzlich mittels Western Blot auf die sXBP1-
und GRP78-Expression untersucht. B-Actin dient als Ladekontrolle. Tunicamycin (Tunica, 1 ug/ml, 1 h und 24 h) diente als
Positivkontrolle. Die Abbildung zeigt ein reprasentatives Ergebnis aus drei unabhangigen Versuchen.
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Lang-anhaltende Aktivierung des UPR induziert die Expression des pro-apoptotischen
Proteins CHOP. Da CHOP normalerweise eine kurze Halbwertzeit besitzt, zeigt eine Zunahme
der Expression ein Andauern des Stresses bzw. den Ubergang in eine pro-apoptotische

Situation an *’

. Daher wurde im Folgenden analysiert, ob Elastase die CHOP-Expression
beeinflusst. Hierflir wurden EA.hy 926-Zellen fiir verschiedene Zeiten mit Elastase oder mit
Tunicamycin (Positivkontrolle) behandelt. Die qRT-PCR-Analyse zeigte einen zeitabhangigen
Anstieg der CHOP-mRNA nach Elastase-Behandlung in EA.hy 926-Zellen (Abbildung 5-14a
und b). Konform mit diesen Ergebnissen konnte auch eine Zunahme des pro-apoptotischen
CHOP nach Behandlung mit Elastase in Western Blot Analysen bestéatigt werden (siehe 4.3.4
und Abbildung 5-14c). Zur weiteren Untersuchung der CHOP-Expression, aber auch der
Kolokalisation mit eintretender Apoptose, wurde eine Immunfluoreszenzdoppelfarbung
herangezogen. Hierflir wurden die Endothelzellen fiir verschiedene Zeiten mit Elastase oder
Tunicamycin und Staurosporin (Positivkontrolle) behandelt, fixiert und mit einem
fluoreszenzmarkierten Antikorper gegen CHOP und einem gegen cCaspase-3, sowie einem
Kernmarker-Farbstoff gefarbt. AnschlieRend wurden die Zellen mit einem konfokalen
Lasermikroskop analysiert (siehe 4.1.11, Abbildung 5-15a). In unbehandelten Zellen war das
griin gefarbte CHOP und die orange gefarbte cCaspase-3 schwach im gesamten Cytosol
verteilt, wohingegen nach einer Behandlung mit Elastase oder der Positivkontrolle die
Intensitaten deutlich zunahmen. Die dazugehoérigen Quantifizierungen zeigten einen

signifikanten Anstieg der CHOP-Intensitat nach 24 Stunden und der cCaspase-3 nach zwei

Tagen (Abbildung 5-15b und c).
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Abbildung 5-14: Elastase induziert pro-apoptotisches CHOP in Endothelzellen. EA.hy 926-Zellen wurden fiir die
angegebenen Zeiten mit 20 pug/ml Elastase (a) und 50 ug/ml Elastase (b) behandelt und mittels gRT-PCR auf die CHOP-
mRNA Expression untersucht. GAPDH diente hierbei zur Normalisierung der Expression. Fiir die Darstellungen wurden die
unbehandelten Zellen (Kontrolle, nicht gezeigt) als 100 % angenommen und die behandelten Zellen auf diese
normalisiert. Die Graphen zeigen eine Zusammenfassung von je drei unabhangigen Experimenten (Mittelwert + SEM; *:
p<0.05; **: p<0.01; ***: p<0.001; 1-way-ANOVA). (c) Die oben genannten Zellen wurden zusétzlich mittels Western Blot
auf die CHOP-Expression untersucht. a-Tubulin diente als Ladekontrolle. Tunicamycin (Tunica, 10 pug/ml, 8 h) diente als
Positivkontrolle. Die Abbildung zeigt ein reprasentatives Ergebnis von zwei unabhangigen Versuchen.
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Abbildung 5-15: Erhohte CHOP- und cCaspase-3-Intensitit in EA.hy 926-Zellen nach Elastase-Behandlung.
Immunfluoreszenzdoppelfarbung von humanem CHOP (griin, sekundarer Antikdrper Cy3) und cCaspase-3 (orange, Alexa
Fluor® 488 konjugiert) in naiven EA.hy 926-Zellen. Diese wurden zuvor fir die angegebenen Zeiten mit Elastase (20 pug/ml)
behandelt und eine Inkubation mit Tunicamycin (Tunica, 10 ug/ml) und Staurosporin (STS, 5 uM) fir 8h diente als
Positivkontrolle. Die Zellkerne wurden mit DRAQ5 gefarbt (in blau dargestellt). AnschlieBend wurden die Zellen unter
einem konfokalen Lasermikroskop analysiert (Skalierung = 100 um). Die Abbildung zeigt ein reprasentatives Ergebnis von
drei unabhdngigen Experimenten, welche in (b) und (c) zusammengefasst sind. Fiir die Quantifizierungen wurden die
behandelten Zellen auf die unbehandelten normalisiert und die naiven als 100 % dargestellt (Mittelwert + SEM; *: p<0.05;
**: p<0.01; ***: p<0.001; 1-way-ANOVA).
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5.1.5 Der Knockdown von CHOP verhindert den Elastase-induzierten
Zelltod

Nachfolgend wurde geprift, ob das CHOP Protein essentiell fiir die Elastase-induziert
Endothelzell-Apoptose ist. Zundchst wurde die Effizienz des Knockdowns von CHOP
untersucht. Hierfir wurde CHOP in EA.hy 926-Zellen durch RNA-Interferenz herunter
reguliert oder die Zellen mit einer unspezifischen Kontroll-siRNA behandelt und
anschlieBend die mRNA-Expression untersucht (siehe 4.1.4 und 4.2.4). Abbildung 5-16a
(Kontrolle) zeigt eine etwa 75 %-ige Herabregulation in Zellen mit CHOP-siRNA im Vergleich
zu Kontroll-siRNA behandelten Zellen unter basalen Bedingungen. Anzumerken ist jedoch,
dass ungestresste Zellen eine ohnehin sehr marginale CHOP-mRNA Expression aufweisen.
Wurden Endothelzellen nach der RNA-Interferenz zusatzlich mit Elastase oder Tunicamycin
(Positivkontrolle) behandelt, zeigten die Kontrollen erwartungsgemall eine Zunahme der
CHOP-mRNA Expression, wohingegen dies in den CHOP-siRNA behandelten Zellen um =90 %
gesenkt wurde (Abbildung 5-16a). Der effiziente Knockdown von CHOP zeigte sich ebenfalls
in einem parallel durchgefiihrten Western Blot (Abbildung 5-16b). Hier war nach
Tunicamycin-Behandlung in den CHOP-defizienten Zellen, im Gegensatz zu den Zellen mit

der Kontroll-siRNA, keine CHOP-Induktion zu verzeichnen.
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Abbildung 5-16: Herunterregulation von CHOP durch siRNA verringert dessen Induktion / Expression nach Elastase-
Behandlung. (a) EA.hy 926-Zellen wurden 24 h nach der Transfektion mit CHOP / unspezifischer Kontroll-siRNA (Ctrl
siRNA) flr zwei Tage mit 50 pg/ml Elastase oder Tunicamycin (5 pug/ml, 7 h, Positivkontrolle) behandelt und anschlieRend
mittels gRT-PCR auf ihre CHOP-mRNA Expression untersucht. GAPDH und B-Actin dienten hierbei zur Normalisierung der
Expression. Fir die Darstellungen wurden die unbehandelten Zellen (Kontrolle) als 100 % angenommen und die
behandelten Zellen auf diese normalisiert. Die Graphen zeigen eine Zusammenfassung von je zwei unabhadngigen
Versuchen (Mittelwert £ SEM; ***: p<0.001; 1-way-ANOVA). (b) Die eben genannten Zellen wurden nach der Transfektion
mit siRNA und Behandlung mit Elastase zusatzlich mittels Western Blot (150 pg Protein) mit Antikérpern gegen CHOP, a-
Tubulin und B-Actin (interne Kontrollen) auf ihre CHOP-Expression untersucht. Tunicamycin (Tunica, 5 ug/ml, 24 h) diente
als Positivkontrolle. Die Abbildung zeigt ein reprasentatives Ergebnis.

Anschliefend wurde untersucht, ob der CHOP-Knockdown den Elastase-induzierten Zelltod
verhindern kann. Hierfliir wurde CHOP in EA.hy 926-Zellen durch RNA-Interferenz herunter
reguliert oder die Zellen mit einer unspezifischen Kontroll-siRNA behandelt. Anschliefend
folgte eine Elastase-Behandlung und der Zelltod wurde nach 48 Stunden mittels Caspase-
3/7-Aktivitat, sowie SubG1l Assay im FACS analysiert (siehe 4.1.6 und 4.1.8). Die CHOP-
Defizienz verhinderte die Elastase-induzierte Apoptose in den Endothelzellen. Dies zeigte
sich durch eine signifikante Unterdriickung in der Caspase-3/7-Aktivitat und geringeren
Zelltodrate in Zellen mit CHOP-siRNA im Vergleich zu Zellen mit unspezifischer Kontroll-

siRNA (Abbildung 5-17a und b). Des Weiteren wurde der intrazelluldre ATP-Gehalt nach dem

70



Ergebnisse

RNAi-vermittelten Knockdown und nach gleichzeitiger Behandlung mit Elastase bestimmt
(siehe 4.1.6). Auch hier zeigte sich, dass die CHOP-Herunterregulation den ATP-Gehalt nicht

veranderte und den Elastase-induzierten Zelltod nicht verstarkte (Abbildung 5-18).
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Abbildung 5-17: Eine CHOP-Defizienz in EA.hy 926-Zellen verhindert Elastase-induzierten Zelltod. 24 h nach Transfektion
mit CHOP bzw. unspezifischer Kontroll-siRNA (Ctrl siRNA) wurden die genannten Zellen mit Elastase (50 pg/ml, 48 h)
behandelt und sowohl die Caspase-3/7-Aktivitat (a) als auch der Zelltod mittels SubG1 Assay (b) bestimmt. Fir die
Darstellung wurden die behandelten Zellen auf die jeweils unbehandelten (Ctrl) normalisiert. Die Graphen reprasentieren
eine Zusammenfassung von jeweils drei unabhdngigen Experimenten (Mittelwert + SEM; *: p<0.05; ***: p<0.001; 1-way-

ANOVA).
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Abbildung 5-18: Die CHOP-Defizienz andert nicht den ATP-Gehalt von EA.hy 926-Zellen. EA.hy 926-Zellen wurden mit
CHOP bzw. unspezifischer Kontroll-siRNA (Ctrl-siRNA) transfiziert. 24 h nach Transfektion wurden die Zellen fir mit
Elastase (20 und 50 pg/ml, 48 h) oder Staurosporin (STS, 1 uM, 24 h, Positivkontrolle) behandelt. Nach insgesamt drei
Tagen wurden die Zellen auf ihren ATP-Gehalt untersucht, welcher als Mal fiir die Zellviabilitat diente. Fiir die Darstellung
wurde der ATP-Gehalt der unbehandelten Kontrolle (Ctrl) als 100 % gesetzt und die behandelten Zellen auf diese
normalisiert. Der Graph zeigt eine Zusammenfassung von drei unabhingigen Experimenten (Mittelwert £ SEM; n.s.:
p>0,05; **: p<0.01; 1-way-ANOVA).
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5.1.6 PAR-1 ist nicht an dem Elastase-induzierten Zelltod beteiligt

Friihere Arbeiten implizierten, dass der Rezeptor PAR-1 (Protease-aktivierter Rezeptor-1) am

118,119

Elastase-induzierten Endothelzelltod beteiligt sein kdnnte . Dieser gehort zu einer

Gruppe von 4 Transmembran-Rezeptoren (PAR-1 bis -4), die eine Rolle unter anderem bei

100,102

inflammatorischen Prozessen und bei der Atherosklerose spielen . In Bezug auf

kardiovaskulare Fragestellungen schien PAR-1 ein vielversprechender Kandidat zu sein: der

99,120,121

Rezeptor wird auf Endothelzellen exprimiert , induziert in Endothelzellen Apoptose

122 100,101

und besitzt zudem eine Schnittstelle fiir Elastase Die Notwendigkeit der
enzymatischen Elastase Funktion und potentiellen Interaktion mit einem Rezeptor wie PAR-1
wird zudem dadurch unterstitzt, dass nur enzymatisch-aktive Elastase, aber nicht hitze-

inaktivierte Elastase die Endothelzell-Apoptose induziert (Abbildung 5-19).

121 *k%k

10+

*kk

Relative
Caspase-3/7-Aktivierung
(2]

Ctrl Ctrl 85°C 95°C 100°C STS
50 pg/ml Elastase, 48h

Abbildung 5-19: Die enzymatische Aktivitdt / katalytische Wirksamkeit der Elastase ist essentiell fiir die Endothelzell-
Apoptose. Naive EA.hy 926-Zellen wurden fiir 48 h mit hitzebehandelter oder -unbehandelter Elastase (50 ug/ml) oder
Staurosporin (STS, 1 uM, Positivkontrolle) inkubiert und anschlieRend auf ihre Caspase-3/7-Aktivierung hin untersucht.
Der Graph zeigt ein reprdsentatives Ergebnis von zwei unabhdngigen Versuchen. Fir die Quantifizierungen wurden die
behandelten Zellen auf die unbehandelte Kontrolle (Ctrl) normalisiert (Mittelwert + SEM; ***: p<0.001; 1-way-ANOVA).

Um eine Beteiligung des PAR-1 in der Elastase-induzierten Apoptose zu untersuchen, wurde
dieser durch RNA-Interferenz in Endothelzellen herunter reguliert und sowohl die
Aktivierung des UPR, als auch der Zelltod nach der Elastase-Behandlung analysiert. Zuvor
wurde jedoch die Effizienz des Knockdowns bestimmt. Hierfir wurde PAR-1 in
Endothelzellen durch RNA-Interferenz herunter reguliert oder die Zellen mit einer
unspezifischen Kontroll-siRNA behandelt. Anschliefend erfolgte die Untersuchung der
mRNA-Expression  mittels gRT-PCR  bzw. die PAR-1-Expression mit einem

fluoreszenzmarkierten Antikorper im FACS (siehe 4.1.4, 4.1.7). Sowohl auf mRNA- (95 %), als
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auch auf Proteinebene (60 %) konnte ein effizienter Knockdown erreicht werden (Abbildung

5-20a und b).
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Abbildung 5-20: Uberpriifung der PAR-1-Defizienz in EA.hy 926-Zellen. (a) EA.hy 926 Zellen wurden 24 h nach der
Transfektion mit PAR-1 bzw. unspezifischer Kontroll-siRNA (Ctrl siRNA) mittels gRT-PCR auf ihren PAR-1-mRNA Expression
untersucht. PolR lla und PB-Actin dienten hierbei zur Normalisierung der Expression. Der Graph zeigt eine
Zusammenfassung von zwei unabhangigen Experimenten. (b) EA.hy 926-Zellen wurden wie in (a) behandelt und mittels
PE-gekoppelten anti-PAR-1 Antikorper im FACS auf PAR-1-Expression untersucht. Der Graph zeigt eine Zusammenfassung
von vier unabhéangigen Versuchen. Fir die Darstellungen wurden die unbehandelten Zellen (Ctrl) als 100 % angenommen
und die behandelten Zellen auf diese normalisiert. (Mittelwert £ SEM; *: p<0.05; **: p<0.01; 1-way-ANOVA).

Die PAR-1-Defizienz verursachte jedoch keine Anderung in der Elastase-induzierten
Aktivierung des UPR in Endothelzellen. Dies zeigte sich dadurch, dass zwischen Elastase-
behandelten Zellen mit siRNA gegen PAR-1 oder unspezifischer Kontroll-siRNA kein
signifikanter Unterschied in der Expression der UPR-Marker sXBP1, GRP78 oder CHOP zu
beobachten war (Abbildung 5-21a, b und c). Des Weiteren konnte der PAR-1-Knockdown in
Elastase-behandelten Zellen weder die Caspase-3/7-Aktivitat (Abbildung 5-22a), noch den
Anteil an toten Zellen (Abbildung 5-22b), im Vergleich zu den Zellen mit Kontroll-siRNA,
reduzieren. Zusatzlich wurde der intrazellulare ATP-Gehalt nach dem RNAi-vermittelten
Knockdown und nach gleichzeitiger Behandlung mit Elastase bestimmt (siehe 4.1.6). Auch
hier zeigte sich, dass die PAR-1-Defizienz den ATP-Gehalt nicht verdanderte und den Elastase-

induzierten Zelltod nicht reduziert (Abbildung 5-23).

73



Ergebnisse

b
400- n.s. 200- n.s.
°o 52
g5 30, 85 1501
- S E
X < 200- DEf w1004
£c = =
5 S @9
m e 1004 Qo 504
< = r
n (Ol
0- 0-
Ctrl Ctrl PAR-1 Ctrl Ctrl PAR-1
) SiRNA siRNA , . siRNA siRNA .
50 pg/mi 50 pg/mi
Elastase, 48h Elastase, 48h
C
70001 —_
Q ;0\ 60004
35 5000-
< S 40001
x ¥
€ _ 30004
a o
O > 2000-
I X
O = 10004
0-

Ctrl Ctrl PAR-1
_ SIRNA  siRNA |

50 pg/mi
Elastase, 48h

Abbildung 5-21: Die PAR-1-Defizienz verhindert nach einer Elastase-Behandlung nicht die gesteigerte Expression von
CHOP in Endothelzellen. EA.hy 926-Zellen wurden 24 h nach der Transfektion mit PAR-1 bzw. unspezifischer Kontroll-
SiRNA (Ctrl siRNA) fir 48 h mit 50 pg/ml Elastase behandelt und anschlieBend mittels qRT-PCR auf (spliced) sXBP1- (a),
GRP78- (b) und CHOP-mRNA Expression (c) untersucht. PolR lla und B-Actin dienten hierbei zur Normalisierung der
Expression. Fur die Darstellungen wurden die unbehandelten Zellen (Ctrl) als 100 % angenommen und die behandelten
Zellen auf diese normalisiert. Der Graph zeigt eine Zusammenfassung von vier unabhangigen Experimenten (Mittelwert +
SEM; n.s.: p>0.05; 1-way-ANOVA).
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Abbildung 5-22: PAR-1-Defizienz verhindert weder die Elastase-induzierte Caspase-3/7-Aktivierung noch den Zelltod
von EA.hy 926-Zellen. 24 h nach der Transfektion mit PAR-1 bzw. unspezifischer Kontroll-siRNA (Ctrl siRNA) wurden EA.hy
926-Zellen mit Elastase (50 pug/ml, 48 h) behandelt und sowohl die Caspase-3/7-Aktivitat (a) als auch der Zelltod mittels
SubG1 Assay (b) bestimmt. Staurosporin (STS, 1uM, 24 h) diente als Positivkontrolle. Flur die Darstellung wurden die
behandelten Zellen auf die jeweils unbehandelten (Ctrl) normalisiert. Die Graphen reprasentieren eine Zusammenfassung
von jeweils vier bzw. fiinf unabhangigen Experimenten (Mittelwert + SEM; n.s.: p>0.05; *: p<0.05; ***: p<0.001; 1-way-
ANOVA).
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Abbildung 5-23: Die PAR-1-Defizienz kann den Zelltod von EA.hy 926-Zellen nicht vermindern. EA.hy 926-Zellen wurden
mit PAR-1 bzw. unspezifischer Kontroll-siRNA (Ctrl-siRNA) transfiziert. 24 h nach Transfektion wurden die Zellen fur mit
Elastase (20 und 50 pg/ml, 48 h) oder Staurosporin (STS, 1 uM, 24 h, Positivkontrolle) behandelt. Nach insgesamt drei
Tagen wurden die Zellen auf ihren ATP-Gehalt untersucht, welcher als MaR fiir die Zellviabilitdt diente. Firr die Darstellung
wurde der ATP-Gehalt der unbehandelten Kontrolle (Ctrl) als 100 % gesetzt und die behandelten Zellen auf diese
normalisiert. Der Graph zeigt eine Zusammenfassung von vier unabhangigen Experimenten (Mittelwert £+ SEM; n.s.:
p>0,05; 1-way-ANOVA).
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5.1.7 PAR-2 ist nicht an dem Elastase-induzierten Zelltod beteiligt

Auch fiir PAR-2 gab es Hinweise auf eine Beteiligung in der Elastase-induzierten Apoptose.

99,102,120

Dieser wird ebenfalls, wie PAR-1, auf Endothelzellen exprimiert und kann durch

123124125 "5 wurde daher untersucht, ob eine PAR-2 Blockierung in

Elastase aktiviert werden
Endothelzellen den Elastase-induzierten Zelltod vermindert. Hierfir wurde PAR-2 mit Hilfe
eines blockierenden Antikdrpers 105,106,107 4 EA.hy 926-Zellen blockiert (siehe 4.1.5) und nach
zweitdgiger Behandlung mit Elastase die Caspase-3/7 (Abbildung 5-24a) als auch der Zelltod
mittels SubG1 Assay (Abbildung 5-24b) analysiert. Hierbei zeigte die PAR-2 Blockierung keine

Beeinflussung des Zelltodes.
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Abbildung 5-24: PAR-2-Defizienz verhindert nach der Elastase-Behandlung weder eine Caspase-3/7-Aktivierung noch
den Zelltod von EA.hy 926-Zellen. Die genannten Zellen wurden 45 min vor der Elastase-Behandlung (50 pg/ml, 48 h) mit
einem PAR-2 blockierendem Antikdrper (100 pg/ml) behandelt und die Caspase-3/7-Aktivitat (a) sowie Zelltod mittels
SubG1 Assay (b) untersucht. Staurosporin (STS, 1uM, 24 h) diente als Positivkontrolle. Fir die Darstellung wurden die
behandelten Zellen auf die jeweils unbehandelten (Ctrl) normalisiert. Die Graphen reprdsentieren eine Zusammenfassung
von jeweils drei bzw. zwei unabhangigen Experimenten (Mittelwert £ SEM; n.s.: p>0.05; *: p<0.05; ***: p<0.001; 1-way-
ANOVA).
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5.1.8 Charakterisierung der Rolle der Elastase in glatten
GefaBmuskelzellen und Makrophagen

Elastase, welche unter anderem von Makrophagen sekretiert wird 2331 kann nicht nur in

28,29,33

Endothelzellen , sondern auch in glatten Muskelzellen (SMCs) ** Apoptose ausldsen.

Die Plagueruptur ist nach gegenwartigen Einschatzungen mafgeblich durch das Absterben

126 Hierbei ist die Wirkung der ER-Stress-induzierten

von SMCs und Makrophagen verursacht
Apoptose von Makrophagen in der fortgeschrittenen Lasion bereits einschlagig belegt 2. Im
Folgenden wurde die Wirkung der Elastase sowohl auf glatte Muskelzellen, als auch auf
Makrophagen untersucht. Da es sich um primadre Zellen handelte, wurden hierzu leicht
erniedrigte Elastase-Konzentrationen genutzt, ahnlich der Ergebnisse mit HAOECs (siehe
5.1.1). Hierzu wurden primdare humane glatte Muskelzellen aus der koronaren Arterie
(HCASMCs) fur verschiedene Zeiten mit Elastase behandelt und zundchst die mRNA-
Expression von sXBP1, GRP78 und CHOP untersucht (siehe 4.2.4, Abbildung 5-25: Elastase
induziert den UPR in primaren glatten Muskelzellen.a-c). Elastase induziert in HCASMCs nach
48 Stunden einen signifikanten Anstieg der mRNA-Expression und aktiviert dadurch den UPR.
Entgegen des Prozesses in Endothelzellen reagierten HCASMCs nicht mit einer Induktion der
Apoptose. So konnte nach einer dreitagigen Behandlung mit Elastase weder eine Caspase-
3/7-Aktivitat noch eine erhohte Zelltodrate in den glatten Muskelzellen verzeichnet werden
(Abbildung 5-26: Elastase induziert weder Caspase-3/7-Aktivitat noch Zelltod von HCASMCs,
jedoch Autophagie.a und b), wohingegen die Autophagie bei 10 pug/ml Elastase nach 72
Stunden und bei 30 pg/ml bereits nach 48 Stunden signifikant zunahm (Abbildung 5-26c).

Auch Makrophagen, die aus dem Peritoneum von C57BL/6J WT-Ma&usen isoliert wurden,

zeigten nach der Elastase-Behandlung keine Caspase-3/7-Aktivitat (Abbildung 5-27).
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Abbildung 5-25: Elastase induziert den UPR in primdren glatten Muskelzellen. Primdre humane glatte Muskelzellen aus
der koronaren Arterie (HCASMC) wurden fir die angegebenen Zeiten mit Elastase (30 pg/ml) behandelt und anschlieRend
mittels qRT-PCR auf sXBP1- (a), GRP78- (b) und CHOP-mRNA Expression (c) analysiert; B-Actin diente der Normalisierung.
Fur die Darstellungen wurden die unbehandelten Zellen (nicht gezeigt) als 100 % angenommen und die behandelten
Zellen auf diese normalisiert. Die Graphen zeigen eine Zusammenfassung von je drei unabhangigen Experimenten
(Mittelwert + SEM; *: p<0.05; **: p<0.01; ***: p<0.001; 1-way-ANOVA).
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Abbildung 5-26: Elastase induziert weder Caspase-3/7-Aktivitit noch Zelltod von HCASMCs, jedoch Autophagie.
HCASMCs wurden fir die genannten Zeiten oder mit den genannten Konzentrationen an Elastase behandelt und auf
Caspase-3/7-Aktivierung (a), Zelltod (mittels SubG1 Assay, (b)) und Induktion der Autophagie (mittels Cyto-ID® Autophagy
Detection Kit von Enzo, (c)) bestimmt. Staurosporin (STS; 1 pM) bzw. Rapamycin / Chloroquin (500 nM Rapa + 10 uM
Chloro) dienten als Positivkontrollen. Fiir die Darstellungen wurden die behandelten Zellen auf die jeweils unbehandelten
normalisiert. Die Graphen reprdsentieren eine Zusammenfassung von drei unabhangigen Experimenten (Mittelwert +
SEM; *: p<0.05; **: p<0.01; ***: p<0.001; 1-way-ANOVA).
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Abbildung 5-27: Elastase induziert keine Caspase-3/7-Aktivierung in murinen Peritoneal-Makrophagen. Peritoneal-
Makrophagen wurden aus C57BI6/J-M&usen (Wildtyp) isoliert und fiir die genannten Zeiten oder mit den genannten
Konzentrationen an Elastase behandelt und auf Caspase-3/7-Aktivierung untersucht. Staurosporin (STS; 1 uM) diente als
Positivkontrolle. Fir die Darstellung wurden die behandelten Zellen auf die jeweils unbehandelten normalisiert. Der
Graph reprasentiert eine Zusammenfassung von drei unabhangigen Experimenten (Mittelwert + SEM; **: p<0.01; 1-way-
ANOVA).

5.2 Ex vivo Charakterisierung der Rolle der Elastase in humanen
Gewebeproben

Erhohte Elastase-Konzentrationen konnten bereits in Karotisplagues gemessen werden 2%,

I. 127128 gelungen, in einem in vitro-Modell der GefaBwand die

Auch war es Dorweiler et a
subendotheliale Infiltration von Makrophagen mit Freisetzung von Elastase zu simulieren
und einen Elastase-induzierten Endothelzelltod nachweisen. Der zugrunde liegende
Mechanismus, der an der Elastase-induzierten Apoptose bzw. potentiell an der
Plaqueruptur/-erosin beteiligt ist, blieb jedoch unbekannt und sollte in dieser Arbeit
charakterisiert werden. Daher wurde der in vitro in Endothelzellen involvierte Signalweg UPR
sowie die Apoptose in humanen Karotisgewebeproben atherosklerotischer Lasionen

analysiert und auch die Anwesenheit der Elastase und der Elastase-sekretierenden

Makrophagen untersucht.
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5.2.1 Histopathologie von humanen Karotisplaques

Die Analysen erfolgten an 10 ausgewahlten Karotisplaques, von denen die klinischen Daten
jedes einzelnen Patienten dokumentiert wurden (Tabelle 5.1). Diese Plaques wurden gemaf
histologischer Kriterien als ,, Ruptur-gefahrdet” klassifiziert. Hierzu wurden diese zum einen
nach der AHA-Klassifikation **3 eingeteilt (siehe 1.1) und zum anderen wurden Kriterien der
Oxford Plaque-Studie verwendet, welche zur Klassifizierung von Karotisplaques gelten.
Analog dieser Kriterien gilt ein Plaque als Ruptur-gefahrdet, wenn die reprasentative
Kappendicke eines Plaques einen Grenzwert von 500 pm und die minimale Kappendicke
einen Wert von 200 pm nicht Uiberschreitet 12 sowie die GroRe des nekrotischen Kerns tber

130 Um die verschiedenen Gewebestrukturen

25 % der Gesamt-Plaquefliche liegt
unterscheiden zu kénnen, wurde hierfiir jede zehnte Gewebeprobe eines Patienten sowohl
mit Hamatoxylin und Eosin (HE-Farbung), als auch mit Masson-Goldner angefarbt und
Ubersichtsbilder angefertigt (Abbildung 5-28a). Hamatoxylin firbte saure (basophilen)
Strukturen blau (Zellkerne, DNA, Ribosomen, raues ER), wohingegen Eosin basische
(acidophilen) Strukturen rot anfarbte (Zellplasmaproteine, Mitochondrien, glattes ER,

131 Bei der Masson-Goldner Farbung wurden vier Farbstoffe verwendet

Kollagen, Keratin)
(siehe 4.5.2). Hierbei konnten kollagenes Bindegewebe (griin), Zellkerne (braunschwarz),
Cytoplasma (rot), Erythrozyten (orangerot) und Muskulatur (blalrot) unterschieden werden
132 An jeweils fiinf gefirbten Schnitten, die eine maximale Lumenreduktion aufwiesen,
erfolgte die Messung der PlaquegrofRe, des nekrotischen Kerns und der Kappendicke (siehe
4.5.1 und 4.5.2). Wie Abbildung 5-28b, c und d zeigen, erfiillten alle 10 untersuchten
Karotisplaques die erforderlichen Kriterien fiir Ruptur-gefahrdete Plaques. Patient Nummer
5 Uberschritt zwar die minimale Kappendicke, erfiillte jedoch die anderen beiden Kriterien
deutlich. Bei Anwendung der AHA-Klassifikation nach Stary et al. *** wurden drei Karotis-

Proben in die Gruppe IV (Atherom mit nekrotischem Kern) und sieben in die Gruppe VI

(Lasion mit Oberflachendefekt) eingeteilt (siehe 1.1).
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Tabelle 5.1: Patientencharakteristika (n = 10)

" -/, ,,.. V.wa- P ".q;;.- n f * fg% r R 3 ~-; ~ mae -.. e o '.n:|

Hamatoxylin & Eosin Masson-Goldner
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Représentative
Kappendicke (pum)

Minimale

Kappendicke (um)

Nekrotischer Kern
(% von totaler Plaqueflache)
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Abbildung 5-28: Quantitative Auswertung der morphologischen Untersuchungen von humanen Karotisplaques. Jeder
zehnte Paraffinschnitt der 10 humanen Karotis-Gewebeproben wurden HE und Masson-Goldner gefarbt. Jeweils 5
Farbungen pro Patient wurden fiir die Quantifizierung herangezogen, Ubersichtsbilder angefertigt (a) und anschlieBend
die reprasentative Kappendicke (b), die minimale Kappendicke (c) und die GréRe des nekrotischen Kerns (d) analysiert.
Die rote Linie beschreibt fur jeden Parameter den Grenzwert fiir Ruptur-gefahrdete Plaques (Mittelwert + SEM).
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5.2.2 Lokalisation von Elastase und Makrophagen in humanen
Karotisplaques

Die Elastase wird als eigenstandiger Mediator der Lasionsprogression angesehen 28

und
konnte bereits in erhhten Konzentrationen in Karotisplaques gemessen werden **>**. Daher
wurden in den 10 Ruptur-gefdhrdeten Plaques die Anwesenheit der Elastase sowie der
Elastase-sekretierenden  Makrophagen analysiert. Hierfir wurden jeweils 3-4
Gewebeschnitte eines Patienten mit Antikorpern gegen Elastase oder CD68 (Makrophagen)
angefarbt und von jeder Farbung flinf reprasentative Aufnahmen der Schulterregion
angefertigt. Die semiquantitative Auswertung der positiven Braunfarbung zeigte, dass im
Vergleich zu den Kontrollen (Oberschenkelarterie, CFA; Karotisarterie, CCA; interne
Karotisarterie angrenzend an den Plaque, ICA) sowohl die Makrophagen (Abbildung 5-29a)
als auch die Elastase (Abbildung 5-29b) in Ruptur-gefahrdeten Plaques signifikant erhoht

waren.
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Abbildung 5-29: Semiquantitative Analysen von CD68- (Makrophagen) und Elastase-Marker in humanen
Karotisplaques. Gezeigt ist ein reprasentatives Bild (VergroBerung = 200x, Skalierung = 20 um) mit positiver Braunfarbung
der Marker CD68 (Makrophagen, (a)) und Elastase (b) sowie die Ergebnisse der Quantifikation aller zehn Gewebeproben
(Plaque, rechts). Als Kontrollen diente eine Oberschenkelarterie (CFA, common femoral artery), Karotisarterie (CCA,
common carotid artery) und interne Karotisarterien angrenzend an den Plaque (ICA, internal carotid artery). In der
Quantifizierung sind die positiv-gezdhlten Zellen pro mm? abgebildet (Mittelwert + SEM; ***: p<0.001 fir Plaque versus
alle Kontrollen; 1-way-ANOVA).
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5.2.3 Aktivierung von Zelltod-Markern in humanen Karotisplaques

Zur Uberpriifung erhéhter Zelltodraten in den humanen Ruptur-gefahrdeten Karotisplques
wurden 3-4 Gewebeschnitte eines Patienten entweder mit einem Antikdrper gegen
cCaspase-3 angefarbt oder die toten Zellen mit Hilfe eines TUNEL-Kits sichtbargemacht.
AnschlieBend wurden von jeder Farbung finf reprasentative Aufnahmen der Schulterregion
angefertigt und die braungefarbten Zellen pro mm? quantifiziert. Abbildung 5-30a und b
zeigen, dass sowohl die cCaspase-3, als auch die TUNEL-positiven Zellen in den

Karotisplaques signifikant erhoht sind, im Vergleich zu den Kontrollen.
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Abbildung 5-30: Semiquantitative Analysen von Zelltod-Markern in humanen Karotisplaques. Gezeigt ist ein
reprasentatives Bild (VergroRerung = 200x, Skalierung = 20 um) mit positiver Braunfarbung der Marker cleaved Caspase-3
(a) und TUNEL (b), sowie die Ergebnisse der Quantifikation aller zehn Gewebeproben (Plaque, rechts). Als Kontrollen
diente eine Oberschenkelarterie (CFA, common femoral artery), Karotisarterie (CCA, common carotid artery) und interne
Karotisarterien angrenzend an den Plaque (ICA, internal carotid artery). In der Quantifizierung sind die positiv-gezdhlten
Zellen pro mm? abgebildet (Mittelwert + SEM; ***: p<0.001 fir Plaque versus alle Kontrollen; 1-way-ANOVA).
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5.2.4 Aktivierung von UPR-Markern in humanen Karotisplaques

AnschlieBend wurde zur Charakterisierung des intrazelluldaren Signalweges des Elastase-
induzierten Zelltodes der ER-Stress Signalweg UPR untersucht, da dieser bekanntermalien

45,41,46,30 .
A52E Dazu wurden die

eng mit Atherosklerose und der Plaquestabilitdt assoziiert ist
Ruptur-gefahrdeten Plaques mit Antikérpern gegen KDEL (GRP78 / GRP94), ATF3 und CHOP
angefarbt, reprasentative Aufnahmen der Schulterregion angefertigt und die braungefarbten
Zellen pro mm? semiquantitativ ausgewertet. Fir einen zusatzlichen Beleg der CHOP-

134 Die

Expression wurde CHAC-1, ein nachgeschalteter Transkriptionsfaktor, analysiert
flachige Farbung von CHAC-1 wurde prozentual pro Flache berechnet. Die Abbildung 5-31a-d
zeigen eine erhohte Expression, evident als gesteigerte Anfarbung der genannten Antigene,
in Plagues relativ zu den Kontrollen. Zusatzlich bestéatigte eine Western Blot Analyse die

erhohte CHOP-Expression in den Karotisplaques (Abbildung 5-32a und b).
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Abbildung 5-31: Semiquantitative Analysen von UPR-Markern in humanen Karotisplaques. Gezeigt ist ein
reprasentatives Bild (VergroBerung = 200x, Skalierung = 20 um) mit positiver Braunfarbung der UPR-Marker KDEL (a),
ATF3 (b), CHAC-1 (c) und CHOP (d), sowie die Ergebnisse der Quanitfikation aller zehn Gewebeproben (Plaque, rechts).
Eine besondere Farbeeigenschaft kommt CHAC-1 zuteil, die sowohl Zellular (Pfeil) als auch im nekrotischen Kern (Stern)
vorkommt. Als Kontrollen diente eine Oberschenkelarterie (CFA, common femoral artery), Karotisarterie (CCA, common
carotid artery) und interne Karotisarterien angrenzend an den Plaque (ICA, internal carotid artery). In der Quantifizierung
sind die positiv-gezidhlten Zellen pro mm? abgebildet. Fir CHAC-1 wurde die positiv-gefarbte Fliche pro totale Bildfliche
dargestellt (Mittelwert £ SEM; ***: p<0.001 fiir Plaque versus alle Kontrollen; 1-way-ANOVA).
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Abbildung 5-32: Erhohte CHOP-Expression in humanen Karotisplaques. Aus zwei Karotisplagues (Plague A und Plaque B)
und einer Karotisarterie (Kontrolle, Ctrl) wurden Proteinlysate gewonnen (siehe 4.3.1), durch SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese aufgetrennt und mittels Western Blot auf die CHOP-Expression untersucht. GAPDH diente als
Ladekontrolle (a). Die Banden wurden mittels QuantityOne quantifiziert und die Intensitdten auf die Ladekontrolle
(GAPDH) und auf die Kontrolle normalisiert, welche als 100 % angenommen wurden (b). Gezeigt ist ein reprasentatives
Ergebnis in Doppelwerten (Mittelwert + SEM; *: p<0.05; 1-way-ANOVA).

Zusatzlich wurde in Endothelzellen der Karotisplaques Marker fir die Elastase (Abbildung
5-33a), der UPR-Aktivierung (KDEL; Abbildung 5-33b), sowie der Apoptose (cCaspase-3;
Abbildung 5-33c) nachgewiesen. Abbildung 5-34 zeigt die Ubersichtsbilder der einzelnen

immunhistologischen Farbungen und Abbildung 5-35 die Kontrollfarbungen.
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Abbildung 5-33: In Endothelzellen sind ebenfalls Elastase-, UPR- und Apoptose-Marker exprimiert. Marker fur Elastase
(a), UPR-Aktivierung (KDEL; b) und Apoptose (cCaspase-3; c¢) wurde mittels immunhistochemischer Farbungen in
Endothelzellen von humanen Karotisplaques nachgewiesen. Die Pfeile zeigen an jeweils einem (von 5) reprdsentativen
Paraffinschnitt die positiven Farbungen (braun) an (VergroBerung = 400x).
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Abbildung 5-34: Ubersichtsbilder der einzelnen immunhistologischen Fiarbungen. Totale Querschnittsbilder eines
reprasentativen Plaques welche immunhistochemisch mit Markern fiir Elastase, Makrophagen (CD68), UPR (KDEL, ATF3,
CHOP, CHAC-1) und Apoptose (cCaspase-3, TUNEL) gefarbt wurden (VergroRerung = 25x, Skalierung = 500 pum).
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Abbildung 5-35: Immunhistologische Kontrollfdrbungen von Kontrollgewebe, sowie negative / positive Kontrollen.

Farbungen von reprisentativen Schnitten von Kontrollgewebe und negative / positive Kontrollen fir jeden in den
semiquantitativen Analysen verwendeten Antikorper. Als Kontrollen diente eine Oberschenkelarterie (CFA, common
femoral artery), Karotisarterie (CCA, common carotid artery) und interne Karotisarterien angrenzend an den Plaque (ICA,
internal carotid artery). Ebenfalls sind die Negativkontrollen (neg.Kontrolle; Kontroll-IgG anstelle des Primarantikorpers)
und Positivkontrollen (pos. Kontrolle) gezeigt. Tonsille wurde fir TUNEL, cCaspase-3, CD68 und Pankreas fiir die UPR-
Marker und Elastase verwendet (VergroRerung = 200x).
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5.2.5 Kolokalisationsanalysen an humanen Karotisplaques

In Einzelfarbungen konnte zuvor gezeigt werden, dass sowohl die Elastase, Makrophagen,

Apoptose und der UPR (Abbildung 5-29 - Abbildung 5-31) in humanen Karotisplaques

signifikant erhoht sind. Um diese Befunde zu bekraftigen, wurden Kolokalisationsanalysen

angefertigt. Zunachst sollte die UPR-Aktivierung in apoptotischen Zellen untersucht werden.

Hierbei konnte bei Farbung angrenzender Gewebeschnitte mit einem CHOP Antikdrper und

einem TUNEL-Kit ein Gberwiegend identisches Farbemuster verzeichnet werden (Abbildung

5-36a), welches durch die semiquantitative Analyse bestéatigt wurde (Abbildung 5-36b). Auch

eine doppelimmunhistochemische Farbung mit KDEL (GRP78 / GRP94) und cCaspase-3

bestatigte die Kolokalisation von UPR-Markern mit apoptotischen Zellen (Abbildung 5-37a).
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Abbildung 5-36: Kolokalisation von CHOP und TUNEL in angrenzenden Paraffinschnitten von humanen Karotisplaques.
(a) Gezeigt ist jeweils ein reprasentatives Bild angrenzender Paraffinschnitte (VergroBerung = 200x, Skalierung = 20 pum)
mit positiver Braunfarbung der Marker CHOP und TUNEL. In (b) ist die semiquantitative Auswertung mit finf weiteren
Schnitten dargestellt (Mittelwert £ SEM; n.s.: p>0.05; 1-way-ANOVA).
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Es konnte auBerdem mit Hilfe der Doppelimmunhistochemie gezeigt werden, dass es in
glatten Muskelzellen (SMC) lediglich zu einer schwachen (Abbildung 5-37b, links), jedoch in
den Makrophagen (CD68) zu einer starken UPR-Aktivierung kommt (Abbildung 5-37b,

rechts).

Auch die Kolokalisation der Elastase mit Elastase-sekretierenden Makrophagen wurde in den
Karotisplaques analysiert. Dabei zeigte sich eine deutliche Uberlappung der beiden Marker
(Abbildung 5-38a). Des Weiteren konnte eine Kolokalisation der Elastase mit dem UPR-
Marker KDEL (GRP78 / GRP94) (Abbildung 5-38b) und der Apoptose (cCaspase-3) verzeichnet
werden (Abbildung 5-38c). Diese Resultate untermauern die zuvor aufgestellte Hypothese,
dass Elastase in humanen Karotisplaques die UPR-vermittelte Apoptose induziert, obgleich

die Kausalitat offen bleibt.

Abbildung 5-37: UPR-Marker KDEL (GRP78 / GRP94) kolokalisiert mit Apoptose-Marker cCaspase-3 und Makrophagen
(CD68) in humanen Karotisplaques. (a) Um die Kolokalisation von Apoptose und UPR-Aktivierung in denselben
Paraffinschnitten zu evaluieren wurden doppelimmunhistochemische Farbungen angefertigt. Der Apoptose-Marker
cCaspase-3 ist in braun und der UPR-Marker KDEL (GRP78 / GRP94) in rot dargestellt. Die Pfeile zeigen die
Doppelfdrbungen in zwei repradsentativen Schnitten an (links 200x VergréRerung, rechts 400x VergroRerung). (b)
Kolokalisationsanalyse zweier reprasentativer Paraffinschnitte mittels Doppelimmunhistochemie von UPR-Aktivierung
(KDEL, braun) mit glatten Muskelzellen (a-Actin, rot) auf der linken Seite und von UPR-Aktivierung (KDEL, braun) mit
Makrophagen (CD68, rot) auf der rechten Seite (VergroRerung = 100x).
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Abbildung 5-38: Elastase kolokalisiert mit Makrophagen (CD68), KDEL (GRP78 / GRP94) und Apoptose-Markern. (a) Um
die mogliche Sekretionsquelle der Elastase zu eruieren wurden doppelimmunhistochemische Farbungen mit Elastase-
(rot) und Makrophagen-Marker (braun) durchgefiihrt. Des Weiteren wurde die Kolokalisation von Elastase (rot) mit der
UPR-Aktivierung (KDEL, braun) (b) und die von Elastase (rot) mit Apoptose (cCaspase-3, braun) (c) untersucht. Die Pfeile
zeigen die Doppelfarbungen in jeweils zwei reprdsentativen Schnitten an (links 200x VergréRerung, rechts 400x
VergroRerung).
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6 Diskussion

6.1 In vitro Charakterisierung der Rolle der Elastase in humanen
Endothelzellen

Die neutrophile Elastase spielt eine entscheidende Rolle im Prozess der atherosklerotischen
Lasionsprogression, jedoch waren die zugrunde liegenden zellularen Signalwege und die Art
der Zellschadigung ebenso unbestimmt wie die primar reaktiven Zelltypen der GefaBwand.
In dieser Arbeit wurde erstmalig gezeigt, dass neutrophile Elastase in Endothelzellen die
Autophagie und insbesondere den PERK-CHOP Arm des zelluldaren Stress-Signalwegs UPR
aktiviert. Dies induziert nachfolgend die Expression des pro-apoptotischen Proteins CHOP,
welches wiederum die endotheliale Apoptose bewirkt. Dieser in vitro Befund aus Zellkultur-
Arbeiten korrelierte ex vivo mit Proben humaner Karotis-Plaques. Zudem legen die erlangten
Befunde nahe, dass sich Endothelzellen in ihrer Reaktion auf Elastase von glatten

Muskelzellen oder auch Makrophagen unterscheiden (Abbildung 6-1).

6.1.1 Elastase induziert Apoptose in humanen Endothelzellen

23

Elastase, eine von Makrophagen und Granulozyten sekretiert Serinprotease “°, wird als

eigenstandiger Mediator der atherosklerotischen Lasionsprogression angesehen 8 Die
Elastase besitzt aufgrund ihrer pro-apoptotischen Wirkung auf GefdaBwandzellen und
proteolytischen Eigenschaft  der  extrazelluldren Matrix ~ gegenlber hohes

Pathogenitatspotential fiir die der Atherothrombose zugrunde liegenden Plaqueruptur bzw.

28,29

—erosion . So konnte bereits in atherosklerotischen Plaques neutrophile Elastase in

23,31

erhohten Konzentrationen vorgefunden werden Als auslésende Faktoren der

Plagueruptur bzw. —erosion werden erhohte Zelltodraten u.a von Endothelzellen

28,30

angesehen Dass die Apoptose von Endothelzellen erheblich zur Instabilitdit von

atherosklerotischen Plaques beitragt, konnte in Untersuchungen an Kaninchen demonstriert

werden, in denen eine Endothelzellapoptose zu luminalen Thrombusbildungen fiihrte 31

29,33

Obgleich in mehreren Studien adressiert , wurde die durch Elastase induzierte Art des
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Zellstresses bzw. Zelltodes molekularbiologisch nur unzureichend analysiert bzw. ergab
divergente Ergebnisse. Jedoch ermoglicht nur ein Verstandnis der zellularen und
molekularbiologischen Prozesse die Moglichkeit, diesen Prozess ggf. therapeutisch zu

beeinflussen.

In dieser Arbeit wurde die Elastase-induzierte Apoptose anhand von drei unabhdngigen
Experimenten aufgedeckt. So konnte anhand der zeit- und dosisabhingigen Caspase-3/7-
Aktivitat in primdren Endothelzellen (HAOEC) die Apoptose nachgewiesen und in der
immortalisierten Endothel-Zelllinie EA.hy 926 wiederholt werden. Zusatzlich wurde die
konfokale Lasermikroskopie (CLSM) verwendet, welche die Elastase-induzierten
Doppelstrangbriiche aufzeigte. Abschliefend konnte mit Hilfe des SubG1 Assays am FACS die
DNA-Fragmentierung in den EA.hy 926-Zellen untersucht werden. Dies begriindete die

Schlussfolgerung, dass Elastase in Endothelzellen einen apoptotischen Zelltod induziert.

Um die Selektivitat dieses Prozesses zu Uberprifen, wurde dies von anderen Formen des
Zelluntergangs differenziert. Der Verlust der Membran-Integritdat ist typisch fir eine
nekrotische Form des Zelltods "® und fihrt zur unkontrollierten Freisetzung intrazellularer
Komponenten wie z.B. der Laktatdehydrogenase (LDH). Die LDH-Aktivitit in Uberstinden
Elastase-behandelter Endothelzellen war jedoch nicht von Kontrollen zu unterscheiden, so
dass eine Induktion der Nekrose ausgeschlossen werden kann. Auch die Nekroptose, ein
Caspase-unabhangiger programmierter nekrotischer Zelltod 77 konnte nahezu
ausgeschlossen werden, da der Nekroptose-Inhibitor Necrostatin-1 den Elastase-induzierten
Endothelzelltod (Caspase-3/7-Aktivierung, SubG1) nicht verhinderte. So ware bei einer
Beteiligung der Nekroptose nach Inkubation mit dem pharmakologischen Inhibitor im SubG1
Assay ein reduzierter Zelltod nach Elastase-Behandlung zu erwarten, konnte hier jedoch
nicht bestatigt werden. Da die Nekroptose eng mit dem extrinsischen Apoptose-Signalweg
verbunden ist, konnen Zellen bei einer Blockierung der Nekroptose auf die Caspase-
abhangige Apoptose ausweichen (siehe 1.3.2). Dieses wurde mit dem Caspase-3/7-Assay
Uberprift, wobei eine Erh6hung der Caspase-3/7-Aktivitat nicht beobachtet werden konnte.
Diese beiden read-outs geben somit keinen Anhalt flir Beteiligung der Nekroptose in

Endothelzellen nach einer Elastase-Behandlung.
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6.1.2 Die Signalkaskade des Elastase-induzierten UPR

Nachdem gezeigt wurde, dass Elastase in EA.hy 926-Zellen Apoptose induziert, stellte sich
die Frage nach dem intrazelluldren Signalweg. Hierflir war es notwendig die pro-
apoptotische Wirkung der Elastase genauer zu betrachten. Es gibt zahlreiche Hinweise, in
denen der ER-Stress Signalweg UPR (unfolded protein resonse) mit atherosklerotischer
Lisionsprogression sowie der Plaquestabilitit in Verbindung gebracht wird **3%*?. So konnte
bereits in Tierversuchen der ER-Stress induzierte Zelltod mit einer atherosklerotischen

46,30

Progression nachgewiesen werden , sowie eine Beteiligung in humanen kardiovaskularen

14 Es fehlten jedoch Studien, welche die

Erkrankungen wie dem akuten Koronarsyndrom
kausale Beziehung zwischen Elastase und UPR bzw. UPR und Elastase-induzierter
Endothelzell-Apoptose auf das zerebrovaskuldre Syndrom beschreiben.

Der ER-Stress Signalweg UPR bestimmt das Zellliberleben in diversen Stress-Situationen und
ist relevant bei inflammatorischen Prozessen und z.B. kardiovaskularen Erkrankungen ***3°.
Damit stellt er einen wichtiges therapeutisches Target dar und wird in Kapitel 6.3 diskutiert.
Von den drei Transmembranrezeptoren des UPR kann lediglich PERK (protein kinase RNA-like
endoplasmic reticulum kinase) durch freies Cholesterin aktiviert werden % Dies spielt flr die
Atherosklerose eine wichtige Rolle und legte den Fokus dieser Arbeit auf PERK mit seinem
nachgeschaltetem Signalweg. PERK induziert die Expression des pro-apoptotischen CHOP,

das wiederum aktiviert die Caspase-3/7 und endet in der Apoptose (siehe 1.2) %3741 g

o)
konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass Elastase nach bereits 30 Minuten die
endotheliale PERK- und nach 7 Stunden die elF2a-Phosphorylierung induziert. Auch wurden
das UPR-Chaperon GRP78 und der UPR-Faktor sXBP1 erhéht vorgefunden. Dem ER-Chaperon
GRP78 kommt eine anti-apoptotische und Homoostase-kontrollierende Rolle zu. Dieses
besitzt u.a die Aufgabe die beim ER-Stress akkumulierenden ungefalteten oder
missgefalteten Proteine neu zu falten oder diese fiir die Degradierung zuganglich zu machen.
Ebenso konnte fir den UPR-Faktor sXBP1l neben einer pro-apoptotischen, eine anti-
apoptotische Wirkung mit Induktion von GRP78, sowie Proteindegradierung nachgewiesen

werden 38

. So verwundert es nicht, dass beide Faktoren nach einer Elastase-Behandlung in
den Endothelzellen erh6ht werden, um dem induzierten Stress entgegenzuwirken. Trotz der
anti-apoptotischen Mechanismen der Endothelzellen konnte in dieser Arbeit gezeigt werden,

dass Elastase eine UPR-vermittle Apoptose induziert. Zum einen war eine erhohte CHOP-
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Expression, sowohl auf mRNA, als auch auf Proteinebene, zu beobachten. Auch konnte mit
Hilfe konfokaler Mikroskopie eine Kolokalisation von CHOP und cCaspase-3 in EA.hy 926-
Zellen nach Elastase-Behandlung gezeigt werden. Zum anderen schwacht eine Blockierung
der CHOP-Expression durch RNA-Interferenz die nachfolgende Caspase-3/7-Aktivierung ab
und reduzierte zudem den Zelltod. In vorherigen Studien konnte zwar in einem Mausmodell
nach Inaktivierung von CHOP eine reduzierte Apoptose in atherosklerotischen Lasionen mit

139 jedoch standen in jener Arbeit die

erhohter Plaquestabilitdt demonstriert werden
Makrophagen stark im Vordergrund und es wurden keine Aussagen bzgl. endothelialer
Prozesse gemacht. In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass Elastase die UPR-
Aktivierung, und hier insbesondere die CHOP-Expression induziert, wodurch es zu einem
erhohten Zelltod von Endothelzellen kommt. Da der endotheliale Zelltod in
atherosklerotischen Plaques zu einer Plagueruptur oder auch Plagueerosion, und schlief3lich
zu einem Mpyokardinfarkt bzw. Apoplex fiihren kann, sind diese Befunde von hohem
therapeutischem Nutzen zur Prdvention kardiovaskuldarer Erkrankungen. Sowohl die

Elastase, als auch die UPR-Faktoren werden im Kapitel 6.3 als therapeutische targets

diskutiert.

In weiteren Studien misste geklart werden, ob weitere Faktoren des UPR, wie ATF6 und
sXBP1 zu einer Erhéhung der CHOP-Expression fuhren (siehe 1.2) und an dem Elastase-
induzierten Zelltod beteiligt sind. Weiterhin miusste aufgedeckt werden, ob anti-
apoptotische Faktoren eine Rolle spielen. Denn die Apoptose kann neben der Aktivierung
pro-apoptotischer Signalwege auch im Umkehrschluss durch Inhibition anti-apoptotischer

Signalwege induziert werden 40,46

. Hierflr ware die Untersuchung einer Suppression von
relevanten anti-apoptotischen Signalwegen, wie der Bcl-2-Familie, der IAPs (Inhibitor of
Apoptosis Proteine) und des Transskriptionsfaktos STAT3, welcher die Expression von Bcl-2
und IAP steuert, notwendig. Diese Ergebnisse konnten darauf schliefen, ob Elastase eine
Mitochondrien-abhangige (intrinsische) oder -—unabhangige (extrinsische) Apoptose

vermittelt. Unterstlitzend waren Versuche, die Auskunft Uber das mitochondriale

Membranpotential und Cytochrom c Freisetzung geben.
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6.1.3 Elastase-induzierte Autophagie in Endothelzellen

Autophagie ist — dhnlich dem UPR - ein vorwiegend zellprotektiver Signalweg, welcher

116 ‘Nachdem in dieser

jedoch bei andauernder Stimulation den Zelltod verursachen kann
Arbeit zuvor Nekrose und Nekroptose als mogliche Zelltodarten ausgeschlossen werden
konnten, wurde die Autophagie mittels FACS-Analysen untersucht. Einer 24-stliindigen
Behandlung der EA.hy 926-Zellen mit Elastase konnte eine Steigerung der LC3-ll-Intensitat
beobachtet werden. Die Konversion von LC3-I zu LC3-1l nimmt bei der Autophagosomen-
Bildung eine wichtige Schllsselrolle ein. So konnten vorherige Studien beschreiben, dass
PERK-elF2a eine Beteiligung bei der Konversion von LC3-l zu LC3-Il innehat % und hier die
erhohte Induktion der LC3-ll-Intensitdt erkldren kénnte. Zusatzlich konnte mit Hilfe einer
weiteren FACS-Analyse, welche die Autophagie mit Hilfe eines Fluoreszenzfarbstoff
detektiert, eine Uber drei Tage zunehmende Intensitat nach der Elastase-Behandlung
detektieren. Diese Induktion geht mit der Caspase-3/7-Aktivierung und dem Zelltod
konform, aber auch mit den induzierten UPR-Faktoren. Hierfir kénnte der induzierte
ATF4/CHOP-Signalweg des UPR eine Erklarung sein, welcher essentiell fiir die Stress-

induzierte Autophagie ist 140,141,85,87

. Ein praziser Mechanismus, wie der UPR und die
Autophagie interagieren ist jedoch bisher unbekannt. Die in dieser Arbeit demonstrierte
Induktion der Autophagie legt eine Interaktion mit der Elastase-induzierten UPR-
vermittelten Apoptose nahe. So geht der zellprotektive Signalweg, die Autophagie 4%,
aufgrund des anhaltenden Stresses in einen pro-apoptotischen Signalweg (iber, welcher im

programmierten Zelltod endet 144

. In welcher Wechselbeziehung Apoptose und Autophagie
bzw. Autophagie und UPR jedoch wirklich stehen gilt in nachfolgenden Studien zu
untersuchen. So kénnte eruiert werden, ob eine Inhibition der Autophagie den Zelltod
mindert und die Elastase-induzierte UPR-Antwort beeinflusst. Daflir kénnte mit Hilfe des
Inhibitors 3-Methyladenin (3-MA) die Autophagie gehemmt und der Zelltod, sowie die

Expression von UPR-Faktoren untersucht werden. Zusatzlich sollte eine Inhibition der

Autophagie mit siRNA gegen ATGS5 (autophagy related gene 5) durchgefihrt werden.
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6.1.4 PAR-1 und PAR-2 sind nicht an dem Elastase-induzierten Zelltod
beteiligt

Nachdem demonstriert werden konnte, dass die katalytische Wirksamkeit der Elastase fir
die UPR-vermittelte Apoptose unerlasslich ist, stellte sich die Frage nach dem beteiligten
Rezeptor. In frilheren Studien fanden sich im Hinblick auf die Elastase-induzierte Apoptose

118,119

starke Hinweise fiir eine Beteiligung des PAR-1 Rezeptors . Dieser gehort zu einer

Gruppe von 4 Transmembran-Rezeptoren (PAR-1 bis -4), die eine Rolle bei

100,102 |

inflammatorischen Prozessen und bei der kardiovaskuldren Erkrankungen spielen n

Bezug auf kardiovaskuldre Fragestellungen scheint PAR-1 ein vielversprechender Kandidat zu

sein. So konnte gezeigt werden, dass der Rezeptor auf Endothelzellen exprimiert 99,120,121

122

wird, bei der Endothelzellapoptose mitwirkt und zudem Schnittstellen fiir Elastase

aufweist 100101

. PAR-1 besitzt in Bezug auf kardiovaskuldare Fragestellungen einen hohen
klinischen Stellenwert, da der spezifische pharmakologische PAR-1 Antagonist Vorapaxar
(ZONTIVITY®) in zwei Post-Hoc Studien (TRACER und TRA 2°P-TIMI 50) - zum
Koronarsyndrom und der Atherosklerose - reduzierte atherothrombotische Ereignisse

aufweisen konnte 4>14

. Jedoch konnte in der vorliegenden Arbeit eine Beteiligung des PAR-
1 an Elastase-induzierter UPR / Apoptose in Endothelzellen ausgeschlossen werden. So hatte
der PAR-1-Knockdown weder Einfluss auf die Elastase-vermittelte Induktion der UPR-
Faktoren sXBP1, GRP78 und CHOP, noch auf den Zelltod. Somit kann eine Beteiligung des
PAR-1 Rezeptors bei der Elastase-induzierten, UPR-vermittelten Apoptose vermutlich

ausgeschlossen werden. Auch schien der PAR-2 Rezeptor ein guter Kandidat fir eine

Beteiligung in der Elastase-induzierten Apoptose zu sein. Ebenso wie PAR-1 wird dieser auf

102,99,120 123,124,125
. Doch

Endothelzellen exprimiert und kann durch Elastase aktiviert werden
auch hier zeigte sich, dass die Inaktivierung des PAR-2 Rezeptors mit Hilfe eines
blockierenden Antikérpers %197 die Apoptose von Endothelzellen nicht verhindern
konnte. Um experimentelle Fehler auszuschlieBen, sollte der effektive Knockdown des PAR-2
nach Behandlung mit dem blockierenden Antikorper mittels Western Blot Analysen und /
oder FACS untersucht werden. Da diese Experimente an der immortalisierten Zellline EA.hy
926 durchgefiihrt wurden und eine verdnderte Expression der Rezeptoren auf primédren

HAOoECs nicht ausgeschlossen werden kann, empfiehlt es sich diese Experimente an den

primdren Zellen zu wiederholen, um mogliche Interpretationsfehler auszuschlieRen.
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Obgleich das benutzte Protokoll auf publizierten Daten basiert, liegt ein weiterer
Schwachpunkt im experimentellen Vorgehen darin, dass die erfolgreiche Blockade des PAR-2
nicht durch eine Positivkontrolle verifiziert wurde. Folglich basieren die Schlussfolgerungen
zur Beteiligung von PAR-1 und PAR-2 nur auf jeweils einem experimentellen Ansatz. Zudem
kann nicht ausgeschlossen werden, dass beide Rezeptoren gleichzeitig involviert sind und
kompensatorisch wirken, da jeweils nur einer der beiden inhibiert worden ist, auch wenn es

fir diese Option aktuell keinen begriindeten Anhalt gibt.

6.1.5 Elastase induziert UPR-vermittelte Apoptose spezifisch in
Endothelzellen

Fir kardiovkaskuldare Erkrankungen ist bereits die ER-Stress-induzierte Apoptose in
Makrophagen und glatten Muskelzellen der GefaBwand (SMCs) beschrieben. So zeigten
Studien in humanen Koronarplaques eine starke Expression der UPR-Faktoren CHOP und
GRP78 mit anschlieBender Apoptose in SMCs und Makrophagen . Auch in
atherosklerotischen Plaques von Apolipoprotein (Apo)E-defizienten Mausen konnten diese
Befunde bestatigt werden * Da der ER-Stress als ein Hauptfaktor in der Instabilitat und
Vulnerabilitdt von atherosklerotischen Plaques angesehen wird *° und auch in einem
Mausmodell demonstriert werden konnte *¥/, stellte sich die Frage nach der Rolle / Wirkung
der Elastase in SMCs und Makrophagen. Daher wurden die in Endothelzellen involvierten
Signalwege UPR, Autophagie und Apoptose in gleicher Weise in glatten Muskelzellen aus der
koronaren Arterie (HCASMCs) und Makrophagen (mPM) analysiert.

In primaren HCASMCs induzierte Elastase den UPR Signalweg. Hier zeigten die UPR-Faktoren
sXBP1 und CHOP ahnliche Intensitaten der mRNA-Expression wie bei den Endothelzellen.
Lediglich das Chaperon GRP78 verzeichnete ab dem zweiten Tag eine 7-fache Erhéhung der
Expression in Vergleich zu den EA.hy 926-Zellen. Wie bereits zuvor erwahnt nimmt GPR78
eine anti-apoptotische Funktion in der Zelle ein und kann vermutlich in den HCASMCs dem
Elastase-induzierten Stress starker entgegen wirken als in den Endothelzellen 142,143,144 " Auch
ist der zellprotektive Signalweg, die Autophagie, deutlich induziert und demonstriert
ebenfalls die anti-apoptotische Wirkung der Zellen gegen den Elastase-induzierten Stress.
Denn obwohl die CHOP-Expression in den HCASMCs vergleichbar zu der in den
Endothelzellen ist, konnte in dieser Arbeit weder in HCASMCs noch in Makrophagen ein
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Zelltod beobachtet werden. Dies ist zwar in Anbetracht der vorliegenden Studie von
Oltmanns et. al. ** Gberraschend, kénnte aber an den dort verwendeten humanen glatten
Muskelzellen aus den Atemwegen liegen. Diese Zellen verhalten sich moglicherweise anders
als SMCs aus der Koronararterie, welche hier in dieser Arbeit verwendet wurden. Auch liegt
die Vermutung nahe, dass zwar Stressoren, wie 7-Ketocholesterol und freies Cholesterin in
vaskularen GefaRzellen eine CHOP-vermittelte Apoptose zu induzieren vermdgen 148,149,30
jedoch Elastase in diesen Gefalizellen keine UPR-vermittelte Apoptose hervorrufen kann.
Zwar zeigte sich eine deutliche Induktion der mRNA, aber es bleibt unklar, wie stark dies auf
Proteinebene ausfillt. Zudem sind noch weitere Analysen nétig, um die genaue Rolle der
Elastase in HCASMCs und Makrophagen zu klaren. Hierbei kdnnte zunachst Uberprift
werden, ob die Zellen evtl. einen Caspase-unabhangigen Zelltod sterben und welcher
Zelltodtypus beteiligt ist. Caspase-unabhdngige Methoden, wie eine Annexin V / 7-AAD-
Farbung fiir FACS als auch TUNEL-Methode fiir konfokale Lasermikroskopie, bieten sich

13,150,151

hierfiir an. Da in fortgeschrittenen Plaques Makrophagen nekrotisch werden und ein

Absterben von SMCs zu einem zunehmenden nekrotischen Kern fihrt 152, ist eine
Untersuchung der Nekrose und Nekroptose sinnvoll. Des Weiteren musste in Makrophagen
auch die Expression der UPR-Faktoren nach Elastase-Behandlung ermittelt werden.
Zusatzlich sind weitere Experimente an SMCs und Makrophagen noétig, um die explizite Rolle
der Autophagie im Elastase-vermittelten Signalweg zu klaren. Zwar wurde in SMCs nach 7-
Ketocholesterol-Behandlung Autophagie beobachtet und ein Zelltodmechanismus diskutiert
13 5o wird jedoch die Rolle der Autophagie als Zelltod- bzw. Zellprotektivermechanismus bis
heute kontrovers angesehen und kann bisher nicht eindeutig geklart werden % Denn ob die
Autophagie oder andere Zelltodarten nach Elastase-Behandlung das Uberleben oder den Tod
der Zellen vermittelt, ist gerade im Hinblick auf atherosklerotische Plaques besonders
wichtig. Das Absterben der GefdaRwandzellen wiirde unweigerlich zu einer Destabilisierung

432345 wohingegen das Uberleben der Zellen die

der atherosklerotischen Plaques flihren
Stabilitat der Plaques sichern konnte. So ist beispielsweise bekannt, dass sowohl Apoptose,
aber auch ein Verlust der Autophagie in vaskularen SMCs die zur reduzierten

154,152,1 .
24152155 - Aper auch in

Kollagenproduktion fiihrt, die Plaquestabilitat negativ beeinflusst
Mausen mit einer Makrophagen-spezifischen ATG5-Deletion und somit einer Blockierung der
Autophagie, konnten in den Plaques eine erh6hte Apoptose, oxidativer Stress und Nekrose

nachgewiesen werden **°. Eine Induktion der Autophagie hingegen durch mTOR-Inhibitoren

101



Diskussion

wie z.B. Tacrolimus oder Everolimus, fihren mittels autophagischen Zelltod zu einer
Reduktion von Makrophagen und folglich zu einer Stabilisierung der Plaques, wobei SMCs

157,158,159

unbetroffen bleiben . Denn es wird generell angenommen, dass Makrophagen bei

der Destabilisierung und Ruptur von atherosklerotischen Plaques eine Rolle spielen,

10 Der Eingriff in die Autophagie muss

wohingegen SMCs zur Plaquestabilitdt beitragen
jedoch auch kritisch betrachtet werden. So fihrt die Induktion der Autophagie in
Makrophagen ebenfalls zu einer verstarkten Sekretion von pro-inflammatorischen Zytokinen
wie IL-6, Rantes oder TNFa. Dieser Cocktail an Zytokinen hat wiederum das Potential in SMCs
Zelltod zu induzieren und erhdhen die inflammatorische Infiltration von Leukozyten in die

Plaques 158,

6.2 Charakterisierung des Einflusses der Elastase auf die
atherosklerotische Lasionsprogression

Erstmalig konnte der im Rahmen dieser Arbeit aufgedeckte UPR-vermittelte Signalweg der
Elastase an humanem Plaguematerial der Arteria carotis interna gezeigt werden. Zahlreichen
Hinweisen zufolge wird der ER-Stress Signalweg UPR mit atherosklerotischer

46,30,42

Lasionsprogression als auch der Plaquestabilitdt in Verbindung gebracht . Bereits in

Tierversuchen konnte der ER-Stress-induzierte Zelltod mit einer atherosklerotischen

%30 Jedoch findet sich lediglich eine Studie, die eine

Progression assoziiert werden
Beteiligung des ER-Stress in humanen kardiovaskuldaren Erkrankungen wie dem akuten
Koronarsyndrom beschreibt 5. Somit fehlten bisher Studien, welche die kausale Beziehung
zwischen UPR und Elastase-induzierte Apoptose auf das zerebrovaskuldre Syndrom
untersuchen. Dies und die biomedizinische Relevanz fiir den Menschen wird im Folgenden
diskutiert.

Akute ischamische Ereignisse sind in etwa zu 70% der Félle auf Plaguerupturen
zurlickzufiihren, daher lag der Fokus dieser Arbeit auf humanen Ruptur-gefahrdeten
Karotisplaques. Daher wurden die im Rahmen gefdRchirurgischer Karotisendarterektomie

der Halsschlagader entnommenen Gewebeproben anhand von HE- und Masson-Goldner-

Farbungen histopathologisch untersucht und mit Hilfe der Kriterien der Oxford Plaque-Studie
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selektiert, welche zur Klassifizierung von Karotisplaques gelten. Analog dieser Kriterien gilt
ein Plaque als Ruptur-gefahrdet, wenn die reprasentative Kappendicke eines Plaques einen
Grenzwert von 500 um und die minimale Kappendicke einen Wert von 200 pm nicht

Uberschreitet 112, sowie die GroRe des nekrotischen Kerns liber 25 % der Gesamt-

Plaquefliche liegt **°

. Von 40 Patienten entnommene Gewebeproben erfiillten 10 diese
Kriterien und bei Anwendung der AHA-Klassifikation nach Stary et al. 113 konnten drei
Karotis-Proben in die Gruppe IV (Atherom mit nekrotischem Kern; asymptomatisch) und
sieben in die Gruppe VI (Lasion mit Oberflachendefekt; symptomatisch) eingeteilt werden.

Die 10 Ruptur-gefdhrdeten Karotisplaques wurden fiir die weiteren Untersuchungen
verwendet und so konnte in der Schulterregion anhand immunhistologischer Farbungen
vermehrt Elastase- und Makrophagen-positive Zellen in fast identischer Menge identifiziert
werden. Zwei Studien wurden ebenfalls erhéhte Konzentrationen der Elastase und

23,31' und

polymorphkernige neutrophile Leukozyten in Karotisplaques aufgezeigt
untermauern die in dieser Arbeit gefundenen Daten. Dies legt die Vermutung nahe, dass
Makrophagen an der Sekretion der Elastase beteiligt sind, was in der Schulterregion mit
einer starken inflammatorischen Aktivitat einhergeht. Es mehren sich auch Hinweise, dass
Granulozyten ebenfalls an der Sekretion von Elastase beteiligt sein kdnnten 127128 " jadoch
konnte dies in dieser Arbeit nicht bestatigt werden (Daten nicht gezeigt). Auch die fast
identische Anzahl an Makrophagen- und der Elastase-positiven Zellen sprechen potentiell
dagegen.

Des Weiteren wurden in dieser Arbeit erh6hte Zelltod-Raten in den Plaques aufgedeckt,
welche ein Schlisselelement der Plagueprogression in Richtung Ruptur darstellen. Dies lasst
die Vermutung nahe, dass die sekretierte Elastase in der Schulterregion vermehrt zum
Absterben der umliegenden Zellen fiihrt. Die Beteiligung andere Proteasen wie der Matrix
Metalloproteinasen (MMPs) koénnen jedoch nicht ausgeschlossen werden und bedarf
weiterer Experimente. So ist beschrieben, dass neutrophile Elastase zur Aktivierung von
MMPs beitragen kann und diese gemeinsam die extrazellulaire Matrix eines Plaques
degradieren 133,

Erstmals konnte hier die Aktivierung des pro-apoptotischen UPR-CHOP Signalweges in
Karotisplaques demonstriert werden. Hierbei lag der Fokus auf vier etablierten UPR-
Faktoren, welche im PERK-CHOP Signalweg involviert sind: GRP78 und GRP94 (detektiert

mittels C-terminaler Retentionssequenz KDEL) #44°162 ATF3 134137183 ;4 cHOP **'°%. Fur
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einen zusatzlichen Beleg der CHOP-Expression wurde CHAC-1, ein nachgeschalteter pro-
apoptotischer Transkriptionsfaktor, hinzugenommen 134 Auch ein CHOP Western Blot aus
humanem Plaguematerial bestdtigte die immunhistochemischen Befunde und bekraftigte
nochmals die gesteigerte Expression dieses pro-apoptotischen Faktors und damit die
Aktivierung des UPR in der Schulterregion der Karotisplaques. Da sich in der Schulterregion
ein hoher Makrophagenanteil befindet 2 wurden zudem die Endothelzellen in den
Karotisplaques auf ihre Elastase, UPR-Aktivierung und Apoptose untersucht, und konnten
folglich erhoht vorgefunden werden. Dies bekraftigt wiederum die zuvor in dieser Arbeit
beschriebenen in vitro Ergebnisse. Um die Daten zu verifizieren, ware eine Erhohung der
Patientenzahlen ratsam, da bei der Anfertigung der Paraffinschnitte die einschichtige
Endothelzellschicht nicht immer intakt bleibt. Des Weiteren bestétigten
Kolokalisationsanalysen an Karotisplaques, dass die UPR-Aktivierung mit der Apoptose,
Ubereinstimmend und erhéht exprimiert vorzufinden ist. Auch konnte gezeigt werden, dass
die UPR-Aktivierung (iberwiegend in den Makrophagen und weniger in den SMCs lokalisiert

2345 Die zusatzlich

ist, da diese auch seltener in der Schulterregion vorkommen
angefertigten Kolokalisationsanalysen von Elastase mit Makrophagen-, UPR- oder Apoptose-
Markern untermauerten die vorherigen Befunde der Einzelfarbungen. Diese
immunhistochemischen Farbungen implizieren verstarkt, dass die Elastase von
Makrophagen sekretiert wird, was zu einer Induktion des UPR und schlieRlich zum Zelltod

der umliegenden vaskuldren Zellen fihrt. Auch hier waren weitere Analysen an den

Endothelzellen, sowie die generelle Erhhung der Patientenzahlen empfehlenswert.

Eine Einschrankung der immunhistochemischen Auswertung liegt moglicherweise in der
Zusammenfassung der beiden unterschiedlichen Stary Plaque-Typen (Gruppe IV und Gruppe
VI). Hiermit wurden Plaquemorphologie und individueller klinischer Status (asymptomatisch
und symptomatisch) zusammengenommen, zeigten jedoch keinen signifikanten Unterschied
zwischen den Gruppen auf. Um aber mogliche Interpretationsfehler ausschlieRen zu kénnen
waéaren in weiteren Analysen eine Trennung der Gruppen sowie die Erhéhung der
Patientenzahlen = empfehlenswert. Auch war es aufgrund der operativen
Karotisendarterektomie (hochgradiger Stenose) nicht moglich eine Kontrollgruppe mit einem
frGheren Stadium der Plagueentwicklung (moderate Stenose) einzuschlieBen. Kritisch

betrachtet besteht daher die Mdglichkeit, dass die Aktivierung der Apoptose und des UPR,
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die in dieser Arbeit beobachtet wurden, zum Teil auch auf ein Plague Remodeling (im Gefal}

stattfindende Umbauprozesse) zuriickzufiihren sind.

Erosion
Ruptur < -

UPR _Bop —» Autophagie ha ie &
ECs ( Apoptose )
PAR-1/2

5 S

Apoptose Makrophagen Granulozyten

Lumen

Intima

UPR —» Autophagie

Abbildung 6-1: Zusammenfassung der Ergebnisse. Die von Makrophagen und Granulozyten sekretierte Elastase aktiviert
in Endothelzellen (ECs) den PERK-CHOP Signalweg des unfolded protein response (UPR) und induziert sowohl Autophagie
als auch Apoptose. Dies kann folglich die der Atherothrombose zugrunde liegenden Plaqueruptur bzw. —erosion
hervorrufen. Eine mogliche Beteiligung der Protease-aktivierten Rezeptoren (PAR)-1/2 in ECs konnte ausgeschlossen
werden. Auch aktiviert die neutrophile Elastase den UPR in glatten Muskelzellen (SMCs) und induziert Autophagie, jedoch
keine Apoptose. In Makrophage vermag die Elastase hingegen keine Apoptose zu induzieren.

Von einer Verifizierung der in vitro und ex vivo Ergebnisse dieser Arbeit in Mausmodellen
wurde abgesehen. Es gibt bereits hinreichende Belege in ApoE- und LdIr-defizienten Mausen,
dass eine Aktivierung des PERK-CHOP-Signalweges des UPR in atherosklerotischen Lasionen

44,147,161

stattfindet und die Ausbildung eines nekrotischen Kerns fordert . Auch Experimente

an CHOP-defizienten Mausen wirden lediglich bereits existierenden Daten duplizieren, in
denen sowohl eine Reduktion der Apoptoserate als auch der Plagueprogression aufgezeigt

139184 Um die Rolle der Elastase in einem Tiermodell zu untersuchen wire

werden konnte
eine Doppel-Knockout-Maus mit einer Elastase-Defizienz und einem atherogenem
Hintergrung (ApoE- oder LdIr-Defizienz) denkbar. Dieses Modell ist bisher jedoch weder in
der Literatur beschrieben noch kommerziell erhaltlich.
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6.3 Elastase und ER-Stress als therapeutisches Target?

Die im Rahmen dieser Arbeit aufgedeckten Ergebnisse ermoglichen eine neue Sicht auf das
Pathogenitatsprofil der neutrophilen Elastase. So war zwar bekannt, dass diese aufgrund
ihrer proteolytischen Eigenschaften auf die extrazellulare Matrix und pro-apoptotischen
Wirkung auf GefaRwandzellen eine entscheidende Rolle im Prozess der atherosklerotischen
Plaqueprogression spielt, jedoch waren die zugrunde liegenden zelluldren Signalwege und
die Art der Zellschadigung ebenso unbestimmt wie die primar reaktiven Zelltypen der
GefaRwand. Hier konnte erstmalig gezeigt werden, dass in humanen Ruptur-gefdhrdeten
Karotisplaques die neutrophile Elastase mit Markern des UPR und der Apoptose
kolokalisiert. Des Weiteren konnte die Elastase in Endothelzellen den PERK-CHOP Arm des
zelluldren Stress-Signalweges UPR aktivieren und zur Expression des pro-apoptotischen
Proteins CHOP beitragen, wodurch es zu einer erhéhten endothelialen Apoptose kommt. Da
der Elastase-induzierte Zelltod von Endothelzellen in atherosklerotischen Plaques nicht nur
eine Plaqueruptur, sondern auch eine Plaqueerosion erklaren kann, welche zu einem
Myokardinfarkt bzw. Apoplex fiihren, sind diese Befunde von hohem therapeutischem
Nutzen zur Pravention kardiovaskuldarer Erkrankungen und untermauern stark einen

potentiellen Einsatz pharmakologischer Elastase-Inhibitoren .

So wird Sivelestat (Elaspol®), ein in Japan zugelassener Inhibitor der humanen neutrophilen

Elastase, bereits bei akutem Lungenversagen und ischamischen Reperfusionsschaden

171

eingesetzt und vorldufige Studien belegen ebenfalls eine Verbesserung bei

172 Ein weiterer Inhibitor, AZD9668, wurde bereits in zwei klinischen

Nervenschmerzen
Studien zu chronisch entziindlicher Lungenerkrankung untersucht. Diese Medikamente
konnten moglicherweise auch bei kardiovaskularen Erkrankungen einen therapeutischen
Nutzen aufweisen. Neben diesen Inhibitoren wird nun auch rekombinantes Elafin, ein
endogener neutrophile Elastase-Inhibitor, bereits erfolgreich in klinischen Studien bei

173

GefaRschadigungen untersucht ~*~. So konnte in Tiermodellen schon gezeigt werden, dass

eine Elafin-Uberexpression die Infiltration von Neutrophilen und der damit verbunden

174

Elastase-Aktivitat deutlich reduzieren konnte ~*". Aufgrund der wichtigen Rolle der Elastase

im Menschen sind weitere Inhibitoren bereits in der Entwicklung und Testung *°.

Auch sind eine Reihe von Therapeutika, die auf molekulare Komponenten des ER-Stress und

auf ER-Stress-induzierte Apoptose abzielen, bereits bekannt *°. Der UPR kann auf zwei Arten

106



Diskussion

beeinflusst werden. Zum einen mittels Aktivierung von Komponenten des adaptiven UPR-
Mechanismus und zum anderen durch die Inaktivierung von denen, die in die pro-
apoptotischen Prozesse Uberleiten. Zu ersterem gehdéren u.a GRP78, GRP94, Proteasome
oder chemische Chaperone. Chemische Chaperone stabilisieren Proteine in ihrer nativen

185 50 wiesen

Konformation, indem sie die Eigenschaften nativer ER-Chaperone nachahmen
murine Makrophagen nach Behandlung mit chemischen Chaperonen eine erhéhte Resistenz
gegen ER-Stress auf '°® und verlangsamten die Lisionsprogression in Ldlr-defizienten

167

Mausen ~’. Die Substanz Salubrinal ist ein indirekter Inhibitor von elF2a, da es die elF2a

Dephosphorylierung verhindert und dadurch die tGber phospho-elF2a induzierte Blockierung

168189 5o konnte gezeigt werden, dass Salubrinal in

der Proteinsynthese aufrechterhalt
Myozyten aus dem Herzen in der Lage ist die ER-Stress induzierte Apoptose zu verhindern,
indem es die Synthese des pro-apoptotischen CHOP und der Caspase-12 inhibiert und GRP78

170188 jedoch aktiviert Salubrinal in Pankreatischen R-Zellen den ATF4-

in Neuronen aktiviert
CHOP Mechanismus, was zu einem gesteigertem ER-Stress und Apoptose fiithrt *°°. Dadurch,
dass verschiedene Zelltypen unterschiedlich auf Salubrinal ansprechen, limitiert dies

7% Die

Salubrinal in seinem therapeutischen Nutzen bzw. der therapeutischen Breite
genauen Mechanismen der einzelnen Substanzen sind bisher nicht vollstandig bekannt und
bedlirfen weiterer Untersuchungen. Da CHOP entscheidend bei der Induktion der ER-Stress-
vermittelten Apoptose beteiligt ist, ware die Entwicklung von CHOP-Inhibitoren von groRem
Nutzen in der Prévention von Atherosklerose **°. Bis heute sind keine pharmakologischen
Agenzien spezifisch flir CHOP vorhanden. In Anbetracht moglicher anti-ER-Stress Strategien
darf jedoch nicht auBer Acht gelassen werden, dass der UPR auch ein anti-apoptotischer
Signalweg ist. Somit ist es eine Notwendigkeit zu verstehen, wie der UPR mit anderen
Signalwegen interagiert, um fiir den anti-apoptotischen Signalweg genutzt werden zu
konnen. Die in dieser Arbeit beschriebenen Ergebnisse heben das pathophysiologische
Potential des ER-Stresses in der Plagueprogression hervor %% und unterstiitzen dadurch das
Bestreben, den ER-Stress als potentielles therapeutisches Target in der Prdvention von

kardiovaskularen Erkrankungen einzubinden 4140
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7 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde die Rolle der humanen neutrophilen Elastase in der
atherosklerotischen Lasionsprogression untersucht. Die Elastase wird aufgrund ihrer pro-
apoptotischen Wirkung auf GefalRzellen, sowie ihrer proteolytischen Eigenschaften auf die
fiborose Kappe atherosklerotischer Plaques als eigenstiandiger Mediator der
Lasionsprogression angesehen. Damit besitzt die von Makrophagen und Granulozyten
sekretierte Elastase hohes Pathogenitatspotential flr die Atherosklerose zugrunde liegende

Plagueruptur und Plagueerosion.

Es wurden der noch ungeklarte Mechanismus der Elastase und die Beteiligung moglicher
Rezeptoren an der Lasionsprogression untersucht. In diesem Rahmen konnte erstmals
gezeigt werden, dass Elastase in Endothelzellen die Aktivierung des pro-apoptotischen
Signalweges PERK-CHOP des UPR, sowie die Apoptose induziert und dem UPR eine kausale
Beteiligung an der Elastase-induzierten Apoptose zugeschrieben werden. Andere
Zelltodarten, wie Nekrose und Nekroptose, konnten hingegen ausgeschlossen werden.
Gleichzeitig wurde eine gesteigerte Aktivitdt der Autophagie gezeigt, welche vermutlich
durch den UPR hervorgerufen wurde. Eine mogliche Beteiligung der Rezeptoren PAR-1 und
PAR-2 konnte ausgeschlossen und eine Endothelzell-spezifische UPR-vermittelte Apoptose
der Elastase gegeniiber anderen vaskuldren GefiRzellen demonstriert werden. Die hier
erlangten Daten liefern wertvolle Hinweise auf die Rolle der Elastase und des UPR in
kardiovaskuldren Erkrankungen. Kirzlich wurde aufgedeckt, dass neutrophile Elastase in
Karotisplaques vermehrt vorkommt und in dieser Arbeit zusatzlich bestatigt. Auch wurde
hier erstmalig gezeigt, dass in humanen Ruptur-gefahrdeten Karotisplaques der pro-
apoptotische ER-Stress Signalweg PERK-CHOP aktiviert ist und sowohl mit Elastase als auch
mit Apoptose kolokalisiert. Die Ergebnisse belegen eine pathophysiologisch-bedeutende
Rolle der Elastase-induzierten UPR-vermittelten Apoptose in der Atherosklerose und geben

Aufschluss tber den potentiell beschleunigten Einfluss auf die Lasionsprogression in Plaque.

Die Aufklarung des zugrunde liegenden Signalweges / Mechanismus unterstitzt den ER-
Stress als potentielles therapeutisches Target in der Pravention von kardiovaskuldren
Erkrankungen und zeigt eine mogliche Ausweitung des Einsatzspektrums von Elastase- bzw.

UPR-Inhibitoren auf.
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