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1. Einleitung

1.1 Das Herz — der Motor unseres Kreislaufsystems

Das menschliche Herz ist ein etwa faustgrof3er Hohlmuskel der direkt unterhalb des
Brustbeins (Sternum) liegt und der vom Herzbeutel (Perikard) umgeben wird. Das Herz ist
aus vier Kammern aufgebaut: der linken und rechten Herzkammer (Ventrikel) und den
Vorhofen (Atrien). Das Blut wird in zwei getrennten Kreislaufen durch Kontraktions- und
Entspannungsbewegungen des Herzens durch den gesamten Kdrper gepumpt. Der rechte
Ventrikel treibt dabei den Lungenkreislauf an und es wird sauerstoffarmes Blut vom Herzen
zur Lunge gepumpt, wo es mit Sauerstoff angereichert wird und wieder zum Herzen
zurtckgefihrt wird. Der linke Ventrikel versorgt Uber Arterien und KapillargefélRe den grof3en
Kdrperkreislauf, wobei die umliegenden Organe und Gewebe mit Sauerstoff versorgt
werden. Das Blut nimmt aber auch Stoffwechselabbauprodukte auf, bevor es durch das
vendse System wieder zuriick in den rechten Ventrikel geleitet wird. Ein Herzzyklus setzt
sich dabei aus den Kontraktionsphasen (Systole) und den Erschlaffungsphasen (Diastole)
zusammen. Das Blutvolumen, was hierbei pro Zeiteinheit durch den linken Ventrikel gepumpt
wird, hangt von zwei Faktoren ab. Zum einem von der Zahl der Schldge pro Minute
(Herzschlagfrequenz), zum anderen von der Blutmenge, die vom linken Ventrikel bei
Kontraktionen ausgeworfen wird (Herzschlagvolumen). Das durchschnittliche Schlagvolumen

eines Menschen betragt 75 ml *.

1.2 Die Koronare Herzkrankheit — von der Entstehung der Arteriosklerose und
des Myokardinfarktes

Als eine der haufigsten Todesursachen weltweit gelten kardiovaskuléare Erkrankungen, wie
die koronare Herzkrankheit (KHK). Allein in den Vereinigten Staaten war die Halfte der
Sterbeféalle eine Folge der KHK (siehe Abbildung 1.1). Die Arteriosklerose ist hierbei in den

meisten Fallen der primére pathologische Prozess, welcher zur Entstehung einer KHK fihrt
55
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Abbildung 1.1: Statistische Auswertung der Sterbefa lle bedingt durch KHK im Jahr 2009 in den
USA (nach Go et al. 2013 *9)

Die Arteriosklerose ist ein chronisch entzindlicher Prozess, in dessen Folge es zu
Endothellasionen bzw. endothelialer Dysfunktion kommt, welche durch Ablagerungen von
Lipiden und kollagenreichem Bindegewebe (Plaques) in der Intima, Proliferation von glatten
Muskelzellen, sowie in spateren Stadien auch durch die Ablagerung von Calciumsalzen in
nekrotisierten Plagueanteilen charakterisiert ist (siehe Abbildung 1.2). Zu den Risikofaktoren
der Arterioskleroseentstehung gehéren Hypertonie, Rauchen, Diabetes mellitus, genetische
Dispositionen sowie Hyperlipoproteinamie *.

Infolge der Endothelldasionen kommt es zu einer verstarkten Einwanderung von ,Low Density
Lipoprotein - (LDL)" in die Intima. Dort wird das LDL durch durch Myeloperoxidasen, 15-
Lypoxygenasen und/oder Stickstoffmonoxidsynthasen (NOS) oxidiert *%. Durch die
andauernde Oxidation der Lipoproteine und des oxidativen Stresses kommt es zur
Ausschittung von Cytokinen durch das Endothel, wodurch verstarkt Adhasionsmolekile wie
Selektine und intrazellulare  Adhasionsmolekile (ICAM-1/2) sowie  vaskulare
Adhasionsmolekille (VCAM-1) exprimiert werden, die ein Einwandern von Monozyten in die
Intima begiinstigen “® %, Zusétzlich wird die Migration von Monozyten durch das Cytokin

Monozyten-Chemotaktisches-Protein 1 (MCP-1) angeregt '®

. Das Cytokin ,Macrophage
Migration Inhibitory Factor - (MIF)" spielt als Ligand der CXC Chemokinrezeptoren dabei
ebenfalls eine Rolle bei Regulation der Monozyten Rekrutierung in Bereichen mit

inflammatorischen arteriosklerotischen Vorgangen °

. Unter dem Einfluss des Monozyten-
Kolonie Stimulierungsfaktor (M-CSF) kommt es zur Differenzierung der Monozyten in
Makrophagen im subebdothelialen Bereich der Intima, sowie zur verstarkten Expression von
Scavenger-Rezeptoren auf ihrer Oberflache. Die Makrophagen phagozytieren dann mittels
Scavenger-Rezeptoren das oxidierte LDL (oxLDL) und wandeln sich im weiteren Verlauf in
Schaumzellen um. Die Makrophagen kdnnen eine Vielzahl von Cytokinen/Chemokinen und

Wachstumsfaktoren sekretieren, welche die verschiedenen Phasen der Arteriosklerose



beeinflussen konnen 84,

Zusammen mit extrazellular abgelagertem Cholesterol und
Lymphozyten bilden die Schaumzellen dann subintimale Lipidablagerungen aus (fatty
streaks), aus denen im Verlauf der Zeit ein Plague entsteht. Des Weiteren kommt es unter
dem Einfluss von Thrombozyten, Endothelzellen und Makrophagen zur Freisetzung von
Wachstumsfaktoren wie ,Platelet-Derived Growth Factor - (PDGF)“, wodurch die Migration
und Proliferation glatter Muskelzellen angeregt wird. Die Muskelzellen sekretieren
Proteoglykane und Bindegewebsfasern, wodurch der Plague von einer fibrésen Kappe
umschlossen wird *. Infolge der Progression der Arteriosklerose kommt es zum Absterben
von Endothelzellen, Makrophagen und glatten Muskelzellen durch nekrotische sowie
apoptotische Prozesse *°. Als Folge einer solch vorliegenden GefaRveranderung kann eine
Plagueruptur zur Thrombose und vollstadndigen VerschlieBung des Gefal3es flihren, wodurch

ein Herzinfarkt ausgel®st werden kann.

Initial Lesion Complicated Plague

" Platelets
O Coagulation » Thrombus/Fibrin
Platelets | Adhered ;
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Vascular Lumen

[Endothelium % ol
e T e

Abbildung 1.2: Schematische Darstellung der  schritt weisen  Enstehung eines

arteriosklerotischen Plaque: 1.) Initiale Lasion: Akkumulation von Lipoproteinpartikeln in der
Intima; Oxidativer Stress, einschlieBlich modifizierter LDL induzieren die lokale Cytokinproduktion
durch das Endothel; Expression von Adhasionsmolekiilen des Endothels (CAMs); Einwanderung von
Monozyten in die Intima; Ausdifferenzierung der Monozyten zu Makrophagen, welche Uber den Scr-
Rezeptor oxLDL phagozytieren, Entstehung von Schaumzellen; Migration glatter Muskelzellen von der
Media in die Intima unter verstarkter Proliferation; 2.) Plaguemanifestation und

Thrombusformation:  Ausbildung von Plaques aus Muskel-, Endothel- und Schaumzellen sowie
Ansammlung extrazellularer Matrixproteine im Plaque (7), Calzifizierung, weiterfihrende Fibrose und
Zelltod durch Nekrose/Apoptose und Thrombusausbildung. M-CSF macrophage colony stimulating

factor; MCP-1, monocyte chemotactic protein 1; MMP, metalloproteinases; PAI-1, plasminogen



activator inhibitor 1; PDGF, platelet-derived growth factor; TF, tissue factor; UPA, urokinase

plasminogen activator. (nach Badimon et al. 2009 *)

Der Verschluss eines Gefal3es fuhrt zu einer Unterversorgung des myokardialen Gewebes
an Blut (Ischdmie) und Sauerstoff (Hypoxie) gefolgt von einer Wiederherstellung des

Blutflusses (Reperfusion) *.

Abhangig von der jeweiligen Dauer der Ischamie und
Reperfusion (IR) wurde eine Klassifizierung der folgenden Auswirkungen der myokardialen
Prozesse in drei verschiedene Phasen eingeteilt (siehe Abbildung 1.3). Wenn die
ischamische Phase weniger als funf Minuten andauert werden nur kardiale Arrytmien
sichtbar, es kommt dabei aber zu keiner ventrikularen Kontraktionsdysfunktion oder zum
kardialem Zelltod. Das sekundare Level, das als ,Stunning” (Betdaubung des Myokards)
bezeichnet wird, ist charakterisiert durch eine Dauer der Ischamie von funf bis 20 Minuten,
was zu einer reversiblen ventrikularen Kontraktionsdysfunktion ohne Zelltod von
Kardiomyozyten fihrt ** ¥ Als Ursachen gelten hierbei eine systolische Uberladung mit
Calcium, eine verminderte Calciumsensitivitdt der Myofilamente wahrend der Reperfusion
und eine Schadigung durch Radikale, die freigesetzt wurden **!. Die schwerwiegendste Form
wird erreicht, wenn eine ischamische Phase Uber 20 Minuten andauert, wodurch es zur
irreversiblen Schadigung von Kardiomyozyten kommt und dies zur Apoptose fiihrt **> *°*, Die
starkste Auswirkung der Ischamie ist hierbei die Nekrose, welche zum Absterben von
Myokardgewebe fuhrt. Dabei werden zun&chst endokardiale Bereiche von der Nekrose
betroffen, weshalb sich das Narbengewebe immer beginnend vom Endokard

(subendokardiale Ischamie) in Richtung Epikard (transmurale Ischamie) ausbreitet (***

, siehe
Abbildung 1.4). Seine endgiltige GrofRe hat das Infarktareal nach ca. sechs Stunden nach
einem Infarkt erreicht. Erkennbar ist diese Phase auch serologisch nach Untergang der
Kardiomyozyten durch einen Anstieg von Markern wie Troponin T und CK/CK-MB. Nach
erfolgter Reperfusion kann es bei maRiger, nicht transmuraler Ischamie noch zu einer
langsamen Wiederherstellung der Kontraktilitat des Myokards kommen. Diese davon
betroffenen Gebiete des Myokards werden als ,Hybernating Myokard® (Myokard im

Winterschlaf) bezeichnet *&.

Level 1 Level 2 Level 3
Arrythmias Stunning Infarction
| | | | | | >
| | | | | |
0 5 10 15 20 25

Ischemia duration (minutes)
Abbildung 1.3: Darstellung der drei Stufen der myok  ardialen Ischdmie/Reperfusion (nach

Powers et al. 2007 135)

Somit ist der frische Infarkt nach 6-8 h erkennbar als nekrotischer Bereich. Nach dem Ablauf

einer Woche ist im Infarktbereich rotes Granulationsgewebe erkennbar, welches kapillarreich

4



ist. Der Bereich der Nekrose baut sich im Verlauf von 6-8 Wochen ab und wird durch

kollagenreiches Bindegewebe ersetzt und es bildet sich eine Myokardnarbe aus *".
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Abbildung 1.4: Auslésung eines myokardialen Infarkt s aufgrund der Plagque Ruptur einer
Koronararterie

1.2.1 MIF und seine Funktion in Arteriosklerose ass  oziierten Prozessen

Das Protein MIF ist ein proinflammatorischer Faktor, der bei einer Reihe inflammatorischer
und akuter und chronischer Erkrankungen eine Rolle spielt wie der Rheumatoiden Arthritis
oder der Arteriosklerose °. Alle Chemokine tragen von ihrer Struktur her eine N-terminale
charakteristische Cysteinsequenz, sowie drei antiparallele B-Strange (30s-, 40s-, und 50s-
Schleifen) und eine C-terminale a-helikale Struktur **. Man z&hlt MIF zur Klasse der CLFs
(,Chemokine-like function“) Chemokinen, da es in seiner Struktur nicht die charakteristischen

8 MIF wird verstarkt exprimiert in arteriosklerotischen

N-terminalen Cysteine aufweist
Plagues, insbesondere in Makrophagen und Endothelzellen nach erfolgter Stimulierung
dieser Zellen mit oxLDL, Tumor Nekrose Faktor a (TNF-a), Angiotensin Il (AT II) oder
Interferon y (INF-y) **. Durch MIF selbst werden viele inflammatorische Faktoren und
Adhasionsmolekille wie TNF- a, Interleukin-1- (IL-1- B) ** ?* ® |CAM-1 und VCAM-1

hochreguliert . MIF hat eine Chemokin-ahnliche Wirkung auf Monozyten Uber seinen

! http://www.alamy.com/comp/ADW1XD/Mechanism-of-Myocardial-Infarction-Due-to-
Ruptured-Coronary-Artery.jpg



Rezeptor CXCR2 und auf T-Zellen Gber seinen Rezeptor CXCR4. Dariiber vermittelt MIF die
Rekrutierung von Monozyten und T-Zellen in den Bereich von arteriosklerotischen Prozessen
0 S0 wird durch MIF eine Aktivierung von Integrinen induziert, wo durch Bindung des
funktionellen ,Lymphocyte function-associated antigen 1" 1(LFA-1) an dessen endothelialen
Rezeptor ICAM-1 und des ,Very Late Antigen 4 - (VLA-4) an dessen endothelialen Rezeptor
VCAM-1 **, ein Arrest von Monozyten ausgeldst wird **°. Zusatzlich wird die Rekrutierung
von Leukozyten durch MIF beeinflusst, da es eine Sekretion von CCL2 des Endothels

bewirkt ©!

. Im weiteren Verlauf der Atherogenese fdérdert MIF die Differenzierung von
Makrophagen zu Schaumzellen durch eine vermehrte Aufnahme an oxLDL der

Makrophagen °.

recrEtment e
CHCR2 I CHCRA

Iimen monocyks [ CO3* Toel| injury é

plateien O
| rapid integrin

| L [ preguistion | d
® il | VOAMTNICAMT |
LDOL ¥ —

SMC migrafion
and profifsreson

MMP 12/ 12, cathepsin inducton
sl2s®n and colagen degradaton

arterial wall | progression b
| ungianie plagues

Abbildung 1.5: Zellulare  Wirkungsmechanismen von Ml F in  Verbindung mit
arteriosklerotischen Vorgangen (nach Zernecke etal . 2008 %)

Die Stabilitat des gebildeten Plaquegewebes wird von MIF ebenfalls beeinflul3t, da MIF die
Aktivitat der Matrixmetalloproteasen (MMPs) und Cathepsine reguliert, welche in der Lage
sind extrazellulare Matrixproteine zu spalten, wodurch es zum Abbau von Kollagen und
Elastin kommen kann ***. Vor allem die verstéarkte Expression von MMP1 und MMP9 n
glatten Muskelzellen und Makrophagen ist MIF assoziiert * #’. Des Weiteren ist bekannt, das
MIF die PDGF-BB abhangige Migration von glatten Muskelzellen in den Bereich von
Lasionen im Plaquebereich blockiert, was ebenfalls zur Destabilisierung des Plaguegewebes

beitragen kénnte %2,

Die Signalwege, welche MIF in Monozyten reguliert, werden Uber die Bindung von MIF an
den CXCR2-und den CXCR4 Rezeptor gesteuert. In diesem Rezeptorkomplex erfolgt die
Aktivierung unter Beteiligung des Corezeptors CD74, welcher die Zellmembran-assozierte

Form der zur Klasse der ,Major Histocompability Complex - (MHC)“ Klasse Il Chaperone



gehérenden Invarianzkette ist *>. Da CD74 keine intrazellulare Signaldoméne aufweist,
erfolgt eine Aktivierung der CD44-abhéngigen Src Kinasen, welche einen ,Rezeptor-Tyrosin-
Kinasen - (RTK)* Komplex ausbilden kénnen, fir die intrazellulare Signalweitergabe 2.
Sowohl CXCR2 als auch CXCR4 interagieren mit CD74 als Corezeptor zur funktionalen
Signaltransduktion ***. Durch die Aktivierung des RTK Komplexes kommt es zur Induktion
von ,Extracellular signal-regulated Kinases - (Erk-1/2)“ und ,mitogenactivated protein kinases
- (MAPK)“, welche in einer Weiterleitung des Signalwegs in ,Phosphatidylinositol 3-kinase
(PI3BK) — Akt und p53 abhangige Prozesse die Inhibierung der Apoptose und die
Zellzyklusaktivitat steuern '**. Da CXCR2 und CXCR4 G-Protein gekoppelte Rezeptoren
sind, welche direkt Gber die PI3K ihre MIF abhangige Integrininduktion steuern kénnen, ist
CD74 in diesem Zusammenhang nicht fir den Signalweg erforderlich, verstarkt aber den
Arrest von Leukozyten °. Des Weiteren steuert MIF tiber die CXCR2/CD74 Achse den Ca?*
Influx. Neben den extrazullularen Wirkungen hat MIF nach erfolgter Endozytose auch
intrazellulare Wirkungen. Intrazellulares MIF interagiert mit dem ,c-Jun activation domain-
binding Protein- (JAB)-1“ ®, wodurch zum einem die MAPK Aktivitat inhibiert wird und die
zellulare Redox-Homoostase reguliert wird. Zum anderen reguliert MIF zusammen mit JAB-1

die AP-1 abhé&ngige Proliferation von glatten Muskelzellen **’.

axiracediufar M&%
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Mucleus ink2grin gene expression’ ol cycls!
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Abbildung 1.6: MIF/Rezeptorkomplex vermittelte Sign  alwege (nach Zernecke et al. 2008 %%



1.3 Das Protein Gremlin-1 (Grem1)

1.3.1 Die Struktur und die Synthese von Grem1
Greml ist ein hoch konserviertes Protein, das eine Lange von 184 Aminosauren aufweist.

. 15 in Fibroblasten aus Ratten, die mit

Als erstes wurde das Gen beschrieben von Topol et a
dem viralen Onkogen v-mos transformiert wurden und dann das Vermdgen verloren das Gen
zu exprimieren. Daher lautet der urspriingliche Name fir Grem1 ,down — regulated durch
mos” (Drm). Das humane Gen von Greml (GREM1) ist lokalisiert auf dem Chromosom
15q13—q15 **°. Strukturell besteht das Gen GREM1 aus 2 Exons. Durch Splicing der mRNA
kommt es zur Bildung von 2 verschiedenen humanen Transkripten (GREM1-001: 4168 bp;
Grem1-201: 3026 bp). GREM1 kodiert fur zwei verschiedene Isoformen von Greml, welche
eine GroRe von 23 kDa (148 Aminosauren) und 28 kDa (184 Aminosauren) aufweisen.
Strukturell weist Grem1 einige Besonderheiten auf wie sein Signhalpeptid (Aminosauren 1-
24), welches die uber das raue endoplasmatische Retikulum gekoppelte Sekretion des
Proteins steuert. Das Signalpeptid wird bei der posttranslationalen Modifikation abgespalten.
Greml wird bei der posttrankriptionellen Modifikation sowohl phosphoryliert als auch
glykolysiert (siehe Abbildung 1.5). Dabei wird Grem1 unter in vitro Bedingungen 30 min nach
der Synthese in den extrazellularen Raum sekretiert. Ein Teil des sekretierten Proteins bleibt
dabei nicht kovalent mit der &ufReren Zelloberflache verbunden und koénnte eine
Zwischenstufe darstellen, bevor das Protein in vollstandig l6slicher Form von der Zelle
freigesetzt wird. Somit kommt Greml1 sowohl in l8slicher, als auch in Zelloberflachen-

assoziierter Form vor ",

* * % * * * NLS(P)
R * @* * *
N - Signal Seq. DAN r C
N| l ! i 1C
1 24 69 162 184

Abbildung 1.7: Struktureller Aufbau des Grem1 Prote  ins.

Strukturelle Einheiten sind im fogenden aufgefiihrt: (nach Wordinger et al. 2008 189)
Signalsequenz: Position 1-24

DAN Motiv: Sequenz welche fur die DAN Familie charakteristisch ist (cysteinreich, Position 69-184)
Glykolysierung (G): Position 24

Phoshorilierung (*): Position 6, 29, 44, 47, 55, 66, 76, 77, 88, 102 und 151

PKC (P): spezifische Phoshorylierungstelle bei Eukaryonten an Position 165

NLS: nukleare Lokalisierungs-Signalsequenz an Position 145



Des Weiteren weist Grem1 eine hoch konservierte Struktur auf, welches das Protein in die
Zugehorigkeit zur TGF-B (,Tumor Growth Factor beta“) Superfamilie einordnet. Dabei kommt
es durch sechs Cystein-Aminosaurereste zur Ausbildung einer ringférmigen Knotenstruktur
Uber Disulfidbriicken, den sogenannten ,Cystein-knot”, weshalb diese Protein-Superfamilie
auch als ,Cystein-knot“ Super-Familie bezeichnet wird. Aufgrund der drei Disulfidbriicken ist
die Struktur dieser Proteine &uRerst stabil (sieche Abbildung 1.6 A, °). In der phylogenetischen
Zuordnung wird Greml1 zur CAN/DAN (differential screening-selected gene aberrative in
neuroblastoma) Protein-Familie gezahlt (siehe Abbildung 1.6 B). Bei den einzelnen
Vertretern der ,Cytein-knot" Super-Familie variiert die Anzahl der Cysteinreste zwischen 8-10
Aminosauren °. Zu den bedeutendsten Vertretern der ,Tumor Growth Factor -(TGF-B)
Superfamilie zahlen die drei Isoformen von TGF-[3, die 10 Vertreter der ,Bone morphogenic
proteins - (BMPs)“ sowie 11 Vertreter der ,Growth and differentiation factors - (GDFs)“ 4

und die Klasse der BMP-Antagonisten, zu denen Grem1 zahlt.

DAN

Cer1

Coco

PRDC DAN

Gremlin

USAG-1

Sclerostin

Chordin

Noggin

Tsg

Abbildung 1.8: ,Cysteine-knot" Struktur und phyloge netische Einordnung von Grem1.

A.) Darstellung der Struktur von Proteinen mit ,Cysteine-knot* Doméne (modifiziert nach Avsian-
Kretchmer et al. 2004 6). C1-C6: sechs Cystein-Aminoséaurereste, welche die charakteristische Knoten
(-knot") Struktur ausbilden, G: Glycin-Aminoséurereste, X: Variable Aminoséurereste mit Ausnahme
von Glycin und Cystein,S=S: Disulfidbriickenbindung, zusétzlich kdnnen weitere Cystein-
Aminosaurereste in der Knotenstruktur enthalten sein, fir die Grundstruktur der Doméne spielen sie
aber keine Rolle. B.) Phylogenetische Einordung von Greml in die Klasse der humanen BMP
Antagonisten basierend auf der Ahnlichkeit der Aminosauresequenzen einzelner reprasentativer

Vertreter. (modifiziert nach Yanagita et al. 2009 **°)



1.3.2 Die TGF-B Superfamilie und ihre Sighalwege

Alle Vertreter der TGF-B Superfamilie werden als Pra-Proproteine synthetisiert in einer
Dimerform ®. Die BMPs werden dabei als groRe Vorlauferproteine synthetisiert, welche sich
zusammensetzen aus einem N-terminalen Signalpeptid, einer Prodomane fur die Faltung
und die Sekretion, und einem bioaktiven C-terminalen reifen Peptid. Die Produktion der
Vorlauferproteine erfolgt im Cytoplasma, wo sie als dimere Pra-Proteine vorliegen und dann
von Serinendoproteasen in N-terminale und C-terminale Fragmente geschnitten werden * 2,
Bei den BMPs sind die C-terminalen Fragmente bioaktive Molekiile, welche in der Lage sind
ihre zugehorigen Rezeptoren zu binden. TGF-B wird dagegen in einer inaktiven Form
produziert und durch seinen N-terminalen Rest, der auch ,Latency Associated Peptide,
(LAP)" genannt wird, von der Bindungsfahigkeit des C-terminalen bioaktiven Teils an seinen
Rezeptor abgehalten. So ist dieser Komplex auch gebunden an das ,latent TGF-f binding
protein“, (LTBP), und die Sekretion des reifen bioaktiven Proteins erfolgt erst wenn

bestimmte Aktivatoren die proteolytische Spaltung des Komplexes induzieren *.

Die Liganden der TGFB Superfamilie binden an 2 Klassen von Rezeptoren, welche vom Typ
| oder Typ Il sind. Vom Aufbau her haben die Rezeptoren dabei eine unterschiedliche
Struktur der extrazellularen Doméane, welche reich an Cysteinen ist, eine Transmembran-
Domane, sowie eine hoch konservierte—intrazellulare Serin-Threonin Kinase-Doméane **°.
Durch die Bindung der Liganden kommt es zur Ausbildung von Heterotetramerkomplexen
der Dimere der Rezeptorklassen vom Typ | und Typ Il. Dadurch kommt es zur Bildung von
aktiven Rezeptorkomplexen 2. TGFB vermittelt seine Signaltransduktion tiber den TGF-
Rezeptor Il (TGFBR2) und TGFBR1 (auch bekannt als ALK5; ein Typ | Rezeptor). Andere
Vertreter der TGF-B Superfamilie vermitteln ihre Wirkung Uber verschiedene andere
Kombinationen von Rezeptorkomplexen vom Typ | und Typ Il, die miteinander interagieren.
So signalisieren BMP Liganden tber den BMP-Rezeptor Il (BMPR2) in Verbindung mit den
Rezeptoren vom Typ 1 (ALK 1, -2, -3 oder -6) '"*. Die Typ Il Rezeptorkinasen sind konstitutiv
aktiv und kdnnen in einem Rezeptorkomplex die Typ | Rezeptoren an mehreren Serin- und
Threonin-Resten in einer Domane phosphorylieren, die reich an Glycinen und Serinen ist
(GS-Domane). Diese GS-Domaéne stellt dabei eine hoch konservierte Struktur dar, die fur

alle Rezeptoren vom Typ | charakteristisch ist % 7%

Zusatzlich gibt es in den
Rezeptorkomplexen Corezeptoren wie Betaglycin oder Endoglin, die beteiligt sind. Die
l6sliche Form von Endoglin (Sol-Endo, ,soluable Endoglin®) inhibiert dabei durch eine
Vernetzung von Liganden die Bindung an die Rezeptoren *’®. Durch die Phosphorylierung
der GS-Doménen werden rezeptor-spezifische SMAD Proteine (R-SMADSs) rekrutiert. Dabei
phosphoryliert ALK 5 spezifisch die SMAD Proteine 2 und 3 und ALK 1, 2, 3 oder 6 die

SMAD Proteine 1, 5 und 8. Aktivierte R-SMADs sind in der Lage mit SMAD 4 heteromere
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Komplexe auszubilden, welche sich im Nukleus ansammeln und die Expression von
Zielgenen direkt oder unter Beteiligung von Transkriptionsfaktoren, Corepressoren,
Coaktivatoren oder Histon modifizierenden Enzymen steuern. Die SMADs haben dabei
spezielle Proteindomanen (MH1 und MH2), welche die Interaktion mit den Zielstrukturen
regulieren *** ', So ist die MH1 Doméne der R-SMADs und SMADA4 fiir die Bindung an die
DNA verantwortlich. Dagegen vermittelt die MH2 Domane die SMAD-SMAD Interaktionen,
die SMAD-Rezeptor Interaktionen und SMAD Interaktionen mit Co-Aktivatoren, Co-
Repressoren und Transkriptionsfaktoren **®. Der ganze Signalweg der TGFb Superfamilie
wird Uber die Klasse der inhibitorischen SMADs (I-SMADs 6 und 7) gehemmt. Dabei reguliert
SMAD?7 alle TGFB-abhangigen Signalwege und SMADG6 alle BMP-abhéngigen Signalwege,
wodurch es zum Abbau der R-SMADs und Rezeptoren kommt. Die I-SMADs koordinieren
auBerdem die Rekrutierung der Ubiquitin-Ligasen Smurfl und Smurf2, welche den
proteasomalen Abbau der SMADs und Rezeptoren vermitteln 2 % 1% Neben den
Signhalwegen, welche Uber die BMP Rezeptoren und SMADs gesteuert werden, gibt es auch
SMAD unabhangige Signalwege. Dabei existieren in zahlreichen Zellen andere Signalwege,
die Uber BMPs und TGFfs reguliert werden wie die MAP Kinasen (ERK, JNK und p38
MAPK), die Phosphoinositol-3-Kinase/Akt und die Proteinkinase C, sowie RHO GTP-ase
Aktivitaten *°. So sind diese Signalwege, welche nicht (iber die SMAD Proteine gesteuert
werden, ebenfalls wichtig, da es eine grol3e Vielfalt an Signalen gibt, die von der TGF(

Superfamilie reguliert wird *°*
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Abbildung 1.9: Signaltransduktion durch die Mitglie der der TGF B Superfamilie. (nach ten Dijke
etal. 2007 ', Erklarungen siehe Kapitel 1.3.1.1)

1.3.3 Die bekannten molekularen Interaktionspartner von Grem1 und ihre Wirkungen
Greml1 ist in seiner molekularen Wirkungsweise vordergriindig als Modulator aufgrund seiner
strukturellen Ahnlichkeiten mit seinen Bindungspartnern einzuordnen (siehe Kapitel 1.3.1).
Die bekanntesten Bindungspartner von Greml sind die der BMP-Familie angehdrenden
Proteine BMP 2, BMP 4 und BMP 7. Greml ist ein extrazellularer Inhibitor der genannten
BMP-Proteine und durch die Einwirkung von Greml kommt es durch einen
Wechselwirkungsmechanismus zwischen BMP-Aktivitat und Inhibition, abhangig vom
jeweiligen Gewebe, zu einer Regulation verschiedener Prozesse ®. Diese Interaktion ist von
besonderer Wichtigkeit bei Prozessen wie beispielsweise der Knochen- und
Knorpelentwicklung, Embryogenese, Organogenese, Apoptose sowie bei der Differenzierung
und Proliferation von Zellen . Durch die extrazellulare Bindung von Grem1 an BMP 2, 4 und
7 kommt es zur Ausbildung eines Hetero-Dimers Uber Disulfidbriicken. Dies fuhrt zu einer
Inhibition der Signaltransduktion Uber die BMP Rezeptoren 1 und 2 (Klasse der
Seronin/Threonin Rezeptoren) und Weiterleitung des Signals, da das entstandene
Heterodimer nicht mehr die Signaltransduktionskaskade aktivieren kann ® %" 1% Grem1 ist
aulRerdem in der Lage, intrazellular an das Vorlauferprotein von BMP 4 zu binden, was zur
Verhinderung der Reifung und Sekretion von BMP 4 fiihrt *’. Grem1 besitzt auch das
Vermogen, die Internalisierung von BMP 2 in HelLa Zellen tber einen clathrin-abhangingen
Endocytoseweg zu steigern *. So kommt es zu vielfaltigen Interaktionen zwischen Grem1
und BMPs.

Ein weiterer Bindungspartner von Grem1 ist der Vaskulare Endotheliale Wachstumsrezeptor
2 (VEGFR2). Greml ist neben VEGF A (,Vascular Endothelial Growth Factor A") ein
proagiogener Faktor, der den Thyrosinkinaserezeptor VEGFR2, der von Endothelzellen
exprimiert wird, binden und aktivieren kann **3. Durch eine Behandlung mit rekombinantem
Grem1 konnte gezeigt werden, dass die endotheliale Zellmigration und Proliferation unter in
vitro und in vivo Bedingungen angeregt werden kann und es zur Neuausbildung von
Gefalverzweigungen kommt *°. Dabei kommt es zwischen Grem1 und VEGF zu einer
dosisabhéngigen Agonisierung der vorhandenen Bindungsstellen des VEGFR2. Die
Bindungsstérke ist dabei hoch affin 1. Der Prozess der Neovaskularisierung wird dabei von
Grem1l Uber eine verstarkte Induktion der Expression von Angiopoetin 1 in Endothelzellen
gesteuert 2. Zusatzlich sind die Heparansulfat-Proteoglykane (HSPGs) Corezeptoren von
Greml, welche die Interaktion mit dem VEGFR2 unterstitzen. Dadurch kommt es zu einer
Thyrosin-Phosphorylierung intrazellular der FAK (,Focal Adhesion Kinase®), ERK 1/2 und
Paxillin *’. Des Weiteren stimuliert Grem1 die Ausbildung von VEGFR2/a(v)B(3) Integrin-
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Komplexen, wodurch die Zellmotilitat von Endothelzellen geférdert wird **°. Durch Grem1
kommt es auch zur Induktion einer proinflammatorischen Antwort in Endothelzellen. Dies
wird durch das zyklische Adenosinmonophosphat-Response Element bindende Protein
(CREB) moduliert, welches ebenfalls zu einer verstarkten Zellmotilitdt und Permeabilitat fahrt
%2 Somit stellt Grem1 einen potenten proangiogenen Faktor dar, der dhnlich wie VEGF durch
die Aktivierung des VEGFR2 sowohl die Phoshorylierung der Thyrosine des Rezeptors

induziert als auch das Downstream-Signaling steuert, was zur Migration und Proliferation von

Endothelzellen und Neovaskularisierung fiihrt *°.

) (B

<)

BMPR
VEGFR2
Angiogenese BMP
abhéangige
Signalwege

Abbildung 1.10: Schematische Darstellung der dualen Rolle von Grem1. Links: Grem1 abhéngige
Forderung der VEGFR2 assoziierten Angiogenese. Rechts: Greml abhéangige Inhibition der BMP

assoziierter Signalwege. (modifiziert nach Claesson-Welsh et al. 2010 29)

Als weitere Bindungspartner von Greml sind zudem die am Aufbau der Elastinfasern
beteiligten Proteine Fibrilin 1 und 2 bekannt. Fibriline sind groRe extrazellulare
Glykoproteine, welche Mikrofibrillen ausbilden. Grem1 bindet unter in vitro Bedingungen
sowohl Fibrillin 1 als auch 2, in vivo konnte eine entsprechende Interaktion im Tumorgewebe
von Mesotheliomen dagegen nur mit Fibrillin 2 nachgewiesen werden *°. Eine interessante
Verbindung ergibt sich hierbei, da Grem1 als Inhibitor BMP 2, BMP 4 und BMP 7 binden
kann, und von den genannten BMP Proteinen bekannt ist, dass sie ebenfalls mit den
Fibrillinen assoziiert sind **°. Insgesamt ergibt sich fir Greml eine Assoziation mit
Bindungspartnern, die in Verbindung stehen mit Prozessen wie der Angiogenese,
Tumorgenese und Fibrose. Aus dem Feld der tumor-assoziierten Bindungspartner ist das
humane Protein YWHAH, welches mit Grem1 assoziiert ist, beispielhaft zu nennen, da
Greml in Karzinomen von Organen wie dem Uterus, der Lunge, den Eiersttcken, der Leber,

der Brust, des Magens und des Pankreas hochreguliert ist *?°.

13



1.3.4 Wirkungsweise und Expression von Greml in der Pathophysiologie

verschiedener Erkrankungen

Greml ist als Protein vor allem in der Embryonalentwicklung exprimiert und steuert in einer
Antagonisierung zusammen mit den BMPs die Entwicklung von Organen wie der Lunge und
Niere in der Maus. Ein Mangel von GremL1 fuhrt bei Mausen in der Embryonalentwicklung zu
einem letalen pranatalen Verlauf aufgrund der gestérten Lungen- und Nierenentwicklung **.

189 sowie der

AulRerdem steuert Greml die Ausbildung der Extremitaten, der Netzhaut
Neuralleiste °. Im adulten Gewebe der Maus und im humanen adulten Gewebe ist Grem1

dagegen nur im geringeren Male exprimiert.

Grem1 weist bei einer Reihe von Erkrankungen eine verstarkte Expression auf. In der Lunge
von Ratten konnte durch eine adenovirale Uberexpression von Grem1 gezeigt werden, dass
es zu einer Aktivierung alveolarer Epithelzellen kam, welche verstarkt proliferierten.
Gleichzeitig trat vermehrt Apoptose auf. Auflerdem war eine reversible Fibrose zu
beobachten **. In einem Krankheitsmodell der Lungenfibrose in Méausen konnte ebenfalls
eine hochregulierte Expression von Grem1 nachgewiesen werden, bei der eine verminderte
Aktivitat BMP abhéngiger Signalwege und eine Verstarkung TGFB abhangiger Signalwege
auftrat. Diese Effekte waren durch eine Behandlung der Mause mit BMP 7 inhibierbar *?*. Im
humanen System wird Greml verstarkt exprimiert in der Lunge bei Patienten mit
idiopatischer pulmonaler Fibrose . Die Beteiligung von Grem1 an fibrotischen Prozessen
ergibt sich auch im Zusammenhang mit Erkrankungen der Niere. So zeigte sich, daf3 sowohl
in murinen als auch humanen mesangialen Zellen unter Einwirkung von hohen Glucose-

4. 71 Dabei konnte im

Spiegeln es zu einer verstarkten Induktion von Greml kommt
humanen Nierengewebe bei Patienten mit diabetischer Nephropathie eine Coexpression von
TGFB-1 und Grem1 nachgewiesen werden, und zwar im Bereich des tubularen Interstitiums.
Dabei wurde Greml1 in renalen Zellen als Downstream Mediator von TGFf-1 nachgewiesen
193 Der Zusammenhang einer erhéhten Expression an Greml in ergab sich auch in der
Behandlung von proximalen tubuldren Endothelzellen mit TGFB-1 '®. Ein weiteres Organ,
welches eine Verbindung mit Fibrose und Grem1 aufweist, ist die Leber. So konnte Boers et
al auch eine verstérkte Expression von Greml als mdglichen Marker fur die Leberfibrose in
vivo in Mausen nachweisen, wohingegen in der Kontrollgruppe der Mause ohne Leberfibrose
nur eine geringe Expression an Grem1 vorhanden war **. Die Interaktionen zwischen Grem1
und Vertretern der TGFB Superfamilie wie TGFB-2 steht auch in Assoziation mit der
Ausbildung eines Glaukoms, wo es zur verstarkten Produktion von extrazellularen
Matrixproteinen durch trabekulare Maschenwerkszellen (TM) und zu weiteren biochemischen

Prozessen kommt, wodurch der Sehnerv irreversibel geschadigt werden kann. Dabei wurde
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eine Hochregulierung an TGFB-2 in TM Zellen unter in vitro Bedingungen beschrieben **'.

Diese Prozesse werden durch Grem1, BMP4 sowie TGFB-2 gesteuert %19,

1.3.5 Wirkungsweise und Expression von Grem1im Her  zen

Die Herzentwicklung ist ein fein regulierter Prozess, bei dem vor allem mesodermale Zellen
durch ihre Ausdifferenzierung innerhalb der Kardiomyogenese sich zu unterschiedlichen
kardialen Zelltypen entwickeln. Dabei kommt es zu einer Migration der mesodermalen Zellen
wahrend der spaten Gastrulation in anterolaterale Bereiche des Embryos. Diese Prozesse
werden durch ein Zusammenspiel von kardiomyogenen Faktoren gesteuert, zu denen die
BMPs und FGFs zéhlen " 3. Grem1 besitzt das Vermégen als BMP Antagonist ebenfalls
den Prozess der Kardiomyogenese zu beeinflussen. Dies wurde durch die Arbeit von Kami
et al ® bewiesen, in der Grem1 das in vitro Ausdifferenzierungsvermégen von embryonalen
P19CL6 Karzinomzellen zu schlagenden differenzierten Kardiomyozyten in einem Modell der
DMSO-induzierten Kardiomyogenese 10-35 fach erhoht. Greml reguliert mit BMP4
zusammen auch die Proliferation von fetalen Vorlauferzellen des humanen Skelettmuskels,

was in einer Studie von Frank et al aufgezeigt werden konnte **.

Die Entwicklung und Funktion des vaskularen Systems ist ebenfalls ein Prozess, in dem die
BMPs eine tragende Rolle spielen. Durch Mutationen in fir BMP Signhalwege kodierenden
humanen Genen konnte gezeigt werden, dass es in diesem Zusammenhang zu
Erkrankungen kommen kann wie vaskularer Dysfunktion oder pulmonaler arterieller
Hypertonie *°. Als Modulator der BMP-abhangigen Signalwege wurde durch verschiedene
Studien gezeigt, dass Greml unter verstarkter Hypoxie und in Patienten mit pulmonaler
arterieller Hypertonie in der Lunge ebenfalls vermehrt exprimiert wird *” *. Des Weiteren wird
Grem1 ebenfalls von Zellen des vaskulédren Systems exprimiert. Dabei konnte nachgewiesen
werden, dass sowohl endotheliale Zellen der Aorta in Mausen, als auch der humanen
Koronararterien unter verstarkten Flussbedingungen Greml exprimieren. Dies kdnnte ein
Hinweis sein auf die mdgliche Beteiligung von Greml in Prozessen wie der Inflammation

oder der Arteriosklerose 2.

Eine weitere kardiovaskulare Erkrankung, bei der eine
Assoziation mit BMP-abh&ngigen Aktivitdten bekannt ist, stellt die Arteriosklerose dar. So
steht eine vermehrte Aktivitdit der BMPs mit einer VergréR3erung von Lasionsbereichen in
Plaques von ApoE’ (Apolipoprotein E) Mausen in Verbindung ***. Bei der Arteriosklerose
kommt es zu zahlreichen Prozessen, bei denen es zum Umbau in den GefaR3strukturen
kommt und bei der viele unterschiedliche Zellklassen beteiligt sind (siehe Kapitel 1.2). Die
glatten Muskelzellen sind dabei vor allem beteiligt am Aufbau der fibrotischen

Plaguestrukturen. Als BMP-Modulator kann Greml diese Vorgange beeinflussen. So
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induziert Grem1 die Proliferation, sowie Migration von VSMC (,Vascular Smooth Muscle
Cells) unter in vitro Bedingungen. Durch eine Uberexpression von Grem1 wird die Apoptose
der VSMC gefordert 1°* 1% Im Rahmen der Pathogenese der Arteriosklerose wandern primér
verschiedene inflammatorische Zellen in die GefalRwand ein. Dieser Mechanismus wird von
zahlreichen Chemokinen und Cytokinen gesteuert. Die Arbeit von Chen et al. *° zeigt, dass
Greml als negativer Modulator die Chemotaxis von Monozyten unter Interaktion mit den

Proteinen Slit 1 und Slit 2 regulieren kann.

Das deutet darauf hin, dass Grem1 auf die Herzentwicklung einen entscheidenden Einfluss
hat. Andere Erkrankungen wie die pulmonale arterielle Hypertonie und fibrotische
Umbildungsprozesse in Organen wie der Lunge, Leber, Niere und dem Auge werden
ebenfalls in Verbindung gebracht mit einer Beteiligung von Greml an der Induktion und
Regulation dieser Prozesse. Als Bindungspartner konnte Grem1 bisher vor allem in den
Kontext der Angiogenese als Regulator von VEGFR2 abhangigen Signalwegen eingeordnet
werden. Eine Uberexpression in Karzinomen unterstreicht dies zudem. Des Weiteren ist

Greml ein Modulator in der Arteriosklerose.

1.4 Ziel der Arbeit

Die KHK steht in den letzten Jahren immer mehr im Fokus der kardiovaskularen
Grundlagenforschung. Dabei ist die Inzidenz der koronaren Interventionen in der Haufigkeit
der auftretenden Sterbefdlle ein Forschungsfeld mit zahlreichen Schwerpunkten. Ein
Ansatzpunkt fur die kardiovaskuldre Behandlung ist dabei eine nicht-invasive Therapieform
der zielgefihrten Behandlung auftretender myokardialer Prozesse. Greml stellt dabei ein
vielschichtiges Protein dar, das als Antagonist BMP/TGF@-abhéngige Signalwege reguliert.
Fur die Ansatzpunkte der arteriosklerotischen Progression stellt zum einen eine préaventive
Suppression von Migrations-, Ausdifferenzierung und Plaqueformation von mononukledren
Zellen eine Rolle. Zum anderen kénnen, die Einwanderung von verschiedenen Zellarten in
der Infarktbereich und die Reperatur- und Umbildungsprozesse im geschéadigten Myokard
moduliert werden. Unsere Arbeitsgruppe konnte im Vorfeld neue direkte Bindungspartner
von Grem1 in vitro identifizieren, namlich MIF und TGF-B1. In der vorliegenden Arbeit soll
anhand von in vitro und in vivo Studien die funktionelle Relevanz der Interaktion von Grem1
mit diesen Proteinen naher analysiert werden. Dabei soll die Antagonisierung von Greml
hinsichtlich MIF-abhangiger arteriosklerotischer Prozesse untersucht werden. Des Weiteren
soll die molekulare Interaktion von Greml und TGFB-1 eingehend im Hinblick auf
myokardiale Inflammations- und Fibrosevorgange evaluiert werden. Eine in vivo
Untersuchung im ApoE™- und Ischamie/Reperfusionsmodells fiir das murine Fusionsprotein

mGrem1-Fc soll als Ansatzpunkt fir eine mdgliche Behandlungsalternative verifiziert werden.
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Langfristig sollen die hier gewonnenen Daten dazu beitragen, neue therapeutische

Strategien zur Behandlung der koronaren Herzerkrankung zu entwickeln.
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2 Material und Methoden
2.1 Protein-biochemische Methoden

2.1.1 Herstellung von Zelllysat fir den Westernblot

RIPA Puffer 150 mM NaCl (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland), 50
mM Tris, 0.1% Tris (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland),
0.5% Natriumdeoxycholat (Applichem, Darmstadt,
Deutschland), 1% Triton X-100 (Sigma-Aldrich, Deutschland),
Proteinase Inhibitor (1:25) (Roche, Mannheim, Deutschland),
pH 8.0, Gel6st in 100 ml ddH,0

Zellfilter (40 pm) Cell strainer, (BD Falcon Biosciences, CA, USA
Gerate:
ELISA Reader Biorad Model 550 (Biorad, Minchen, Deutschland)

Zelllysat von verschiedenen frisch isolierten Zellen (bspw. Monozyten) oder Zelllinien, sowie
den entnommenen Herzen (siehe Kapitel 2.5.4) wurde entsprechend folgenden Angaben
hergestellt. Die Herzen wurden dabei mit einem sterilen Skalpell in kleine Stiicke geschnitten
und dann mittels der Verwendung einer Zellfilters unter Spuilen mit dem RIPA Puffer noch
weiter zerkleinert unter Zuhilfenahme eines Pistills. Die Zellen wurden abgel6st (siehe
Kapitel 2.2.6) und abzentrifugiert (5 min, 1200 rpm). Die Suspension des Herzgewebes
wurde ebenfalls abzentrifugiert. Das Pellet oder die Zellen in den Kulturplatten wurden mit
kaltem RIPA-Puffer resuspendiert und fur 1 h auf Eis lysiert. Das Lysat wurde dann um die
Membranreste der Zellen zu entfernen zentrifugiert (10500 g, 15 min, 4°C) und die
Uberstande wurden abgenommen. Die Proteinkonzentration wurde mittels des BIORAD
Proteinassays bestimmt unter Verwendung des ELISA Readers (Wellenlange: 595 nm flr die
Konzertrationsbestimmung). Als Standard diente BSA (Sigma-Aldrich). Die Lysate wurden

bis zu ihrer Verwendung bei -20°C gelagert oder direkt weiterverarbeitet.
2.1.2 SDS-Gelelektrophorese

Isopropanol (SAV LP, Flintsbach, Deutschland)

10x Laufpuffer: 25 mM Tris-Base (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland)
192 mM Glycin (Applichem, Darmstadt, Deutschland) 0,1 %
(w/v) SDS (Fluka, Taufkirchen, Deutschland) pH 8,5-8,7; Puffer
wird zur Verwendung 1:10 mit ddH20 verdiunnt.

5x Lammli-Lade-Puffer: 6,5 ml 1 M Tris-HCI pH 6,8 (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, (nicht
reduziert) Deutschland) 1 ml Glycerol (Applichem, Darmstadt,
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BenchMark Pre-Stained
Protein ladder

Gelkassette

30 % Acrylamid-Ldsung
1,5 M Trisaminomethan
1 M Trisaminomethan

2-Mercaptoethanol

Deutschland) 2 ml 10 % SDS (Fluka, Taufkirchen,
Deutschland) Krimel Bromphenolblau (Serva, Heidelberg,
Deutschland)

(Invitrogen, Darmstadt, Deutschland)
Novex Cassettes 1,0 mm/1,5 mm, Life Technologies,
Darmstadt, Deutschland)

(Rothiphorese Gel 30, Roth, Karlsruhe, Deutschland)
(Tris-Base, Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland); pH 8,8
(Tris-Base, Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland); pH 6,9

(Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland)

10 % SDS (Sodium-Dodecylsulfat, Fluka, Taufkirchen, Deutschland)
10 % APS (Ammoniumperoxodisulfat, Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland)
TEMED (N,N,N’,N’-Tetramethylendiamin, Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland)
Gerate: Vertikale SDS-Gelapparatur Novex Mini-Cell (Invitrogen,
Darmstadt, Deutschland)
Netzgerat (Gibco, Darmstadt, Deutschland)
15% Gel
Sammelgel
e H,0 3,4 ml
e 1mM TRIS/ HCI pH 6,8 0,625 ml
e Acrylamide/ bis-acrylamide 30% 0,85 ml
* 10% SDS 50 pl
« 10% APS 50 pl
. TEMED 5 ul
Trenngel
* HO 2,3 ml
e 15mM TRIS/ HCI pH 8,8 2,5ml

e Acrylamide/ bis-acrylamide 30% 5 ml

.« 10% SDS 100 pl
«  10% APS 80 l
. TEMED 10 pl
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Durch die SDS-Gelelektrophorese werden die im elektrischen Feld negativ geladenen
Proteine ihrer molekularen GréRe nach aufgetrennt. Zunachst wird das Gel mit der
entsprechen Prozentzahl an Acrylamid vorbereitet und gegossen. Durch die Zugabe von
APS und TEMED wird die Polymerisation des Gels bewirkt, wodurch die beiden
Komponenten direkt vor dem GielRen der Gellésung zugefiigt werden. Nach dem Mischen
der Trenngellbsung wurde sie in eine Gelkassette pipettiert und mit Isopropanol
Uberschichtet und fur 30 min zum Polymerisieren abgestellt. Danach wurde das Isopropanol
abgegossen und die Sammelgellésung auf das Trenngel pipettiert. Den Kamm (10 Taschen,
1,5 mm Dicke)_fir die Geltaschen setzte man vorsichtig ein und das Gel polymerisierte 30
min. Die Proben wurden wahrend dieses Vorgangs vorbereitet, indem sie mit 5x Lammli-
Lade-Puffer 5:1 verdinnt wurden. Die Proben konnten unter reduzierten oder nicht
reduzierten Bedingungen aufgetrennt werden. Wurde die Probe unter reduzierten
Bedingungen aufgetrennt, mischte man den 5x-Lammli-Lade-Puffer zuvor mit 10 % 2-
Mercaptoethanol. Unter nicht reduzierten Bedingungen wurde dem 5x-Lammli-Lade-Puffer
kein 2-Mercaptoethanol zugefligt. Dann wurden die Proben 10 min bei 95°C denaturiert.

Das zuvor gegossene Gel wurde mit den Proben beladen und die Kammer mit 1x Laufpuffer
aufgeflllt. Die Gelelektrophorese erfolgte beim Lauf der Proben durch das Sammelgel bei 80
V und 400 mA fiir ca. 30 min. Beim Ubergang der Lauffront ins Trenngel wurde die Voltzahl

auf 120 erhoht und fir weitere 60 min das Gel aufgetrennt.

2.1.3 Westernblot

Filterpapier Gel-Blotting-Filterpapier; 7,5 cm x 8,5 cm (Whatman, Dassel,
Deutschland)

PVDF Transfermembran 7,5 cm x 8,5 cm (Millipore, Schwalbach, Deutschland)

Methanol (Merck, Darmstadt, Deutschland)

10x Blottingpuffer: 20 mM Tris-Base (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland)
150 mM Glycin (Applichem, Darmstadt, Deutschland) Puffer
wird zur Verwendung mit 20 % (v/v) Methanol versetzt und mit
70 % ddH20 verdinnt.

Gerate: SemiDry Tranfer Cell System (Peglab, Erlangen, Deutschland)
Netzgerat (Gibco, Darmstadt, Deutschland)
Odyssey Infrarot Imaging Scanner (LI-COR Biosciences, Bad

Homburg, Deutschland
Beim Westernblot werden die durch die SDS-Gelelektrophorese aufgetrennten Proteine auf
eine PVDF Membran transferiert. Der Transfer erfolgt hierbei durch ein SemiDry Transfer

Cell System senkrecht zur vorherigen Richtung des Gellaufs. Anfanglich wurde dafir die
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PVDF fir 5 min in Methanol inkubiert. Das Gel und die Filterpapiere werden nach SDS-Page
in kalten frischen Blottingpuffern vorinkubiert. Fir den Transfer wird der Westernblot in dieser
Reihenfolge ausgesehen von der Anode zusammengesetzt: Filterpapier, Membran, Gel und
Filterpapier. Das Vermeiden von Luftblasen ist beim Blotting zu gewahrleisten durch das
Ausstreichen mit einer Pipette nach jeder aufgelegten Schicht. Das Blotting erfolgte bei 10 V
und 110 mA fur 1h und 15 min. Der Nachweis der Proteine auf der Membran erfolgte direkt

darauf durch die anschlieende Immundetektion (siehe Kapitel 2.1.4).

2.1.4 Immundetektion

Blockierungslésung 5 % (w/v) Milchpulver (Bio Milchpulver, fettarm, Heirler,
Radolfzell, Deutschland), Lésung in PBST.

Antikorper: Primare Antikorper: Siehe Tabelle 2.1
Sekundare Antikorper: Siehe Tabelle 2.2

PBS (Phosphate-Buffered Saline, PAA, Pasching, (")sterreich), 2
Tabletten wurden in 1L ddH,O gel6st.

PBST (Waschlosung): Losung von 0,1 % (v/v) Tween 20 (Merck, Darmstadt,
Deutschland) in 1x PBS.

Gerate: Odyssey Infrarot Imaging Scanner (LI-COR, Bad Homburg,

Deutschland)
Schuttler IKA KS 260 basic, (IKA, Staufen, Deutschland)

Die auf die Membran geblotteten Proteine wurden mittels der Immundetektion
nachgewiesen. Durch die Blockierung der Membran werden die unspezifischen
Bindungsstellen blockiert. Dafir wurde die geblottete Membran in 5 %-Milchpulverlésung fir
1 h unter Schatteln inkubiert. Nach dem Blockieren wurde die Membran bei 4°C Uber Nacht
mit dem zugehoérigen Primarantikérper auf einem Rollschiittler inkubiert. Nach erfolgter
Primarantikérperinkubation wurde die Membran dreimal 10 min mit PBST gewaschen, um
nicht festgebundene Priméarantikérper zu entfernen. Darauf wurde die Membran mit dem
Sekundarantikérper fir 1 h bei RT unter Schitteln im Dunkeln inkubiert. Der
Sekundarantikorper ist gegen die Spezies des primaren Antikdrpers gerichtet und mit
Fluoreszenzfarbstoff gelabelt. Im Anschluss an die Sekundarantikdrperinkubation wurde die
Membran dreimal 10 min mit PBST gewaschen und anschlieBend zwischen zwei
Filterpapieren im Dunkeln getrocknet. Die trockene Membran wurde dann mit dem Odyssey

Infrarot Imaging Scanner eingescannt.
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Tabelle 2.1: Primarantikorper fur den Westernblot

Antikorper Verdinnung Spezies Hersteller/Firma
Anti-Gremlin (C- 1:100 Kaninchen, polyklonal Abgent, San Diego,
term) (AP6133a) CA

Anti-MIF 1:100 Ziege, polyklonal R&D Systems,
(AF-289-PB) Wiesbaden,
Deutschland
Anti-Actin (ab1801) 1:1000 Kaninchen, polyklonal Abcam, Cambridge,
UK
Anti-TGFB-1 (V) 1:100 Ziege, polyklonal Santa Cruz
(sc-146-G) Biotechnology
Anti-Collagen | 1:1000 Kaninchen, polyklonal Abcam, Cambridge,
(ab84956) UK
Anti-1gG 1:5000 Ziege, monoklonal Jackson Immuno
(109035098) Research, PA, USA
Anti-Gremlin 1:300 Kaninchen, polyklonal Abcam, Cambridge,
(ab45292) UK
Anti-Collagen | 1:100 Kaninchen, polyklonal Abcam, Cambridge,
(ab84956) UK

Tabelle 2.2: Sekundarantikdrper fur den Westernblot

Antikorper Verdinnung Spezies Hersteller/Firma
Anti- Kanninchen 1:15000 Esel, IRDye 800CW Li-Cor, Bad Hom-
konjugiert burg, Deutschland
Anti-Ziege 1:100 Esel, IRDye 680LT Li-Cor, Bad Hom-
konjugiert burg, Deutschland

2.1.5 Immunpréazipitation (IP)

IP Puffer:

Lysepuffer Stock:
NP 40

Sepharose

2x Lammli-Lade-Puffer:

2-Mercaptoethanol

15mM Tris-Hydrochlorid (2,364g, Roth, Karlsruhe, Deutschland)
155mM NacCl (9,05g, AppliChem, Darmstadt, Deutschland)

1mM EDTA (L6sung,

pH 8, 0,5M, 2ml,

Sigma-Aldrich,

Taufkirchen, Deutschland), 0,005% NaN3 (0,2ml von 25%
Losung, Roth, Karlsruhe, Deutschland) Auflésung unter Zugabe
von 1L ddH20 unter Riihren
IP-Puffer + 1% NP40 + 1x Protease Inhibitor

Igepal CA-630 (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
GE Health Care Protein-G-Sepharose 4 Fast Flow (#170618-

01)

6,5 ml 1 M Tris-HCI pH 6,8 (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, (nicht
reduziert) Deutschland) 1 ml Glycerol (Applichem, Darmstadt,
Deutschland) 2 ml 10 % SDS (Fluka, Taufkirchen, Deutschland)
Kriimel Bromphenolblau (Serva, Heidelberg, Deutschland)
(Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland)
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1,0 mm Gelkassetten Novex 10-20% Tris-Glycine Gel (Life Technologies, Darmstadt,
Deutschland)

Fur die Lysierung von HAEC (human arterial endothelial cells) wurden die pelletierten Zellen
mit 1 ml IP-Puffer vermengt und fir eine Stunde im 4°C Raum auf dem Eppi-Rotator lysiert.
Der Uberstand wurde nach zuvor erfolgter Zentrifugation (14000 rpm, 4°C, 15 min)
abgenommen und in ein neues Eppi Uberfuhrt. Die Proteinkonzentration wurde mittels des
BIORAD Proteinassays bestimmt unter Verwendung des ELISA Readers (Wellenlange: 595
nm fur die Konzertrationsbestimmung). Als Standard diente BSA (Sigma-Aldrich). Fir jede
IP-Probe wurden 500 pg-1 mg/ml Protein eingesetzt in gleichem Verhéltnis mit der
mitgefuhrten Isotyp Kontrolle des Antikdrpers. Fur die Immunprazipitation wurde die
jeweilige Probe mit 5 pg/ml Priméarantikdrper oder der entsprechenden IP Kontrolle fur eine
Stunde inkubiert (4°C unter Rotation). Dabei kommt es zur Bindung des Antikorpers an das
nachzuweisende Protein im Lysat. Dann erfolgte eine Féllung des Antikdrpes/Lysat mit
Sepharose Uber Nacht (4°C unter Rotation). Hierbei wurde das nachzuweisende Protein mit
seinen Interaktionspartnern (Copréazipitate) aus dem Zelllysat préazipitiert. Die Sepharose
wurde=+ vor der Fallung, da sie in 20 % Ethanol geldst ist, mit IP-Puffer dreimal gewaschen.
Das Uber Nacht gefallte Prazipitat wurde dann zentrifugiert (5 min, 14000 rpm) um den
ungebundenen Antikérper aus dem Komplex zu entfernen, zusatzlich mit jeweils 1 ml IP-
Puffer dreimal gewaschen (Zentrifugation: 1-2 min, 14000 rpm) und der Uberstand wurde
verworfen. Die Proben wurden mit zweifachen Probenpuffer (2x Lammli + 5%
Mercaptoethanol) verdinnt und 10 min bei 95 °C aufgekocht um die Sepharose von dem
Proteinkomplex zu trennen. Die Proben wurden dann gelelektrophoretisch aufgetrennt und
mittels Westernblot auf MIF und Gremlin detektiert. Der Nachweis von MIF und TGFbl
erfolgte mit einem 15% ,SDS-Polyacrylamide Gel Electrophoresis (PAGE)" und der von
Gremlin mit einem 10-20% Novex Gradientengel (Invitrogen). Der folgende Westernblot und

die Immundetektion erfolgten wie in den Kapiteln (2.1.2 — 2.1.4) beschrieben.

Tabelle 2.3: Primarantikérper und Isotypkontrollen fur die Immunprazipitation

Antikérper Konzentration Spezies Hersteller/Firma
MIF (N-18) 5 pg/ml Ziege, polyklonal Santa Cruz
(sc-48241) Biotechnology

Gremlin (FL-184) 5 pg/mi Kaninchen, polyklonal Santa Cruz
(sc-28873) Biotechnology
TGFB-1 (V) 5 pg/ml Ziege, polyklonal Santa Cruz
(sc-146-G) Biotechnology

Normal goat 1gG 5 pg/mi Ziege, polyklonal Santa Cruz

(sc-2028) Biotechnology
Normal rabbit IgG 5 pg/ml Kaninchen, polyklonal Santa Cruz
(sc-2027) Biotechnology
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2.1.6 Proteinaufreinigung

1 M Trisaminomethan (Tris-Base, Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland); pH 9,0
Protein-G-Agarose (Thermo Scientific, Rockford, USA)
Protein-G-Bindepuffer (Thermo Scientific, Rockford, USA)

Protein-G-Elutionspuffer (Thermo Scientific, Rockford, USA)

Zur Aufreinigung der produzierten Proteine wurde die Protein-G-Agarose mit je 200 ul pro
Ansatz abzentrifugiert (2700 g, 1 min, 4°C) und der Uberstand verworfen. Nach Gewinnung
der Zellkulturiberstadnde bei der zuvor erfolgten Proteinproduktion (siehe Kapitel 2.2.6)
wurden je 50 ml des Uberstandes mit den pelletierten Protein-G-Agarose Beads vermengt
und Uber Nacht bei 4°C auf dem Rotator mit den Agarose Beads inkubiert. Dadurch kam es
zu einer Bindung des IgG-Teils der produzierten Proteine an die Beads. Am darauffolgenden
Tag wurde die Zellkulturiberstand-Beadslésung zentrifugiert (450 g, 5 min, 4°C) und der
Uberstand verworfen. Das Pellet wurde dann einem dreimaligen Waschschritt mit jeweils 1
ml Protein-G-Bindepuffer unterzogen, dazwischen zentrifugiert (2700 g, 1 min, 4°C). Als
nachster Schritt wurde das Pellet auf Eis mit 200 pl Protein-G-Elutionspuffer fir 5 min
inkubiert. Nach der Inkubation wurde der Uberstand abzentrifugiert (2700 g, 1 min, 4°C) und
mit 1 M Tris (1:20 Verdinnung) neutralisiert. Die Elution, bestehend aus Inkubation,
Zentrifugation und Neutralisierung, wurde sechs Mal durchgefiihrt, wodurch insgesamt
sieben verschiedene Fraktionen des Proteins erhalten wurden. Die Fraktionen wurden darauf

bei -20°C aufbewahrt oder unverziglich dialysiert (siehe nachstes Kapitel).

2.1.7 Dialyse von aufgereinigtem Protein

18-Gauge Needles (Thermo Scientific, Rockford, USA)
Slide-A-Lyzer Buoys (Thermo Scientific, Rockford, USA)
Slide-A-Lyzer Dialysis (Thermo Scientific, Rockford USA),
10K MW Cassettes

Slide-A-Lyzer Syringe (Thermo Scientific, Rockford, USA)

Nach erfolgter Aufreinigung des Proteins wurde eine Dialyse durchgefiihrt. Dazu wurde die
Proteinlosung mit einer Nadel nach Herstellerangaben in die Dialysierungskassette
eingespritzt und mit einer Schwimmbhilfe (Slide-A-Lyzer Buoys) seitlich arretiert. Die Kassette
wurde in ein Becherglas (500 ml) gegeben und unter dauerhaftem Rihren in der PBS-
L6sung Uber Nacht (4°C) inkubiert, um das Lésungsmittel des Proteins des Elutionspuffers
gegen PBS auszutauschen. Das PBS wurde hierbei zweimalig ausgetauscht um keine

Ruckstande des Elutionspuffers als Losungsmittel fir das Protein zu gewéhrleisten. Fir die
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Anwendung des Proteins im Tierversuch war der Austausch des Losungsmittels gegen PBS

von physiologischer Wichtigkeit.

2.1.8 1gG ELISA zur Bestimmung der Proteinkonzentra  tion

Humaner IgG-ELISA (Helvetica Health Care, Geneva, Schweiz)

Die Konzentrationsbestimmung des aufgereinigten Proteins (mGremlin-1-Fc und FclgG2)
erfolgte Uber die strukturelle Komponente des IgG Anteils mit Hilfe des humanen IgG-ELISA.
Des Weiteren wurde der ELISA zur Verifizierung der Phamakokinetik von mGremlin-1-Fc

verwendet. Der ELISA wurde entsprechend der Herstellerangaben verwendet.

2.2 Zellbiologische Methoden
2.2.1 Verwendete Zelllinien und Zellkulturmateriali  en
2.2.1.1 Zellkulturmedien

Ham’s F12-Medium (Biochrom AG, Berlin, Deutschland) ohne L-Glutamin (L-Glut),
mit 1,176 g/l NaHCO3 und 10 mg/l Phenolrot

RPMI 1640 (PAA, Pasching, Osterreich)

EndoPrime Kit EndoPrime Base Medium (500 ml), EndoPrime Supplement

(100x, 5ml), EndoPrime EGF (2,5 ng/ml, 1ml), EndoPrime
VEGF (250 ng/ml, 1ml), EndoPrime FBS (25 ml, 5%)
EndoPrime HS (25 ml, 5%); (PAA, Pasching, Osterreich), +1%
Pen/Strep

Schaumzell-Medium RPMI 1640 (500 ml), P/S (1%, 5ml), NEAA (1%, 5ml), Sodium
Pyruvat (1%, 5ml), Humanes Serum (100 ml, 20%) und direkte

Zugabe von 1% L-Glut bei Benutzung des Mediums

Monozytenmedium: VLE RPMI 1640 Medium, (Biochrom AG, Berlin, Deutsch-land)
+10 % FCS, +1 % Pen/Strep.

CHO (A) lll Medium Gibco (Life Technologies, Darmstadt, Deutschland)

ECV-304 Medium M-199 with Earles salts (500 ml, Invitrogen, Karlsruhe,
Deutschland), (+4% FCS, 2% P/S, 0,38% L-Glut)

MM6-Medium RPMI 1640 (500 ml), 10% FCS, 1% P/S, 1% L-Glut, 1%
Sodium-Pyruvat, 1% NEAA

HCF Medium Fibroblast Growth Medium 3 (500 ml, PromoCell, Heidelberg,

Deutschland), Supplemental Mix: 10% FCS (0,1 mg/ml), Basic
FGF (1 ng/ml), Insulin (5 pg/ml)
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PMEF Medium

Fetales Kélberserum (FCS)
L-Glutamin
Sodium-Pyruvat (100x)
NEAA (100 x)

Trypsin
D-PBS-

D (+)-Glucose
Antibiotika

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) high glucose (4,5
g/L) (500 ml, PAA, Pasching, (")sterreich), 1% L-Glut, 1% P/S,
10% FCS

Fetal Calf Serum, (PAA, Pasching, (")sterreich)

Gibco (Life Technologies, Darmstadt, Deutschland)

Gibco (Life Technologies, Darmstadt, Deutschland)

MEM Non Essential Amino Acids (Gibco, Life Technologies,
Darmstadt, Deutschland)

(PAA, Pasching, Osterreich)

(Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline, PAA) ohne Calcium,
Magnesium und Phenolrot

(Merck, Darmstadt, Deutschland)

Penicillin/Streptomycin (Pen/Strep; PAA, Pasching, Osterreich)
Zeozin (Invitrogen; Life Technologies, Darmstadt, Deutsch-land)

Hygromycin (Calbiochem; Merck, Darmstadt, Deutschland)

Alle verwendeten Medien und Ldsungen fir die Zellkultur wurden bei 4°C gelagert und unter

sterilen Bedingungen verwendet. Die Arbeit erfolgte ebenfalls nur unter sterilen Bedingungen

unter Verwendung einer Clean bench. Die Kultivierung der Zellen erfolgte in einem
Brutschrank (37°C, 5 % Kohlendioxid).

2.2.1.2 Zelllinien

HAEC Human Aortic Endothelial Cells, (GIBCO Invitrogen cell culture,
Life Technologies Corporation, Carlsbad, USA)

HUVEC Human umbilical vein endothelial cells

ECV-304 human urinary bladder carcinoma cells, Morphologie: Epithel

MM-6 Mono Mac 6 Zelllinie, monozytére leukamische Zelllinie

PMEF Primary Mouse Embronary Cells, (Merck Millipore, Billacore,
USA)

HCF Human Cardiac  Fibroblasts, (PromoCell, Heidelberg,
Deutschland)

2.2.2 Isolierung von humanen Monozyten aus Vollblut (Buffy coats oder CPDA

Monovetten)

Ficoll-Paque (Ficoll-PaqueTM PLUS, GE Healthcare Bio-Sciences AB, Upp-

sala, Schweden)
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8,5 ml CPDA S-Monovetten (Citrate Phosphate Dextrose Adenine, Sarstedt, Numberg,
Deutschland)

PBS (Phosphat Buffered Saline, PAA, Pasching, Osterreich)
Monozytenmedium siehe Kapitel 2.2.1.1
Turkslosung (Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland)

Die Isolierung von humanen Monozyten erfolgte unter Verwendung von buffy coats oder
einer direkten Abnahme von Vollblut von gesunden Spendern in CPDA Monovetten. Die
buffy coats wurden bei der Transfusionsmedizin des Universitatsklinikums Tilbingen im
Voraus bestellt. Nach Abnahme des Bluts in die CPDA Monovetten wurde das Blut 1:2 mit
PBS verdinnt. Wenn buffy coats verwendet wurden, wurden die Beutel aufgeschnitten, das
Blut in 75 cm? Zellkulturflachen transferiert und mit PBS auf 120 ml aufgefiillt. Darauf wurden
20 ml Ficoll-Paque vorgelegt und mit 30 ml Blut langsam Uberschichtet, wodurch zwei
Schichten entstanden. Dann wurde das Blut zentrifugiert (900 g, 17 min, ohne Bremse, RT)
und in drei Schichten aufgetrennt. Die untere Schicht enthalt Erythrozyten, die weililiche
Intermediarschicht besteht aus Monozyten, Lymphozyten und Granulozyten und die obere
Schicht enthalt das Plasma. Die Intermediarschicht wurde vorsichtig abgenommen und mit
PBS einem zweimaligen Waschschritt unterzogen (500 g, 10 min, RT). Der Uberstand wurde
verworfen. Das Pellet wurde in 20 ml Monozytenmedium resuspendiert und in einer
Zellkulturflasche ausgesét. Die Inkubation erfolgte tUber Nacht, wodurch die Monozyten
adhérieren konnten. Am darauf folgenden Tag wurden die Monozyten mit PBS gewaschen
um die nicht adharent gewordenen Zellen zu entfernen. Dann wurden die Zellen trypsiniert,
in Monozytenmedium Uberfiihrt und abzentrifugiert (400 g, 10 min, RT). Das Zellpellet wurde
mit Monozytenmedium resuspendiert und die Zellzahl wurde bestimmt. Die Zellen wurden
mit Tdrkslésung (1:10 Verdiinnung) angefarbt und in der Neubauer-Zahlkammer ausgezahilt.

Die Zellzahl der Monozyten wurde fur die einzelnen Versuchen gemal eingestellt.

2.2.3 Isolierung von murinen Monozyten aus der Milz
PBS (Phosphat Buffered Saline, PAA, Pasching, Osterreich)
Zellfilter (40 pm) Cell strainer, (BD Falcon Biosciences, CA, USA)

Ammoniumchloridlésung (Stemcell Technologies SARL, Grenoble, Frankreich)

Mause wurden artgerecht laut Tierschutzgesetz geopfert und die Milz wurde steril extrahiert.
Fur die Zerkleinerung des Milzgewebes wurden Zellfilter (cell strainer) mit einer Porengrol3e
von 40 um verwendet. Diese wurden auf ein 50 ml Falcon R6hrchen aufgesetzt und mittels
eines sterilen Pistills wurde das Milzgewebe durch den Filter gedriickt. Der Filter wurde dann

mit 10 ml PBS gespiilt um das gesamte Gewebe durch den Filter spilen zu kénnen. Darauf
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folgte eine Zentrifugation (900 g, 15 min, RT) und der Uberstand wurde verworfen. Um die
Erythrozyten zu entfernen wurde das Pellet einer Erylyse unterzogen. Dabei wurde das
Pellet in Ammoniumchloridldsung resuspendiert, funf min bei 4°C inkubiert und abschliel3end
zentrifugiert (500 g, 10 min, RT). Das Pellet wurde in Monozytenmedium resuspendiert und
in einer 30 cm? Petrischale ausgesat. Am néchsten Tag wurde der Uberstand abgenommen,
die adharierten Zellen einmal mit PBS gewaschen und trypsiniert. Nach einer Zentrifugation
(400 g, 10 min, RT) wurden die Monozyten in der Neubauer-Kammer (Anfarbung in
Turkslosung in einer 1:10 Verdinnung) gezéahlt und dann 50000 Zellen pro Well in einer 96
Well Platte ausgesat. Je nach gewlnschtem Assay wurden die Zellen einer
Ausdifferenzierung zu Makrophagen oder Schaumzellen unterzogen. Dabei wurden die
Zellen in Monozytenmedium ausgesat und fir acht Tage bei 37°C inkubiert. Die

Schaumzellbildung war in diesem Zeitraum abgeschlossen.

2.2.4 Generierung einer humanen Makrophagen-/Schaum  zellkultur

acLDL (Human acetylated Low Density Lipoprotein), (KALEN
Biomedical, Montgomery Village, USA)

Schaumzellmedium siehe Kapitel 2.2.1.1, frische Zugabe von 1% L-Glutamin zum
Medium vor Gebrauch

96 well Platten Corning, Costar cell culture plates, (Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland)

Monozyten wurden unter Verwendung des Ficoll-Paque isoliert (siehe Kapitel 2.2.2). Die
Zellsuspension wurde auf eine Zellzahl von 50000 Zellen in 150 pl eingestellt und die
Monozyten wurden in 96 well Platten ausgesat. Am nachsten Tag wurde das
Monozytenmedium gegen Schaumzellmedium ausgewechselt. An Tag vier nachdem die
Zellen ausgeséat wurden, gab man 80 ug/ml acLDL pro well zu den Zellen hinzu. Parallel
konnten die Monozyten auch durch Zugabe von isolierten Thrombozyten angefittert werden.
Durch das serumhaltige Medium, sowie den enthaltenen Zuséatzen und dem acLDL kommt
es zu einer Ausdifferenzierung der Monozyten in Makrophagen und abschlieend in
Schaumzellen. Der Entwicklungsprozess der Zellen zu Makrophagen oder Schaumzellen
konnte hierbei mikroskopisch Uberwacht werden und der entsprechende funktionelle Assay

dann durchgefuhrt werden.

2.2.5 Isolierung von humanen Thrombozyten aus Vollb  lut
20 ml Spritzen (Braun, Melsungen, Deutschland)
Membranadapter fur Spritzen (Sarstedt, Nurnbrecht, Deutschland)

Kantlen (Sarstedt, Nurnbrecht, Deutschland)
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ACD-Puffer 12,5 g Nas-Citrat (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland),
6,82 g Citronenséaure (Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland), 10 g Glucose (Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland), Zugabe von 500ml ddH,O, mit NaOH auf pH
4,69 einstellen, sterilfiltrieren, bei 4°C aufbewahren

Tyrodes 10x 80 g NaCl (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) 10,15 g
NaHCO; (Merck, Darmstadt, Deutschland) , 1,95 g KCI (Merck,
Darmstadt, Deutschland), Zugabe von 1000ml ddH,0,
sterifiltrieren, bei 4°C aufbewahren

Tyrodes pH 7,4

+ 0,1% BSA/Glucose 0,2 g BSA (Bovine Serum Albumin, Applichem, Darmstadt,
Deutschland), 0,2 g Glucose (Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland), 20ml Tyrodes 10x, Zugabe von 180ml ddH,0,
mit HEPES (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) auf pH
7,4 einstellen, sterilfiltrieren

Tyrodes pH 6,5 + 0,1% BSA/Glucose
150ml Tyrodes pH 7,4, 0,1% BSA, 0,1% Glucose, mit 1N HCI
auf pH 6,5 einstellen, sterilfiltrieren

Gerate:

Sysmex (Sysmex GmbH, Norderstedt, Deutschland)

Es wurden je 10 ml abgenommenes Blut direkt aus der Spritze in ein 15 ml Falcon landsam
transferiert. Die Falcons wurden zentrifugiert (1000 U/min, 20 min, RT, ohne Bremse). Dabei
setzte sich plattchenreiches Plasma ab, das mit einer Transferpipette abgenommen wurde
und in ein 50 ml Falcon transferiert wurde. Das Plasma wurde dann mit Tyrodes pH 6,5 auf
35 ml aufgefillt und zentrifugiert (2100 U/min, 10 min, RT, mit Bremse). Der Uberstand
wurde dann verworfen und das Pellet in 500 pl Tyrodes pH 6,5 aufgenommen und mit der
gleichen Menge Tyrodes pH 7,4 neutralisiert. Die Zahl der Thrombozyten wurde am Sysmex

bestimmt (1:10 Verdlinnung mit Tyrodes pH 7,4).

2.2.6 Flp-In ™-CHO Zellen und Flp-In ™ CHO-mGrem1-Fc Zellen

Fiur die Proteinproduktion wurde die Flp-In™-CHO Zelllinie (Chinese Hamster Ovary,
Invitrogen) benutzt. Die Flp-In™-CHO Zellen wurden in 75 cm?Zellkulturflaschen in 15 ml
Ham’'s F12-Medium (+ 2 mM L-Glutamin, + 100 pg/ml Zeozin, +1% P/S, +10% FCS)
kultiviert. Nachdem die Zellen konfluent waren, wurde fir die Subkultivierung das Medium
abgesaugt, die Zellen mit PBS- gewaschen und mit 5 ml 0,05% Trypsin fir 3 min bei 37 °C

inkubiert. Dann wurde mit Medium neutralisiert und 5 min bei 300 g zentrifugiert. Der

29



Uberstand wurde verworfen und das Pellet in Medium resuspendiert. Die Zellsuspension
verteilte man dann auf neue Zellkulturflaschen und fullte diese auf 15 ml Medium auf.

Die Flp-InTM-CHO Zellen wurden mit mGremlin-1-Fc stabil transfiziert. Diese Arbeit wurde
von Herrn Dr. med. Marius Stang im Rahmen seiner Doktorarbeit durchgefuihrt. Die Zellen
wurden in 75 cm?®Zellkulturflaschen mit je 15 ml Ham’s F12-Medium mit Zusatz von 2 mM L-
Glutamin, 500 pg/ml Hygromycin, 1% P/S und 10% FCS kultiviert. Die Subkultivierung wurde
wie bei den Flp-InTM-CHO Zellen durchgefihrt.

Fir die Proteinproduktion (mGremlin-1-Fc) wurden 3x10° Zellen in eine 175 cm?
Zellkulturflasche in 20 ml Ham’'s F12-Medium ausgesat. Am nachsten Tag wurde das
Medium entfernt und die Zellen wurden mitt PBS gewaschen, um serumfreie Bedingungen
fur die Proteinproduktion gewahrleisten zu koénnen. Die Proteinproduktion erfolgte in
serumfreien CHO (A) IlI- Medium (+4 mM L-Glutamin, + 10 ml P/S, + 4,5 g Glucose) flur
sieben Tage bei 37 °C im Brutschrank. Dabei gaben die Zellen in den Uberstand das
produzierte Protein ab. An Tag 8 wurden die Uberstande mit dem darin enthaltenen Protein
geerntet und hierfiir 10 min bei 900 g zentrifugiert. Dann wurde der Uberstand in ein neues
Falcon pipettiert, das Protein aufgereinigt (siehe Kapitel 2.1.6) oder bei -20°C zur spateren

Proteinaufreinigung eingefroren.

2.2.7 Stabile Transfektion zur Herstellung der Zell  linie Flp-In ™ CHO-mGremlin-1-Fc

Ham’s F12-Medium (Biochrom AG, Berlin, Deutschland)
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, PAA, Pasching,
Osterreich) mit stabilem Glutamin und 4500 mg/I D-Glucose

Lipofectamin 2000 (Invitrogen; Life Technologies, Darmstadt, Deutschland)

Diese Arbeit wurde von Herrn Dr. med. Marius Stang im Rahmen seiner Doktorarbeit
durchgefiihrt. Es wurden fiir die stabile Transfektion 6x10° Flp-In"™-CHO Zellen in einer 6-
well Platte ausgeséat und tber Nacht in Medium ohne Antibiotikum kultiviert. Nach 24 h waren
Zellen zu 70 _% konfluent. Fur die Transfektion wurden zwei unterschiedliche Ansétze
vorbereitet. Dazu wurden erstens 4 ug Plasmid-DNA, welche sich aus 3,5 ug pOG44 und 0,5
Mg der gewlnschten DNA zusammensetzt, mit 250 yl DMEM Medium vermischt. Zweitens
wurden 10 pl Lipofectamin 2000 mit 250 yl DMEM vermischt. Beide Anséatze wurden einzeln
funf min und dann vermischt und fir 20 min bei RT inkubiert. Nach erfolgter Inkubation
wurde der Tranfektionsansatz zu den Zellen in Tropfen zupipettiert und durch Schwenken
der Platte gut mit den Zellen vermischt. Die Transfektion wurde fur 6h bei 37°C inkubiert.

Das Medium wurde dann nach abgelaufener Zeit abgenommen und neues Medium (3 ml)
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ohne Antibiotikum zugegeben. Am nachsten Tag wurden die Zellen trypsiniert und in Medium
mit Antibiotikum in 30 cm*-Petrischalen ausgeséat. Nach 24 h wurden 500 pg/ml Hygromycin
zum Medium hinzugegeben, um die Zellen aufgrund ihres Resistenzgens auf den
integrierten Vektor hin zu selektieren. Die CHO-Zellen, welche die erforderliche DNA
aufgenommen hatten, wurden positiv selektiert. Alle anderen Zellen starben ab, die negativ
transfiziert wurden. Wahrend des Selektionsprozesses wurde zweimal wdchentlich das
Medium gewechselt. Durch die Verwendung des Flp-In-Systems wurden positive Klone
erzeugt, die als stabile Zelllinie das mGremlin-1-Fc exprimieren. Vor Benutzung der Klone
zur Proteinproduktion wurden diese auf die Akkumulation des gewtinschten Genprodukts hin

getestet.

2.2.8 Isolierung von RNA aus Zellen

RNA-Later Solution (Ambion, Texas, USA)
RNeasy Kit (Qiagen, Venlo, Niederlande)
Cell-Scraper (Zellschaber), (Cole-Parmer, lllinois, USA)
18 mm Blattbreite

Es wurden Monozyten aus buffy coats isoliert (siehe Kapitel 2.2.2). Die Zellen wurden in 6-
well Platten kultiviert. Innerhalb unterschiedlicher Zeitpunkte wurden die Zellen mit jeweils 3
ml PBS (pro Well) gewaschen und dann mit 1,5 ml ,RNA-Later* Lésung inkubiert, um die
RNA zu stabilisieren. Die Zellen wurden mit einem Zellschaber vom Boden der Wells geldst
und dann in ein Eppi gegeben und zentrifugiert (finf min, RT, 20 000 g). AbschlieRend wurde
der Uberstand verworfen. Die mRNA aus den Monozytenpellets wurde unter Nutzung des
RNeasy Kits von Qiagen laut Herstellerprotokoll isoliert. Die mRNA-Konzentration wurde

gemessen (siehe Kapitel 2.3.4) und dann bei -20°C aufbewahrt.

2.3 Molekularbiologische Methoden

2.3.1 Plasmidherstellung und Klonierung

Das Fusionsprotein mGremlin-1-Fc (mGrem1-Fc) wurde von Herrn Dr. rer. nat. Christoph
Leder designed und von Herrn Dr. med. Marius Stang und der Firma Medigenomix
(Ebersberg, Deutschland) kloniert. Als Vektor diente pCDNAS/FRT (Invitrogen). Die
gesamte Plasmidherstellung sowie Klonierung des Fusionsproteins mGrem1-Fc sind in der
Doktorarbeit von Herrn Dr. med. Marius Stang ausfilhrlich beschrieben '*. Die

Aminoséauresequenz des Fusionsproteins ist in Abbildung 2.1 dargestellt.
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VECPPCPAPPVAG PSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVE
VHNAKTKPREEQFNSTFRVVSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPAPIEK TISKTKGQ
PREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKT TPPMLDSD
GSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK GGGGSGGGGSG
GGGSLVPRGSKKKGSQGAIPPPDKAQHNDSEQTQSPPQPGSRTRGRGQGRGTAMPG
EEVLESSQEALHVTERKYLKRDWCKTQPLKQTIHEEGCNSRTINRFCYGQ CNSFYIPRHI
RKEEGSFQSCSFCKPKKFTTMMVTLNCPELQPPTKKKRVTRVKQCRCISID LD

-C

Abbildung 2.1: Aminosauresequenz des murinen Fusion sproteins mGremlin-1-Fc.
(Blau: Sekretionssignal (Igk-Leader), Rosa: 1gG-Fc, Grun: Thrombin-Schnittstelle, Orange:

mGremlin-1

Das Plasmid pCDNAS/FRT-mGrem1-Fc ist in Abbildung 2.2 gezeigt. Das Plasmid steht unter
der Kontrolle des CMV Promotors.

5
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Pme | hlgG- Leader
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5137 bp BstX | /|Fse | 1
EcoR V \ Faktor Xa
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Not | hlgG4-Fc
Xho |
Apa | \
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Abbildung 2.2: Aufbau des Plasmids pCDNA5/FRT-mGrem  lin-1-Fc (siehe Quelle: **%)

Fur die Amplifikation wurden kompetente Escherichia coli DH5a (Stratagene) mit dem

Expressionsvektor transformiert und anschlieRend das Plasmid mittels des Midi Prep Kit
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(Qiagen) isoliert. Das produzierte Konstrukt wurde der Firma Eurofin MWG Operon
(Deutschland) zur DNA Sequenzierung geschickt, um die sequentielle Richtigkeit des
Konstrukts bei der erfolgten Klonierung sicherstellen zu kénnen. Das hergestellte Plasmid
wurde dann in CHO-Zellen stabil transfiziert und als Protein produziert (siehe Kapitel 2.2.7
und 2.2.6).

2.3.2 Isolation von RNA aus murinen Arterien und He  rzen

Lysepuffer 1 Tablette Protease Inhibitor (Protease inhibitor cocktail tablets,
complete EDTA-free, Roche, Mannheim, Deutschland), +12 ml
IP-Puffer, + 132 pl Nonidet P40 Substitute (Fluka, Taufkirchen,
Deutschland) Endkonzentration 1%, + 132 pl Igepal CA-630
(Sigma-Aldrich, Taufkirchen. Deutschland) Endkonzentration
1%. auf Eis stellen

Trizol Reagent (Gibco, Life Technologies, Darmstadt, Deutschland)

Chloroform (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland )

Roti-Phenol/Chloroformlésung (Roth, Karlsruhe, Deutschland)

Nuclease-freies Wasser (Promega, Reverse Transkriptase Kit, Mannheim, Deutschland)

Die RNA aus Herzen von Wildtyp- (C57BL/J6), 2d und 7d Tieren (Ischamiemodell) sowie
kontrolloperierten Tieren (sham operated) wurden extrahiert. Die Herzen wurden von jeweils
zehn und zwolf Wochen alten Mausen verwendet. Die myokardiale Ischamie wurde induziert
durch Ligatur der LAD (left anterior descending artery, siehe Kapitel 2.5.2). Dabei wurden die
Herzen in sterilen Eppis mit Stickstoff kurz schockgefroren und darauf mit einem Pistill in
kleine Stiicke zerkleinert. Dann wurden die Herzen in jeweils 500 pl Lysepuffer 60 min bei
4°C auf den Eppirotator inkubiert. Dann wurde 800 pl Trizol zugegeben und fur 10 min bei
RT unter vortexen inkubiert. Es wurden darauf 200 ul Chloroform dazugegeben und kurz
gevortext und fir 10 min bei RT inkubiert. Nach einer Zentrifugation (10 min, 10000 rpm,
4°C) wurde der wassrige Uberstand abpipettiert und in ein neues Eppi tberfihrt mit
anschlie3ender Zugabe von 800 ml Roti-Phenol/Chloroformlésung. Die Eppis wurden wieder
gevortext und 2 min bei RT inkubiert. Nach einer weiteren Zentrifugation (10 min, 10000 rpm,
4°C) wird der farblose Uberstand abgenommen und im gleichen Volumen Isopropanol
zugegeben mit einer 30 min Inkubation auf Eis. Eine Zentrifugation (10 min, 14000 rpm, 4°C)
und eine darauf folgende Abpipettierung des Isopropanols schliesst die RNA Isolierung ab.
Das Pellet wird bei RT 30 min getrocknet und dann in 30 pl RNase-freien Wasser geldst und

bis zur Verwendung bei - 80°C gelagert.
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2.3.4 Konzentrationsbestimmung der RNA

Gerate: nanodrop 2000c (Thermo Scientific, NanoDrop products, Wilmington, USA)

Durch die photometrische Messung mit Hilfe des nanodrops wurde die Konzentration der
MRNA bestimmt. Das Extinktionsmaximum der RNA liegt bei 260, daher wird bei dieser bei
einer optischen Dichte von 260 gemessen. Der Koeffizient aus OD260/0D280 spiegelt die
Reinheit der RNA wieder. Wenn eine Verunreinigung der RNA mit Proteinen vorliegt, wird
dies bei einer OD 280 aufgezeigt, da Proteine dort eine verstarkte Absorption aufweisen. Bei
einer reinen Isolierung der RNA liegt der Koeffizientswert zwischen 1,8 - 2,0. Bei der RNA
Messung mit dem nanodrop kann diese direkt ohne vorherige Verdiinnung der RNA erfolgen.
Als Leerwert wird vor jeder Messung einmal als blank ddH20 verwendet, welches vorher im
letzten Schritt im Isolierungsprotokoll benutzt wurde. Dazu wurde im nanodrop auf die
Messoberflache 1 ul Lésung pipettiert und das Programm (Nanodrop 2000) mafR3 die OD bei
260 nm und 280 nm. Danach wurden der Messkopf und die Messoberflache mit einem Tuch
gereinigt. Dann erfolgte die Messung der RNA, wobei ebenfalls 1 pl der RNA Lésung
aufgetragen wurden und bei den bereits erwdhnten Wellenlangen wurde die OD gemessen.
Die Konzentration wurde im Gerdt direkt bestimmt und bereits angezeigt unter
Berucksichtigung des Abzugs des Leerwerts. Die Angabe der Konzentration erfolgte in

[ng/ml].

c[RNA] = OD260 x 40 pg/ml x Verdinnungsfaktor

2.3.5 cDNA-Synthese

(IMIIProm Reverse Transkriptase synthesis Kit, Promega, Mannheim, Deutschland).

DNase | (Roche, Mannheim, Deutschland)

Es wurde von der isolierten RNA 200 ng (Monozyten) oder 200 ng (RNA aus Herzen) in
cDNA umgeschrieben. Zuvor wurde ein DNase Verdau durchgefiihrt. Dabei wurde 1 pl
DNaset mit 9 pl RNA vermischt und dann im PCR-Cycler fir 40 min inkubiert (30 min 37°C,
10 min 75°C). Die 10 pl aus dem DNase-Verdau wurden mit 100 ng Primer (Oligo(dT)) in ein
Eppi pro Ansatz gegeben. Pro Ansatz wird die cDNA Synthese wie folgt zum Mastermix

vermischt zusammen mit Primer und RNA:
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RNA+ Primer 11l

ImPromll 5x Reaction Buffer 4 pl
MgCI2 (7 mM) 1l
dNTP Mix 1pl
Recombinant RNasin Ribonuclease 0,5 pl
Inhibitor

ImPromll Reverse Transkriptase 1 pl

20 ul gesamt pro Probe
Alle Proben werden auf Eis pipettiert. In Tabelle 2.4 ist ersichtlich welches Programm

verwendet wurde fir die cDNA Synthese.

Tabelle 2.4: Programm fur die cDNA-Synthese
Phase 1 | Phase 2 Phase 3

90 min 15 min 60 min
4°C 70°C 4°C

2.3.6 Polymerasekettenreaktion (PCR) von murinem Ge  webe und humanen Monozyten

Die cDNA wurde verwendet in der semiquantitativen PCR Analyse fir den Nachweis der MIF
und Gremlin-1 Expression. Als interne Kontrolle wurde Aldolase benutzt. Die PCR wurde mit
20 ng der cDNA durchgefiihrt unter Benutzung der Taq DNA Polymerase (Promega) fur ein
Zyklusintervall von 24 bis 35 Zyklen (1 min bei 95°C, 1 min bei 60 bis zu 65°C, und 1 min bei
72°C). Die Primerpaare wurde so gewahlt, dass sie Intron-/Exon- Grenzen flankierten um die
Mdglichkeit der Amplifikation von genomischer DNA auszuschliel3en. Die Primersequenzen

der murinen und humanen Primerpaare sind in Tabelle 2.5 dargestellit.

Tabelle 2.5: Liste verwendeter Primer (human) fird ie PCR

Primer Sequenz

hMIF forward 5"-CTCTCCGAGC TCACCCAGCAG-3
hMIF reverse 5-CGCGTTCATGTCGTAATAGTT-3"
hGremlin-1 forward 5 -GTATGAGCCGCACAGCCTACA-3
hGremlin-1 reverse 5-CTCGCTTCAGGTAT TTG CGCT-3
hAldolase-b forward 5-GCCACTTCTCAACCTCAATGC-3
hAldolase-b reverse 5-TCTCCTTCCCAACCTACCAC-3".
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2.3.7 Nachweis des PCR-Produkts mittels Elektrophor  ese im Agarosegel

10x TBE-Puffer: 108 g Tris-Base (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) 55 g
Borsaure (Merck, Darmstadt, Deutschland) 4 ml 0,5 M EDTA,
pH 8,0 (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) werden mit
ddH20 auf 1 Liter aufgefullt. Der Puffer wird fir den Gebrauch
1:10 verdinnt.

Agarose (Gibco, Life Technologies, Darmstadt, Deutschland)
10 mg/ml Ethidiumbromid  (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland)

100 bp, 1 kb benchtop (Promega, Madison, USA)

DNA ladder

Gerdte:

horizontale Gelapparatur (Peqlab, Erlangen, Deutschland)

Stromquelle

Um Spuren von Verunreinigungen zu beseitigen, wurden die Apparaturen fur die
Gelelektrophorese im Vorfeld mit Ethanol gereinigt. Nach erfolgter PCR wurden die Proben
bis zum Gellauf bei 4°C gelagert. Fur die Auftrennung des PCR-Produkts wurde ein 2 %
Agarosegel gegossen. Dazu wurden 2 g Agarose in 200 ml TBE-Puffer in der Mikrowelle (4
min; 700 Watt) erhitzt. Das flissige Gel wurde in die Gelapparatur gegossen, wohin vorher
die Gelkdmme eingesetzt wurden. Das Gel war nach einer Zeit von 30 min vollstindig
polymerisiert. Als Laufpuffer wurde TBE-Puffer benutzt, der in die Gelapparatur eingefillt
wurde, sodass das Gel gut mit Puffer bedeckt war. Es wurden 20 pl des PCR-Produkts auf
das Gel aufgetragen und bei einer Spannung von 80 V ca. 30 min aufgetrennt. Als Marker
diente je nach Grof3e des Produkts entweder der 100 bp oder 1 kb Marker, von dem 5 pl
aufgetragen wurden. Anschlie@Rend wurde das Agarosegel 15 min in einem
Ethidiumbromidbad inkubiert und gefarbt. Das Resultat wurde unter UV-Licht sichtbar

gemacht und mittels des Quantum-capt Programms fotografiert und bearbeitet.

2.3.8 RT-PCR
Absolute Blue SYBR Green Kit (Thermo Scientific, Waltham, USA)
Gerate:

Light Cycler 480 System (Roche , Mannheim, Deutschland)

Bei der RTPCR wird wie bei der urspringlichen Polymerasekettenreaktion Nukleinsaure

vervielfaltigt. Bestimmte DNA Farbstoffe wie SYBR Green werden wahrend der RTPCR in
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die Doppelstrange der DNA eingelagert, wobei die Zunahme des Emissionsspektrums der
Farbstoffe proportional zur amplifizierten DNA Menge ist. Als interne Kontrollen werden in
der RTPCR sogenannte Housekeepinggene eingesetzt, welche in allen Proben gleich stark
exprimiert werden. Die in den vorherigen Kapiteln gewonnene cDNA wurde zur RT-PCR
benutzt. Dazu wurden 5 pl cDNA (10 ng/ul) eingesetzt und mit 20 pl der folgenden Mischung
(Tabelle 2.6) in eine 96-Well Platte pipettiert.

Tabelle 2.6: RT-PCR Ansatz der murinen Herzproben

Chemikalien Menge

gPCR Mastermix 10 ul

plus

Primer (forward) X pl

Primer (reverse) y ul

ddH,O 10 ul—(x+vy)

Tabelle 2.7: Liste verwendeter Primer (murin) fird ie RTPCR

Primer Sequenz

m [3-Aktin forward 5’ACCTCCAACACCCCAGCCATG-3'

m [3-Aktin reverse 5'GCTCGGTCAGGATCTTCATGAGG-3"
mGrem1 forward 5’ACAGCGAAGAACCTGAGGAC-3
mGrem1l reverse 5 CAGCTGTTGGCAGTAGGGTC-3

Die Platte wurde zum Entfernen von Luftblasen zentrifugiert (5 min, 3000 g) und dann mittels
des Light Cyclers amplifiziert. Um das Enzym zu Beginn der PCR zu aktivieren, wurden die
Probe 2 min auf 50°C erhitzt und anschlief3end fir 10 min bei 95°C inkubiert. Dann erfolgte

die Amplifikation Gber 40 Zyklen nach dem in Tabelle 2.8 gezeigten Programm.

Tabelle 2.8: RTPCR Programm
Phase 1 Phase 2 Phase 3
15s95°C 30 s 60°C 10s72°C
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2.4 Funktionalle Assays

2.4.1 Dynamische Adhasion unter Flussbedingungen (F  lusskammer)

BSA (Bovine Serum Albumin), Albumin solution from bovine serum,
30% in DPBS (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland)

70 % Ethanol (Merck, Darmstadt, Deutschland)

humanes Gremlin-1 rekombiantes Protein, (R&D  Systems,  Wiesbaden,

Deutschland)

humanes MIF (Macrophage migration inhibitory factor), rekombiantes Protein,
(R&D Systems, Wiesbaden, Deutschland)

humanes TNF-a (Tumor Nekrose Faktor alpha) rekombinantes Protein, (tebu-
bio, Offenbach, Deutschland)

humanes IFN-y (Interferon  gamma) rekombinantes Protein, (tebu-bio,
Offenbach, Deutschland)

Gelatine 2% Gelatine solution, (Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim,

Deutschland)

Deckglaser @ 25 mm (Glaswarenfabrik Karl Hecht KG, Sondheim,
Deutschland)

Discofix 3C3sc (Braun, Melsungen, Deutschland)

Original Perfusor (Braun, Melsungen, Deutschland)

Syringe (50 ml)

Gerate:

Perfusor® Fm (Braun, Melsungen, Deutschland)

Flusskammersystem Flow chamber system FCS 1c (pro vitro, Berlin, Deutschland)
Video Disk Reader VDR 3000 (Data Video Technologies, Utrecht, Niederlande)

Es wurde die Adhasion von humanen Monozyten der Zelllinie Mono Mac 6 (MM6) unter
dynamischen Bedingungen im Flusskammersystem untersucht. Dabei erfolgte eine
Perfusion der Zellen tber Glasplattchen, die mit ECV-304 Zellen bewachsen waren. Dafur
wurden die Glasplattchen zunadchst mit 70% Ethanol gewaschen und anschlie3end
getrocknet und in 6-Well Platte transferiert. Die Glasplattchen und die Wells wurden fur das
Experiment mit 0,2% Gelatine beschichtet, um ein besseres Anwachsen der ECV-304 Zellen

zu gewabhrleisten. In jedes Well wurden 0,5x10° ECV-304 Zellen ausgesét tiber Nacht in
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M-199 Medium mit Zusatzen (siehe Kapitel 2.2.1.1) kultiviert, sodass das gesamte
Glasplattchen eine Konfluenz an Zellen aufwies. Die ECV-304 Zellen wurden dabei stimuliert
oder blieben als Kontrolle vollkommen unbehandelt. Fir eine Aktivierung der ECV-304 Zellen
wurde eine alleinige Stimulierung mit 50 ng/ml TNF-a und 25 ng/ml INF-y fur 6h bei 37°C
durchgefuhrt. Des Weiteren wurden die Zellen auf3erdem mit 50 ng/ml MIF fir 4,5h stimuliert
oder in einem Doppelansatz fur 3,5h zusatzlich mit 2 pg/ml Gremlin. Die ECV-304 Zellen
waren dabei entweder unter aktivierten Bedingungen, wobei die Stimulierung immer mit

TNF-a + INF-y erfolgte und zuséatzlich MIF oder MIF und Gremlin zugegeben wurde, oder die
Zellen blieben unaktiviert und wurden nur einzeln mit MIF oder MIF und Gremlin zusammen
behandelt. Die MM6 Zellen, welche Uber die mit ECV-304 beschichteten Glasplattchen
perfundiert wurden, hatten ebenfalls eine Stimulierung in der Vorbereitung des Versuches.
Dabei wurden die MM6 Zellen fur 2h mit 5 pg/ml Gremlin, als Kontrollprotein 50 ng/ml BSA
oder unbehandelt im MM6-Medium vorbehandelt bei 37°C. Die Zellen waren dabei auf eine
Konzentration von 2x10° Zellen/ml eingestellt und wurden nach 2h Inkubation in eine 50 ml
Perfusionsspritze Uberfihrt und in den Perfusor eingespannt. Die vorinkubierten
Glasplattchen wurden in die Flusskammer eingesetzt und arretiert. Dann wurden die
vorinkubierten MM6 Zellen Uber die Glasplattchen mit einer Geschwindigkeit von 15 ml/h und
einer Scherrate von 2000 s™ perfundiert. Pro Versuchsansatz wurde nach 10 min von vier
verschiedenen Stellen des eingespannten Glasplatichens je eine 40-sekiindige Aufnahme
gemacht. Bei der Auswertung wurden die rollenden und die adhérenten Zellen ausgezahilt.

Eine Zelle wurde als positiv adhérent bewertet, wenn sie 15 s an einer Stelle verharrte.

2.4.2 Migrationsassay von humanen Monozyten (Chemot  axis)

Migrationsmedium RPMI 1640 (PAA, Pasching, Osterreich), Zuséatze (1% FCS, 1%
P/S)
MCP-1 (Monocyte Chemotactic Protein-1), rekombinantes Protein

(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

Migrationskammer (48-well) (Neuro Probe Inc., Gaithersburg, USA)

5um Polycarbonat Membran (Neuro Probe Inc., Gaithersburg, USA)

Giemsas Farbelésung Giemsas Azur-Eosin-Methylenblaulésung (Merck, Darmstadt,
Deutschland), 1:10 Verdinnung mit ddH,0.

May-Grinwald Farbelésung May-Griinwald Eosin-Methylenblaulésung (Merck, Darmstadt,
Deutschland)

Objektrager 76x55 mm, (R. Langenbrinck, Emmendingen, Deutschland)
Deckglaser 24x40 mm, (Roth, Karlsruhe, Deutschland)
Eukit Roti®-Histokitt, (Roth, Karlsruhe, Deutschland)
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Gerate:
Mikroskop Axiovert 200 (Zeiss, Oberkochen, Deutschland)
FACSCalibur (BD Biosciences, CA, USA)

Durchflusszytometer

Es wurden humane Monozyten aus buffy coats oder aus Vollblut in CPDA-Monovetten mit
Hilfe des Ficoll-Paque isoliert (siehe Kapitel 2.2.2). In einer anderen Versuchsreihe wurden
fur die Migration murine Monozyten verwendet. In die obere Kammer wurden pro Well 2x10*
Monozyten in jeweils 50 pl Migrationsmedium gegeben. Um das Migrationsverhalten der
humanen Monozyten zu testen, wurden im Zweikammersystem verschiedene Anséatze
verwendet. Es wurde in einer Versuchsreihe das zu testende Chemokin zum Medium in die
untere Kammer gegeben. Als Positivkontrolle diente hMCP-1 (50 ng/ml) und Medium ohne
Chemokinzugabe als Negativkontrolle. In der unteren Kammer wurden hMIF (10 ng/ml, 50
ng/ml) und hGreml1 (2 pg/ml, 5 pug/ml) im getrennten Ansatz getestet, oder beide Proteine
wurden in einem Doppelansatz verwendet. Als Kontrollprotein wurde BSA im Versuch
mitgefuihrt. Vom Aufbau des Kammersystems her, wurde in den Testreihen zunachst die
untere Kammer befillt mit jeweils 28 pl Endvolumen pro Well, dann wurde der zuvor in PBS
aquilibrierte Filter auf die untere Kammer luftblasenfrei aufgelegt. Dann wurde die
Silikonmatte und abschliel3end der obere Kammeraufsatz aufgesetzt und befillt mit jeweils
50 pl Endvolumen pro Well. Das gesamte Kammersystem wurde mit Schrauben stabil fixiert
und mit Parafilm umwickelt um eine Verdunstung der Flissigkeit in der oberen Kammer zu
verhindern. Die Migration erfolgte fur 6h bei 37°C im Inkubator. Nach 6h wurde die
Flissigkeit aus der oberen Kammer entfernt. Die Kammer wurde dann auseinandergebaut
und der Filter in 15 ml Methanol fixiert fir 10 min. Die fixierten Zellen auf dem Filter konnten
dann angefarbt werden durch die Benutzung der May-Grinwald Farbelésung (10 ml) mit
einer Inkubationszeit von 10 min. Der Farbeschritt wurde abgestoppt durch einer Zugabe von
10 ml ddH,O und einer Inkubation von 1 min. Zweitens wurde dann eine Filterfarbung mit 10
ml Giemsas fur 25 min durchgefthrt. Dann wurde Filter mit ddH20 gespilt und auf einen
Objekttrager aufgezogen und mit Eukit eingedeckt. Nachdem der Objekttrager getrocknet
war, wurde jedes Well des Filters unter dem Mikroskop in 20x Vergré3erung fotografiert und
ausgezahlt. Diese bestimmte Zahl entsprach den transmigrieten Zellen. Die Zellzahl der
vollstandig in die untere Kammer gewanderten Zellen konnte bestimmt werden durch einer
Uberfiihrung der Zellen aus der unteren Kammer in ein FACS-R6hrchen und der Messung
fur 1 min mit dem FACS-Gerét.
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2.4.3 Aktivierungsabhangiges Sekretionsverhalten hu maner Monozyten

LPS (Lipopolysacharid), rekombinantes Protein (Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA)

Humaner MIF ELISA (RayBiotech, Norcross GA, USA)

Humaner Gremlin-1 (Uscn Life Science Inc., Wuhan, China)

ELISA

Es wurden humane Monozyten aus Vollblut mittels des Ficoll-Paques isoliert (sieche Kapitel
2.2.2). Die Monozyten wurden dann in 24-Well Platten ausgesat mit einer Zellzahl von
3x10°c pro Well. In einer Zeitreihe von 2h, 4h, 6h, 8h, 24h und 48h wurden die Monozyten
bei 37°C inkubiert. Es gab dabei die Versuchbedingungen der Zeitreihe mit der Stimulierung
durch LPS (1 pg/ml) und als Kontrolle Medium. Nach den verschiedenen Zeitpunkten wurden
die Uberstande abgenommen und abzentrifugiert (4°C, 14000 rpm, 5 min) und eingefroren.
Die Zellen wurden lysiert und ebenfalls abzentrifugiert und eingefroren. Die Sekretion von
Gremlin-1 und MIF aus den humanen Monozyten wurde durch die Analyse der Uberstiande
im ELISA untersucht. Die Uberstande wurden dabei 1:10 verdiinnt. Der Ablauf des ELISAs
erfolgte laut Herstellerangaben in den einzelnen Kits. Die Lysate der Monozyten innerhalb
der Zeitreihe wurden mittels Westernblot auf die Expression von MIF und Gremlin hin

untersucht.

2.4.4 Muriner Schaumzellbildungsassay
Murines Gremlin-1 rekombinantes Protein, (R&D  Systems, Wiesbaden,
Deutschland)

Murines MIF rekombinantes  Protein (R&D  Systems, Wiesbaden,
Deutschland)
Murines PRDC (R&D Systems, Wiesbaden, Deutschland)

Blockierungsantikérper MIF monoklonaler Antikorper Klon 11ID9 (AG Bernhagen, RWTH

Aachen, Deutschland)

Normal mouse IgG (Santa Cruz Biotechnologies, Heidelberg, Deutschland)
Muriner TNF-a ELISA (R&D Systems Inc., MN, USA)
Gerate:

Mikroskop Axiovert 200 (Zeiss, Oberkochen, Deutschland)

Nach der Opferung von Wildtyp- (C57BL/6J) und MIF Knockout Mausen wurden die murinen

Monozyten aus der Milz isoliert (siehe Kapitel 2.2.3). Die MIF Knockout Mause wurden von
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der Arbeitsgemeinschaft Herr Prof. Bernhagen der RWTH Universitdt Aachen, Deutschland
innerhalb einer Kooperation zur Verfiigung gestellt. Die Monozyten wurden mit einer Zellzahl
von 5x10%c in 96-Well Platten in RPMI 1640 (+ 10 FCS, +1% L-Glut., 1% P/S) ausgesét. Die
Dauer des Versuchs wurde fir acht Tage angesetzt fur die Differenzierung der Monozyten zu
Schaumzellen. An den Tagen eins und vier wurde eine Stimulierung mit folgenden
Reagenzien vorgenommen: Gremlin-1 (0,5 pg/ml), MIF (10 ng, 50 ng/ml), PRDC (1 pg/ml),
mGrem1-Fc (1 pg/ml), Gremlin-1 (0,5 pug/ml) + MIF (10 ng/ml), mGrem1-Fc (1 pg/ml) + MIF
(10 ng/ml), MIF Blockierungsantikorper (25 pg/ml), Normal mouse IgG (25 pug/ml) oder als
Kontrolle Medium ohne Zuséatze. An Tag acht wurden die Zellkulturiiberstande abgenommen
und die TNF-a Konzentration gemessen mit Hilfe der Nutzung des TNF-a ELISA Kits laut
Protokoll des Herstellers. Die Zellen wurden an d3 und d7 in 20-facher VergréRerung
fotografiert und die Anzahl der gebildeten Schaumzellen pro Gesichtsfeld wurde mittels

Auszéhlung generiert.

2.4.5 Humaner Schaumzellbildungsassay
Humaner TNF-a ELISA (R&D Systems Inc., MN, USA)

Humane Monozyten wurden isoliert aus Vollblut. Die isolierten Monozyten wurden mit einer
Zellzahl von 5x10%c pro Well in Schaumzellmedium (RPMI 1640, + 1% Sodium Pyruvate,
+1% L-Glut., 1%P/S, 1%NEAA, 20% human serum) in 96-Well Platten ausgesat und zu
Schaumzellen ausdifferenziert. An den Tagen eins, funf und zehn wurden die Zellen mit
folgenden Reagenzien stimuliert: mGremlin-1 (0,5 pg, 1 pg, 2 pg/ml), mMIF (10 ng, 50
ng/ml), mPRDC (1 pg/ml), mGrem1-Fc (1 pg/ml), mGremlin-1 (0,5 pg/ml) + mMIF (10 ng/ml),
mGreml-Fc (1 pg/ml) + 10 ng/ml mMIF (10 min vorinkubiert bei RT), MIF
Blockierungsantikorper (25 pg/ml), Isotypkontrolle normal mouse 1gG (25 pg/ml) oder als
Kontrollmedium. Um die Ausdifferenzierung der Zellen zu erzeugen, wurde neben der
Benutzung des nahrstoffreichen Mediums; eine Zugabe von acLDL (80 pug/ml) an Tag vier
vorgenommen. Die Zellkulturiiberstande der Zellen wurden an den Tagen eins, vier, sieben,
zehn und dreizehn abgenommen, abzentrifugiert und mittels des humanen TNF-a ELISA Kits
auf die Konzentration an TNF-a hin untersucht. Von den gleichen Tagen in der
Schaumzellentwicklung wurden Bilder in 20x VergréfRerung gemacht und die Anzahl der sich

entwickelten Schaumzellen pro Gesichtfeld der verschieden Ansatze bestimmt.

2.4.6 In vitro Kollagenassay
Murines TGF-1 (Transforming growth factor beta 1), rekombinantes Protein
(CellSignalling, New England Biolabs GmbH, Frankfurt am

Main, Deutschland)
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Murines PRDC rekombinantes Protein, (R&D  Systems, Wiesbaden,
Deutschland
Murines Gremlin 1 rekombinantes Protein, (R&D  Systems, Wiesbaden,

Deutschland

mGrem1-Fc (AG Gawaz, Experimentelle Kardiologie, Universitatsklinik
Tubingen)
humanes Gremlin-1 rekombiantes Protein, (R&D  Systems,  Wiesbaden,

Deutschland)
humanes TGFB-1 rekombinantes Protein, (MilliPore, Tamecula, Kanada)
Murines Collagen |
ELISA (Uscn Life Science Inc., Wuhan, China)

Es wurden murine Fibroblasten (PMEFs) in DMEM high Glucose Medium (10% FCS, 1%
Pen/Strep und 1% L-Glutamin) kultiviert und far die Durchfiihrung des in vitro Tests in 24
Well Platten mit einer Zellzahl von 100000 Zellen ausgesat (Benutzung der Passagen 2-5).
Die 24 Well Platten wurden dabei im Vorfeld mit 0,2% Gelatine-L6sung beschichtet fir 10
min bei 37°C und die Gelatine-Losung dann wieder entfernt. Die Stimulierung der PMEF
erfolgte fur 48h mit folgenden Cytokinen: mTGF3-1 (5 ng/ml,), mGremlin (5 pg/ml), mPRDC
(5 pg/ml), mGrem1-Fc (5 pg/ml) und Mediumkontrolle. Die Zellen wurden entweder einzeln
oder in einem Doppelansatz stimuliert (z.B. TGFB-1 alleine oder zusammen mit Gremlinl).
Fur die Doppelansatze wurden die rekombinanten Proteine zuvor fir 10 min bei RT
vorinkubiert. Nach 48h der Inkubation bei 37°C wurden die Uberstande abgenommen und
die Zellfragmente entfernt durch einen Zentrifugationsschritt (14000 rpm, 10 min, 4°C). Die
Uberstande wurden analysiert auf die Konzentration an murinem Kollagen | mittels der
Benutzung des Murinen Collagen | ELISA Kits. Des Weiteren wurden die Zellen einmal mit
PBS gewaschen und dann mit Lysepuffer (RIPA-Lysepuffer) lysiert auf Eis und pelletiert
durch Zentrifugation (14000 rpm, 10 min, 4°C). Die Zelllysate wurden dann mittels
Westernblot und Immundetektion auf die Expressionslevel an Kollagen | hin untersucht
(verwendete Proteinkonzentration 30 ug/ml). Als interne Ladekontrolle diente dabei [3-Aktin.
Des Weiteren wurden humane Fibroblasten (HCF) fur 48h mit hTGFB-1 (5 ng/ml, 10 ng/ml)
und/ oder hGremlinl (1 pg/ml, 5 pg/ml) stimuliert und dann fixiert und auf ihre Expression an

Kollagen | hin mittels konfokaler Immunzellmikroskopie untersucht (siehe néchstes Kapitel).

2.4.7 Konfokale Immunzellmikroskopie

Drag 5 1,5-bis(2-(di-methylamino)ethylamino)-4,8-
dihydroxyanrthracene-9,10-dione (biostatus limited, Shepshed,
UK), Verdinnung 1:2000 in PBS
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DAPI

TO-PRO-3 lodide

16-well chamber slides
4% Formaldehyd-L6sung
Triton X 100

Protein free blocking
solution

Mounting Medium
Primantikdrper

Sekundarantikorper

Gerate:

Zeiss LSM5 EXCITER Confocal Laser Scanning Microscope

Jena, Germany)

Leica TCSSP Confocal Laser Scanning Microscope,

Tabelle 2.9: Liste verwendeter Primaantikdrper und

4’,6-diamidino-2-phenylindole, 500 ng/ml in PBS (Sigma-
Aldrich, Darmstadt, Deutschland)

(Life Technologies,
1:1000 in PBS
(Thermo Scientific, Rockford, USA)

(Otto Fischar, Saarbriicken, Deutschland)
(Sigma-Aldrich, Darmstadt, Deutschland)
(Dako, Carpinteria, USA)

Darmstadt, Deutschland) Verdinnung

(Dako, Carpinteria, USA)
Siehe Tabelle 2.9
Siehe Tabelle 2.10

(Carl Zeiss Micro Imaging,

(Leica Microsystems,
Allendale, USA)

Isotypkontrollen

Primarantikbrper | Spezies Verdinnung | Hersteller

Gremlin-1 Kaninchen, polyklonal 1:10 Abnova, Deutschland
Gremlin-1 Kaninchen, polyklonal 1:10 Santa Cruz, Deutschland

MIF Ziege, polyklonal 1:18 RD Systems, Deutschland
TGFB-1 Ziege, polyklonal 1:25 Santa Cruz, Deutschland
Collagen | Kaninchen, polyklonal 1:200 Abcam, UK

IgG Goat Ziege 1:18/1:25 Vector, USA

IgG Rabbit Kaninchen 1:10/ 1:200 Dako, USA

Tabelle 2.10: Liste verwendeter Sekundarantikbrper

Sekundarantikorper Spezies Verdinnung | Hersteller

Alexa fluor 555 donkey anti- | Kaninchen | 1:300 Invitrogen, Darmstadt,
rabbit IgG (H+L) Deutschland

Alexa fluor 488 donkey anti-goat | Ziege 1:300 Invitrogen, Darmstadt,
19G (H+L) Deutschland

Es wurden humane Monozyten aus Vollblut (buffy coat oder CPDA-Monovetten) isoliert und

entsprechend des in Kapitel 2.2.2 beschrieben Protokolls zu Makrophagen oder

Schaumzellen ausdifferenziert. Die isolierten Monozyten wurden auf eine Zellzahl von 5x10*
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eingestellt und in 16-well chamber slides ausgesat. Die Monozyten wurden direkt am
nachsten Tag gefarbt, oder bis zur Ausdifferenzierung in Makrophagen oder Schaumzellen
kultiviert und dann gefarbt. Die PMEF wurden fir die Farbung 24h in 16 well chamber slides
mit einer Zellzahl von 5x10* kultiviert. Die HCF wurden, wie im Kapitel 2.4.6 beschrieben,
behandelt und der Farbung zugefuhrt. Fir die Farbung wurde das Medium entfernt und es
erfolgter ein zweimaliger Waschschritt der Zellen mit PBS. Die Zellen wurden dann mit 4%
PFA 10 min fixiert und anschlieBend mit PBS gewaschen. Darauf folgte eine
Permeabilisierung der Zellen mit 0,1% Triton X in PBS fur 10 min und einmaligen
Waschschritt mit PBS. Dann wurde ein Blockierungsschritt mit der Protein free blocking
solution fir 1h bei RT durchgefihrt. Die Inkubation mit denen im Doppelansatz verwendeten
Primarantikérpern erfolgte in einem Mischverhaltnis von 1:1 1h bei RT (mit Ausnahme der
Einzelfarbung mit dem Anti-Collagen | Antikdrpers). Alle Antikérper wurden mit 1% BSA in
PBS verdinnt. Die Farbung mit dem Sekundarantikdrper wurde fir 1h bei RT abgedunkelt
durchgefuhrt, wobei fur die Doppelfarbung beide Antikorper wieder 1:1 gemischt wurden,
oder fur die Einzelfarbung nicht gemischt wurden. Dann wurden die Zellkerne mit Draq 5 (1:
2000 in PBS) oder TO-PRO-3 (1:1000 in PBS) fur 15 min abgedunkelt gefarbt. Bei einer
Kernfarbung mit DAPI wurde fir 3 min eine Farbung durchgefihrt. Nach beiden
Antikorperfarbungen und der Kernfarbung wurde dazwischen dreimal 5 min mit PBS
gewaschen. Die chamber slides wurden dann entfernt von dem Objekttréager, die Zellen
wurden mit Mounting Medium eingedeckelt und im Dunkeln bei 4°C gelagert. Dann erfolgte

eine Auswertung der Farbung mittels konfokaler Mikroskopie.

2.5 In vivo Versuche

2.5.1 Tiere

Alle Mafnahmen und Eingriffe an Tieren (operative Techniken, Andasthesie-Verfahren,
Schmerztherapie und Tétung der Tiere) wurden von Frau Dr. med. vet. Tanja Schénberger
durchgefiihrt. Es wurden fiir die Tierversuche des ApoE” Modells mannliche ApoE” Mause
(B6.129P2-Apoe™ ™!y von Jackson Laboratories (Bar Harbor, USA) verwendet und als
Kontrolle dienten C57/BL6J Wildtypmause von Charles River (Sulzfeld, Deutschland). Die
Untersuchungen zum Modell ApoE™ wurde am 10. November 2009 vom
Regierungsprasidium Tubingen gemal 87 Tierschutzgesetz (Neufassung vom 9. Dezember
2010) unter der Versuchsnummer M2/09 genehmigt. Fur alle Tierversuche wurden spezifisch
pathogen freie C57BL/J6 Mause von Charles River (Sulzfeld, Deutschland) verwendet. Die
Untersuchungen zum  Myokardinfarkt wurde am 10. November 2009 vom
Regierungsprasidium Tibingen gemal’ 88 Tierschutzgesetz (Neufassung vom 9. Dezember
2010) unter der Versuchsnummer M7/09 genehmigt. Als Kontrolle dienten C57BL/6J

Wildtypmause von Charles River (Sulzfeld, Deutschland).
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2.5.2 Mausmodell der Artherosklerose und Krankheits progression

Alle Versuche an Tieren und die begleitenden MalRnahmen wie Anasthesie-Verfahren,
Schmerztherapie und Tétung der Tiere wurden von Frau Dr. med. vet. Tanja Schdnberger
durchgefiuhrt. Die Proteinproduktion von mGreml-Fc zu diesen Versuchen wurde von Herrn
Florian Appenzeller und von mir durchgefihrt. Die Herstellung von Gewebeschnitten und
histologischen sowie immunhistochemischen Farbungen wurden von mir und von Herrn
Florian Appenzeller im Rahmen seiner medizinsichen Doktorarbeit durchgefiihrt.

Mannliche ApoE” Mause (B6.129P2-Apoe™ ™) wurden fir die Tierversuche im
Artherosklerosemodell verwendet (Jackson Labortories). Die Mause wurden wéhrend den
Experimenten einer cholesterinreichen Diat (1,25% Cholesterin, 0,2% Cholat, Provimi Kliba
AG, Kaiseraugst, Switzerland,) ausgesetzt. Als Kontrolle dienten gesunde C57BL/J6
Wildtypméuse (Charles River Laboratories). Die Versuche im ApoE™ Modell wurden im
Verlauf an 4-16 Wochen alten Mausen durchgefiihrt, welche eine cholesterinreiche Diat
bekamen. Die Expressionslevel an Gremlin-1 in atherosklerotischen Arterien wurden
gemessen, indem 4 - 12 Wochen alte Mause angefiittert, am Ende die groRen Arterien
(Aortic arch, Aorta thoracica and Aorta abdominalis) entnommen wurden und fiir die spatere

histologische und molekularbiologische Untersuchungen bei -80°C gelagert.

2.5.2 Mausmodell der myokardialen Ischamie/Reperfus  ion

Fentanyl (CuraMed Pharma GmbH, Karlsruhe, Deutschland)
Isofluran (Albrecht GmbH, Aulendorf, Deutschland)
Medetomidin (Albrecht GmbH, Aulendorf, Deutschland)
Midazolam (Ratiopharm, Ulm, Deutschland)

Alle Versuche an Tieren und die begleitenden MalRnahmen wie Anasthesie-Verfahren,
Schmerztherapie und Tétung der Tiere wurden von Frau Dr. med. vet. Tanja Schdnberger
und unter ihrer Leitung auch von Herrn Tobias Jirgens durchgefiihrt. Die Proteinproduktion
von mGreml-Fc zu diesen Versuchen wurde von mir durchgefiihrt. Die Herstellung von
Gewebeschnitten und histologischen sowie immunhistochemischen Farbungen wurde von
mir durchgefiihrt.

Es wurden 10 bis 12 Wochen alte, mannliche Mause intraperitoneal anasthesiert mit einer
dreifachen antagonisierbaren Kombinationsnarkose aus dem Benzodiazepin Midazolam (5
mg/kg Korpergewicht), dem a2-Adrenozeptoragonisten Medetomidin (0,5 mg/kg
Korpergewicht) und dem Opioid Fentanyl (0,05 mg/kg Korpergewicht). Durch eine
permanente Isofluranzufuhr wurde die Narkose beibehalten. Durch eine Ligatur der LAD (left

anterior descending artery) wurde die myokardiale Ischamie induziert. Die Ligation eines
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Gefales erkennt man daran, dass die Arterie distal der Ligatur nicht mehr sichtbar ist. Nach

30 min wurde die Ligatur gedffnet.

2.5.3 Behandlung mit mGremlin-1-Fc in der ApoE

" Versuchsreihe

Analyse

| 1 1
Woche 0

Abbildung 2.3: Schematischer Verlauf der ApoE Versu

Isofluran

Woche 4

Cholesterin reiche Diat

Woche 10

1 1 1 1 1
Woche 14

mGremlin-1-Fc/ Fc

chsreihe mit mGremlin-1-Fc

(Albrecht GmbH, Aulendorf, Deutschland)

Um den Effekt von mGremlin-1-Fc im ApoE™ Modell zu untersuchen wurden 4 Wochen alte

Méause einer cholesterinreichen Didt ausgesetzt. Im Alter von 10 Wochen wurden die Mause

mit mGremlin-1-Fc (1 pg/g Korpergewicht, n = 8) oder Kontroll-Fc (aquimolar, n = 8) dreimal

pro Woche intraperitoneal behandelt fir die Dauer von 4 Wochen. Dannach wurden die

Méause mit Isofluran narkotisiert und geopfert.

Tabelle 2.11: Gruppeneinteilung fir die Untersuchun

gen im ApoE ""Modell

Gruppe Gruppengrolie Protein
Gruppe 1 n=8 mGremlin-1-Fc
Gruppe 2 n=_8 Fc

2.5.4 Behandlung mit mGremlin-1-Fc im myokardialen

Ischamie/Reperfusionmodells

mGrem1-Fc/ mGrem1-Fc/
Fc Fc
¢ // J
| | | /4
0d 1d 2d 7d
t t
LV Funktion LV Funktion
LAD Ligatur Infarktgrof3e
Abbildung 2.4 Schematischer Verlauf der myokardiale n Ischamie/

Reperfusionsversuchsreihe (7d Versuch)
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Es wurden den Mausen direkt nach erfolgter LAD-Ligatur und 48h darauf mit mGrem1-Fc (1
Hg/g KG, n = 5) oder Kontroll-Fc (d4quimolar, n = 5) intra peritoneal- behandelt. Der 7d
andauernde in vivo Versuch wurde von einer echokardiographischen Untersuchung der
Versuchtiere begleitet zur Bestimmung der linkventrikularen (LV-) Funktion (direkt nach und
7d post LAD). Danach wurden die Mause geopfert und einer funktionalen und biologischen

Untersuchung unterzogen.

Tabelle 2.12: Gruppeneinteilung fir die Untersuchun gen im myokardialen

Ischamiemodell

Gruppe Gruppengrofe Protein
Gruppe 1 n=>5 mGremlin-1-Fc
Gruppe 2 n=5 Fc

2.5.6 Echokardiographische Untersuchung des linken Ventrikels

Isofluran (Albrecht GmbH, Aulendorf, Deutschland)

Ultraschallgel (Sonogel, VertriebsGmbH, Bad Camberg, Deutschland.

Gerate: (Ultraschallgerat  (Vevo 2001, Viscual Sconics, Toronto,
Canada)

Es wurden direkt nach erfolgter und 7d post LAD die Mause mittels Echokardiographie auf
ihre linksventrikulare Herzfunktion hin untersucht. Die Untersuchung wurde mit freundlicher
Unterstiitzung von Herrn Tobias Jirgens vorgenommen. Die Mause wurden wahrend der
Untersuchung mit einer Isofluran-Narkose anésthesiert. Auf die enthaarte Hautstelle und den
Schallkopf wurde ein Ultraschallgel aufgetragen. Die Untersuchung wurde durch die
Verwendung eines 30 MHz Schallkopf des Ultraschallgerats durchgefiihrt. Dabei wurde der
Schallkopf zunéchst links parasternal angesetzt, um den linken Ventrikel im B-Mode in der
Langsachse darzustellen. Es wurden pro Maus je drei Videos der L&ngsachse
aufgenommen. Zusatzlich wurde eine Darstellung im M-Mode gewéhlt. Aus den Aufnahmen
bestimmte man planimetrisch, mittels der Benutzung einer Software, die enddiastolischen
Flachen (LVEDF) und die endsystolischen Flachen (LVESF) der Langsachse (NIS-Elements,
Nikon GmbH, Deutschland). Diese Parameter wurden pro Aufnahme dreimal ermittelt und
darauf der jeweilige Mittelwert berechnet. Aus diesen Werten wurde die ,fractional area
change” (FAC), d. h. die linksventrikulare fraktionelle Faserverkirzung ermittelt. Es ist ein
Mal3 fir die Kontraktionsfahigkeit des linken Ventrikels zur Bestimmung der

Ventrikelfunktion.
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Das FAC wird nach folgender Formel berechnet:

FAC in %= LVEDF-LVESFLVEDF x 10

2.5.7 Evansblue Farbung der Herzen und Auswertung d  er Infarktgré3e

Evans Blue (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland)
1M-Kaliumchlorid (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland)

Medetomidin (Albrecht GmbH, Aulendorf, Deutschland)

Midazolam (Ratiopharm, Ulm, Deutschland)

Fentanyl (CuraMed Pharma GmbH, Karlsruhe, Deutschland)
TTC-LOsung 2,3,5-Triphenyltetrazolium-Chlorid (Roth, Deutschland)
Tissue Tec® (Sakura Finetek Europe B.V., Zoeterwonde, NL)

Es wurden nach sieben Tagen die Herzen entnommen und der ischdmische Bereich (Area at
Risk) und die InfarktgréRe nach Evans Blue und 2,3,5-Triphenyltetrazolium-Clorid (TTC)-
Farbung bestimmt. Die Anasthesie der Mause erfolgte intraperitoneal mit einer
antagonisierbaren Kombinationsnarkose (siehe Kapitel 2.5.2). Im geo6ffneten Thorax wurden
die Bereiche gewahlt, welche aus Herzen ragenden Seidenfaden enthielten, die bei der LAD-
Ligatur zurickgelassen wurden. Durch eine erneute Ligatur und eine darauf folgende
Injektion von 0,5 ml einer 0,5 %igen Evans Blue Lésung am schlagenden Herzen in den

linken Herzventrikel wurde das Herzgewebe angefarbt.

Evans Blue ist ein Farbstoff, der das Gewebe anférbt, welches nicht von der Ischamie
betroffen war, die sogenannte ,Area non at risk“ (AnaR). Eine erfolgreiche Perfusion der
Maus wird an der Blaufarbung der Kapillaren sowie anderer Organe erkennbar. Durch eine
direkte Injektion von 0,3 ml 1 M-Kaliumchlorid-Losung in den linken Ventrikel, wurde der
Herzstillstand ausgeldst. Nach Entnahme des Herzens und Reinigung mit NaCl, wurde es
mit Tissue Tec® bedeckt und fur 30 min bei -20°C tiefgefroren. Das gefrorene Herz wurde
dann senkrecht zur Langsachse in finf ca. 1 mm dicke Querscheiben zerteilt. Diese wurden
nach Reinigung mit NaCl fir 10 min in 1 % TTC-LOsung im Dunkeln bei 37°C gefarbt. TTC
wird durch oxidative Phosphorylierung mitochondrialer Dehydrogenasen zu dem roten

Farbstoff 1,3,5-Triphenylformazan umgewandelt. Diese Umwandlung kann nur in vitalem
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Gewebe stattfinden. Die entstehenden, rot angefarbten Anteile des Herzens stellen den
isch&mischen Bereich dar. Somit sind die von der Ischdmie betroffenen und rot angefarbten
Zellen deutlich von dem zugrunde gegangenen, hellen und blass erscheinendem Gewebe
des Infarktareals abgrenzbar. Der rot gefarbte Bereich und das helle Infarktgewebe stellen
die sogenannte ,Area at Risk” (AaR) dar. Die ersten vier Herzscheiben, ausgehend von der
Herzspitze (Apex), wurden gewogen, fotografiert und mittels des
Bildverarbeitungsprogramms NIS-Elements (Nikon GmbH, Deutschland) ausgewertet.

Folgende Areale wurden dabei bestimmt:

Area at Risk (AaR): Die AaR setzt sich zusammen aus dem hellen (weif3en) und dem rot
gefarbten Gewebe. WeilRes Infarktgewebe ging durch fehlende Sauerstoffzufuhr zugrunde
und stellt den irreversibel geschadigten Anteil der AaR dar. Rot gefarbte Bereiche waren
ebenfalls wahrend der 45 mindtigen LAD-Ligatur von der Ischamie betroffen. Dieser Bereich

enthélt jedoch vitale Zellen und stellt den reversiblen Schaden der AaR dar.

InfarktgroRe: Der irreversibel geschadigte Anteil der AaR.

Flache des linken Ventrikels: Es wurde zusatzlich die Gesamtflache des linken Ventrikel
bestimmt. Diese Flache setzt sich aus blau, rot und weil3 gefarbten Bereichen zusammen.
Aus diesen Werten kann die Infarktflache bezogen auf die AaR bzw. den linken Ventrikel

bestimmt werden.

2.5.8 Histologische Untersuchungen

2.5.8.1 Vorbereitung der Gefalie und Herzen zur hist  ologischen Untersuchung

4 % Formaldehyd (Otto Fischar, Saarbriicken, Deutschland)

Objekttrager 25x75x1mm,

Super Frost®Plus (R. Langenbrinck, Emmendingen, Deutschland)

Gerate: Mikrotom (Jung Multicut 2045, Leica Instruments, Nussloch, Deutschland)

Nach der erfolgten Opferung der Tiere wurden die Gefal3e mit Kochsalzldsung und daran
anschlieRend mit 4% PFA Ldsung gespult. Ausgehend vom linken Ventrikel wurden die
grolRen Arterien (Aortic arch, Aorta thoracica and Aorta abdominalis) in 4% PFA transferiert
und fixiert. Die Herzen wurden nach Myokardinfarkt ebenfalls in 4 % PFA fixiert. Darauf
wurden die fixierten Herzen und Gefalie durch eine Alkoholreihe entfarbt, entwassert und in
Paraffin eingebettet. Dann wurden die eingebetteten Paraffinschnitten mit Hilfe des
Mikrotoms in 5 um grof3e Schnitte geschnitten, im Wasserbad gestreckt und anschliel3end

auf beschichtete Objekttrdger aufgezogen. Dabei wurden auf jedem Objekttrager drei
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Schnitte nebeneinander aufgezogen, wodurch auf einem Objekttrager die Antikorperfarbung,
eine Isotyp- und PBS-Kontrolle gefarbt werden konnten. Darauf wurden die Objekttrager

getrocknet.

2.5.8.2 Hamatoxylin-Eosin (HE) Farbung

Hamalaunlésung (Mayers hemalaun solution, Roth, Karlsruhe, Deutschland)

sauer nach Mayer

Eosin (Roth, Karlsruhe, Deutschland)

Eisessig (Merck, Darmstadt, Deutschland)
Roti-Hisotkitt® (Roth, Karlsruhe, Deutschland)

Deckglaschen 18x18 mm  (R. Langenbrinck, Emmendingen, Deutschland)
Destilliertes Wasser (Millipore Corporation, Billerica, USA)

Ethanol (99 %) (SAV, Flintsbach, Deutschland)

Roti Histol (Roth, Karlsruhe, Deutschland)

Fur die HE-Farbung wurden die Gefal3schnitte entparaffiniert. Dazu wurden die Objekttrager
zweimal fir 10 min in Roti-Histol inkubiert. Es folgte eine absteigende Alkoholreihe aus 100
%, 95 % und 70 % Ethanol um die Schnitte zu rehydrieren. Darauf folgte eine Inkubation fir
5 min in destilliertem Wasser. Fur die Kernfarbung wurden die Schnitte fur 5 min in
Hamalaun geféarbt, wodurch insbesondere die DNA der Zellkerne angefarbt wird. Nach der
Kernfarbung wurden die Objekttrager unter Leitungswasser 10 min entfarbt, wobei der
Farbton der Kernfarbung von rotbraun auf blau sich ver&ndert aufgrund des Ansteigens des
pH-Wertes. Dann erfolgt eine Farbung der Zytoplasmaproteine mit Eosin B. Dazu erfolgte
eine Farbung fir 3 min in 1 % Eosin, welchem ein Tropfen Eisessig zugefiigt wurde. Dann
wurden die Objekttrager in einer aufsteigenden Alkoholreihe von 70 %, 80 % und 90 %
Ethanol 5 sec jeweils inkubiert und dann zweimal 5 min in 100 % Ethanol gegeben. Danach
wurden die entwasserten Schnitte fur 3 min in Roti-Histol inkubiert. Dann wurden die
Objekttrager mit Roti-Histokitt eingedeckelt. Die HE-Farbungen dienen der Darstellung der

Herzgewebe in der Ubersicht.

2.5.8.3 Masson-Goldner (Trichrom) Farbung

Eisenhamatoxylin Ldsung A und Loésung B zu gleichen Teilen mischen

nach Weigert (100ml + 100ml), (Roth, Karlsruhe, Deutschland
Ponceau-Saurefuchsin 0,2 g Ponceau S (Pulver) (Roth, Karlsruhe, Deutschland
Ldsung 0,1g Saurefuchsin (Pulver) (Fluka, Taufkirchen, Deutschland),

0,6 ml Eisessig (Merck, Darmstadt, Deutschland) auf 300ml
ddH20 auffillen
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Phosphorwolframsaure-

Orange G-Gemisch 12 g Phosphorwolframsaure (Pulver) (Sigma-Aldrich,
Taufkirchen, Deutschland), 6 g Orange G (Pulver), (Sigma-
Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) auf 300 ml ddH20 aufflllen

Lichtgrin-Ldsung 0,6 g Lichtgrin SF (Pulver) (Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland, 0,6 ml Eisessig (Merck, Darmstadt, Deutschland)
auf 300ml ddH20 auffillen

Ethanol (99 %) (SAV, Flintsbach, Deutschland)
Roti-Histol (Roth, Karlsruhe, Deutschland
Roti-Hisotkitt® (Roth, Karlsruhe, Deutschland)

Die Masson Goldner (Trichrom) Farbung stellt eine Farbemethode dar mit der verschiedene
Gewebestrukturen differenziert dargestellt werden koénnen. Dabei werden drei
unterschiedliche Féarbelosungen bei der Farbung verwendet. Dabei wurden die
entpariffinisierten Herzschnitte aus 70% Ethanol Uberfihrt in ddH20 und fur 5 min inkubiert.
Darauf folgte die erste Farbung der Schnitte in Weigerts Eisenhamatoxylin fir 2 min,
wodurch die Kerne angefarbt wurden. Danach wurde kurz in ddH20 gesplilt und darauf ein
Blauen der Schnitte fur 15 min in lauwarmen Wasservorgenommen. Durch die darauf
folgende Féarbung der Schnitte in Ponceau-Saurefuchsin fir 5 min wurden die Muskelfasern
und das Cytoplasma rétlich angefarbt. Nach einem kurzen Spilen in ddH20 wurden die
Schnitte in Phosphorwolframsaure-Orange G-Gemisch fir 10 min inkubiert, was die
Erythrozyten anfarbt. Nach einen weiteren kurzen Spilen der Schnitte in ddH20 wurde eine
Féarbung fur 10 min in der Lichtgriin-Losung vorgenommen um das konnektive Bindegewebe
und kollagenreiche Strukturen anzufarben, die dann grunlich erscheinen. Nach einem
weiteren Spilen der Schnitte in ddH20, 10 s andauerndem Schwenken in Ethanol (70%,
80% und 95%), kurzer Inkubation (1 min jeweils) in 100% Ethanol und Roti-Histol wurde eine
Fixierung mit Roti-Histokitt vorgenommen. Die Schnitte wurden dann in 20x Vergrof3erung

fotografiert, dann die kollagenhaltigen Bereiche ausgewertet und die FlAche ausgemessen.

2.5.8.4 Immunhistochemie

Antikorper Primarantikérper (Tabelle 2.13), Sekundarantikdrper (Tabelle
2.14), Isotypkontrollen (Tabelle 2.15)

Methanol (Merck KG, Darmstadt, Deutschland)

Ethanol (99 %) (SAV, Flintsbach, Deutschland)

Roti-Histol (Roth, Karlsruhe, Deutschland)
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Serum free protein block
Solution
BSA (1 %)

DAB

Streptavidin-HRP
Wasserstoffperoxid (30 %)
PBS Waschpuffer

PBST Waschpuffer

Roti-Hisotkitt®
Deckglaschen

Liquid Blocker
Hamalaunlésung
sauer, nach Mayer
Kaninchen, Ziegen und
Ratten Serum
Citratpuffer (pH 6,0)

Gerate:

(DakoCytomation, Glostrup, Danemark)

Albumin bovine serum, Fraction V (Sigma-Aldrich, Darmstadt,
Deutschland)

1 Tropfen DAB-Chromogen pro 1 ml Substratpuffer
(DakoCytomation, Glostrup, Danemark)

(DakoCytomation, Glostrup, Danemark)

(Merck KG, Darmstadt, Deutschland)

Phosphat buffered saline” 2 PBS Tabletten in 1L ddH20
aufloésen

(0,5 % Tween), Polyoxyethylenesorbitanmondaurat®, (Sigma-
Aldrich, Darmstadt, Deutschland)

(Roth, Karlsruhe, Deutschland)

18x18 mm (R. Langenbrinck, Emmedningen, Deutschland)
(Science Services, Japan)

(Mayers hemalaun solution), Roth, Karlsruhe, Deutschland)

(DakoCytomation, Glostrup, Danemark)

+ 41 ml 0,1 M Natriumcitrat (AppliChem GmbH, Darmstadt,
Deutschland), + 9 ml 0,1 M Zitronensdure (Sigma-Aldrich,
Darmstadt, Deutschland) auf 500 ml mit ddH20 auffillen
(Millipore Corporation, Bill-er246, Deutschland)

Mikrowelle (Bosch, Deutschland)

pH-Meter (IKA-Labortechnik, Staufen i.Br., Deutschland)

Nikon-Mikroskop Digital Sight DS-Ul1 (NIKON GmbH,
Deutschland)

Mikrowelle (Bosch, Deutschland)

pH-Meter (IKA-Labortechnik, Staufen i.Br., Deutschland)
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Tabelle 2.13: Verwendete Primarantikorper in der Im

munhistochemie

Antikorper Verdinnung | Spezies Hersteller

Gremlin-1 1:20 Kaninchen, polyklonal (RB2060) Abnova,
Deutschland

MIF 1:18 Ziege, polyklonal R&D Systems,
Deutschland

PMN 1:200 Ratte, polyklonal Abcam

TGFbl 1:50 Ziege, polyklonal Santa Cruz
Biotechnologies

CD-3 1:2 Kaninchen, polyklonal Neomarkers

Mac-3 1:50 Ratte, monoklonal (M3/84) BD Biosciences

CD-68 1:10 Kaninchen, polyklonal Abbiotec

TNF-a 1:25 Ziege, polyklonal R&D Systems

IgG 1:500 Ziege, monoklonal Jackson Immuno
Research

Tabelle 2.14: Verwendete Isotypkontrollen in der Im  munhistochemie

Isotypkontrolle Verdinnung Hersteller

Kanninchen IgG

Entsprechend wie Priméarantikdrper im Test

DakoCytomation, USA

Ratte IgG Entsprechend wie Primarantikbrper im Test BioLegend, San
Diego, USA

Ratte IgG Entsprechend wie Primarantikérper im Test Abcam, UK

Ziege IgG Entsprechend wie Primarantikérper im Test Vector Laboratories,

Burlingham, USA

Tabelle 2.15: Verwendete Sekundarantikorper in der

Immunhistochemie

Antikérper Verdinnung Spezies Hersteller

Anti-Ratte, biotyniliert 1:300 Kaninchen DakoCytomation,
USA

Anti-Ziege, biotyniliert 1:500 Kaninchen DakoCytomation,
USA

Anti-Kanninchen, biotyniliert | 1:500 Ziege DakoCytomation,
USA
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Die Gefalischnitte wurden fur die immunhistochemische Farbung vorbereitet (siehe Kapitel
2.5.8.1). Um die Bindung des Primarantikorpers an das Gewebe wieder zu reaktivieren nach
erfolgter Einbettung in Paraffin, wurden die Gewebeschnitte 15 min in Citratpuffer (pH 6,0)
gekocht. Nach erfolgter Abkiihlung der Schnitte, wurde dreimal funf min mit PBS gewaschen
und zur Inhibition der Gewebeperoxidase eine 15 min Inkubation mit 3 % Wasserstoffperoxid
vorgenommen. Darauf wurde der Waschschritt wiederholt und die einzelnen Gefal3schnitte
mit Liquid Blocker umfahren und ein Blockierungsschritt gegen unspezifische Bindungen
durchgefuhrt mit dem zugehdrigen 10 % Serum oder der Protein free blocking Solution fir 30
min. Die Wahl des Serums erfolgt aus dem Tier, in welchem die
Sekundarantikorperproduktion durchgefuhrt wurde. Die Blockierungslésung oder das Serum
wurde nach 30 min entfernt und als nachster Schritt wurde eine Féarbung mit dem
Primarantikbrper oder der entsprechenden Isotypkontrolle fir 1h ausgefihrt. Die
Primarantikérper; sowie die Isotypkontrollen wurden verdinnt mit 1% BSA Lésung (in ddH,O
geldst). Im Anschluss wurde dreimal funf min mit PBS gewaschen und der zugehdrige
biotinylierte Sekundarantikérper auf die Gefalschnitte aufgetragen und fir 30 min inkubiert.
Die Objekttrager wurden dann dreimal funf min gewaschen und fir 30 min mit der
Streptavidin-HRP inkubiert. Fur die Sichtbarmachung der positiven Farbung wurde nach
erneutem dreimaligem Waschen eine Farbung mit dem Substrat Diaminobenzidin (DAB)
durchgefuhrt, welches nach Herstellerangaben vorbereitet wurde. Fir die jeweilig
gewunschte Intensitat der braunen Farbung wurde das Substrat nach 2-8 min entfernt und
wieder dreimal fir 3 min mit PBST gewaschen. Fir die Kernfarbung wurden die Schnitte mit
der Hamalaunlésung fur 3 min inkubiert und anschlieRend fir 10 min unter flieRendem
Leitungswasser geblaut. Zur abschlieRenden Dehydrierung wurden die Schnitte in einer
absteigenden Alkoholreihe von 70%, 80%, 90% Ethanol fur 10 sec und dann 100 % Ethanol
fur 3 min inkubiert. Als letzten Schritt wurden die Schnitte 3 min in Roti-Histol inkubiert und
dann wurden die Schnitte mit Roti-Histokitt eingedeckelt. Die Auswertung der
immunhistochemischen Farbungen wurde mithilfe des Mikroskops und der Software NIS-
Elements vorgenommen. Die einzelnen gefarbten Gefalie wurden in einer 10-fachen und 20-
fachen VergréfRerung aufgenommen. Die Gewebeproben wurden ausgewertet hinsichtlich
ihrer Anzahl an Schaumzellen (CD-68) bezogen auf die Plagueflache der Aortenbdgen. Des
Weiteren wurde die Anzahl an TNF-a positiven Zellen im Plaquegewebe ebenfalls analysiert.
Zur Ubersicht wurde auBerdem die Gesamtzellzahl, durchschnittliche Makrophagen-/
SchaumzellgréRe und Gesamtplaqueflache ermittelt. Des Weiteren wurde von den
Herzschnitten eine Auswertung der PMN-, CD3-, MIF-, TGFB-1-, und Mac-3 positiven Zellen
bestimmt und in einer Auszahlung auf den ischamischen Infarktbereich bezogen der 20000

pm?2 grofl3 war.
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2.5.8.6 Konfokale Immunfluoreszenzmikroskopie von A orten und Herzgewebe

Drag 5 (biostatus limited, Shepshed, UK)
TO-PRO-3 lodide (Life Technologies, Darmstadt, Deutschland)
Mounting Medium  (Dako, Carpinteria, USA)

Tabelle 2.16 Liste verwendeter Primaantikorper und Isotypkontrollen

Primarantikbrper | Spezies Verdinnung | Hersteller

Gremlin-1 Kaninchen, polyklonal 1:10 Santa Cruz Biot., USA
TGFB-1 Ziege, polyklonal 1:25 Santa Cruz Biot., USA
MIF Ziege, polyklonal 1:18 RD Systems, Deutschland
IgG Goat Ziege 1:18 Vector, USA

IgG Rabbit Kanninchen 1:10 Dako, Danemark

Tabelle 2.17 Liste verwendeter Sekundarantikdrper

Sekundarantikorper Spezies Verdinnung | Hersteller

Alexa fluor 555 donkey anti- | Kaninchen | 1:100 Invitrogen, Darmstadt,
rabbit IgG (H+L) Deutschland

Alexa fluor 647 goat anti-rabbit | Ziege 1:100 Invitrogen, Darmstadt,
IgG (H+L) Deutschland

Alexa fluor 488 goat anti-rabbit | Kaninchen | 1:100 Invitrogen, Darmstadt,
IgG (H+L) Deutschland

Alexa fluor 488 donkey anti-goat | Ziege 1:100 Invitrogen, Darmstadt,
IgG (H+L) Deutschland

Gerate:

Zeiss LSM5 EXCITER Confocal Laser Scanning Microscope (Carl Zeiss Micro Imaging,
Jena, Germany)
Die Behandlung der Praparate erfolgte wie in Kapitel 2.5.8.4 beschrieben bis zum
Inkubationsschritt in Zitratpuffer. Nach einem dreimaligen Waschschritt mit PBST fir 5 min
wurden die Gefalde mit einem Lipidstift umrandet und ein Blockierungsschritt mit Serum free
Proteinblock Solution fir 30 min bei RT durchgefuhrt. Fir die Doppelfarbung der
Aortenbtgen und des entsprechenden Plaguegewebes wurden die einzelnen Farbungen
nacheinander vorgenommen. Der erste Primarantikérper wurde tber Nacht bei 4°C in einer
mit feuchten Tuchern ausgelegten Farbungsbox inkubiert. Die Isotypkontrolle wurde
entsprechend dem Primarantikorper nach verdiinnt. Am nachsten Tag wurde dreimal 3 min
mit PBST gewaschen und der erste Sekundarantikorper fir 2h bei RT inkubiert. Die
Préaparate wurden darauf wieder gewaschen mit PBST und es folgte eine zweite Blockierung
mit dem Serum free Proteinblock fir 30 min. Dann folgte der gleiche Ablauf der Farbung mit
dem zweiten Priméar- und Sekundarantikorper. Am Schluss erfolgte eine Kernfarbung der
Schnitte mit Drag 5 (1:2000 in PBS verdiinnt) fir 15 min. Nach einem letzten Waschschritt
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fur dreimal 3 min mit PBST wurden die Schnitte mit Mounting Medium eingedeckelt und im
Dunkeln bei 4°C gelagert. Die konfokalen Aufnahmen der Préparate wurde mit dem Zeiss

Laser Scanning Mikroskop mit dem A-Plan 40-fachen und 63-fachen Okular gemacht.

2.6 Statistische Auswertung

Fur die statistische Auswertung wurden alle Versuche mindestens mit einer Endzahl von n =
3 durchgefuhrt. Die Angabe der Ergebnisse erfolgte dabei als Mittelwert + Standardfehler
(SEM). Die Statistik wurde durch die Verwendung der Computer Software SPSS (IBM SPSS
Inc, Chicago, IL) und PRISM (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA) erhoben. Die
Erhebung der Statistik des Vergleichs von verschiedenen experimentellen Datenpunkten;
wurde mittels des ungepaarten studentischen T-Test und des One-way ANOVA Test
vorgenommen. Eine statistische Signifikanz liegt vor, wenn der Wert unterhalb von 0.05 liegt
(*p < 0.05; **p < 0.01 und ***p < 0.001).
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3. Ergebnisse

3.1 Greml und MIF in der Atherogenese

3.1.1 Expression von Grem1 und MIF in mononuklearen Zellen des kardiovaskularen
Systems

Um zu veranschaulichen, welche Zellen des kardiovaskularen System Gremlin und MIF
exprimieren, wurden Westernblot-Analysen sowie PCR Tests durchgefiihrt. In der
Atherogenese sind Zelltypen wie Monozyten, Makrophagen, Schaumzellen, Plattchen und
endothelialen Zellen wie HAEC von entscheidendem Interesse. Dabei ist die Expression der
Cytokine in diesem Zusammenhang fir Gremlin bekannt aus differenzierten Zellen wie
arteriellen Endothelzellen und am GeféaRaufbau beteiligten Gewebsschichten wie der Media
2377 Die Expression von MIF ist bereits bekannt in Zellen wie Makrophagen, T-Lymphozyten

und glatten Muskelzellen *°.

Fur die Gewinnung der Monozyten wurde eine Isolierung der Zellen aus buffy coats (siehe
Kapitel 2.2.2) vorgenommen, um die Expression auf Proteinniveau und m-RNA Ebene zu
untersuchen. Dabei sind Monozyten in der Lage unter bestimmten Kulturbedingungen zu

Makrophagen und Schaumzellen auszudifferenzieren.

Plattchen
Monozyten
Makrophagen
Schaumzellen
HAEC
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Abbildung 3.1: Expression von Greml und MIF . al.) Westernblot von Zelllysaten (30 ug
Protein) unter reduzierten Bedingungen und Detektion auf Greml, Positivkontrolle:
rekombinantes Grem1 (1 pg), interne Ladekontrolle des Blots: 8-Aktin; a2.) g°PCR von Grem1

und der internen Ladekontrolle B-Aldolase, dabei wurde die mRNA von Monozyten
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gewonnen im zeitlichen Verlauf von Zeitpunkt O, 5h und 24h; bl.) Westernblot von
Zelllysaten (30 pg Protein) unter reduzierten Bedingungen und Detektion auf MIF,
Positivkontrolle: rekombinantes MIF (50 ng), interne Ladekontrolle des Blots: B-Aktin; b2.)
gPCR von MIF und der internen Ladekontrolle S-Aldolase..

Durch die Westernblotanalysen konnte gezeigt werden, dass Gremlin nicht nur in
endothelialen Zellen exprimiert wird, sondern die Expression in Monozyten, Makrophagen
sowie in Schaumzellen nachweisbar war (Abbildung 3.1 al). Das Lysat von Plattchen konnte
ebenfalls positiv auf eine Expression von Grem1 hin gestestet werden. Dabei konnten zwei
Isoformen von Greml nachgewiesen werden, welche eine GréRe von 23 und 28 kDa
aufwiesen. Im Lysat von Plattchen konnte eine dritte mdgliche Isoform von Greml bei 25
kDa detektiert werden. Durch die qPCR Analysen konnte die Expression von Grem1 auf m-
RNA Ebene in Monozyten ebenfalls nachgewiesen werden. So scheint die Expression von
Grem1l im zeitlichen Verlauf nach 5h kurzfristig sich zu verringern und dann wieder auf den
Grundwert anzusteigen nach 24h, der am Zeitpunkt O ebenfalls zu sehen war (Abbildung 3.1
a2). Durch die Westernblotanalysen und qPCR Tests konnte MIF in allen untersuchten
Zellarten nachgewiesen werden (Abbildung 3.1 b1+b2).

3.1.2 Greml1 ist verstarkt exprimiert in arterioskle  rotischem Plaquegewebe von ApoE ™

Mausen

Um im Folgenden darzustellen ob Greml als Cytokin im Krankheitsmodell der
Arteriosklerose in dabei entstehenden Endothellasionen verstérkt exprimiert wird, wurde das
arterielle Gewebe von ApoE™- und Wildtypméausen (C57BL/J6) mittels Immunhistochemie
untersucht. Dabei wurden die ApoE” Mause in einem Alter von vier Wochen einer
cholesterinreichen Diat unterzogen und mit 16 Wochen geopfert und immunhistochemisch
auf die Expression von CD 68 als Marker fir Makrophagen und Schaumzellen, Grem1, MIF
und TNF-a als ein von MIF-induzierter Faktor hin gestestet. Als Kontrolle diente Gewebe von

Wildtypmausen (C57BL/J6), die im selben Alter geopfert worden waren.
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Abbildung 3.2: Immunhistochemische Farbungen von Pa raffinschnitten arteriellen
Gewebes von ApoE “(n=10) - und Wildtypmausen (WT, C57BL/J6) (n=7) : dargestellt sind
reprasentative Bilder von 7 Farbungen. Es wurden dabei parallele Schnitte gegen CD 68,
Greml, MIF und TNF-a gefarbt. Die Schnitte wurden in 20x Vergro3erung fotografiert,
(Maf3stabsbalken entspricht 50 pm).

Durch die immunhistochemische Untersuchung des arteriellen Gewebes der ApoE” Mause
im Vergleich zu den WT Méausen konnte gezeigt werden, dass es im Bereich der L&sionen im
Plaguegewebe zu einer verstarkten Expression von Greml kommt (Abb. 3.2 zweite
Abbildung von links oben). Durch die serielle Farbung von parallelen Bereichen der Schnitte
ergibt sich eine Uberlagerung der Expressionsmuster fir Grem1 und CD68. Als biologischer
Marker dient CD68 fur den Nachweis von Monozyten und Makrophagen. Dadurch lasst sich
der Ursprung der zellularen Expression von Greml in Monozyten und Makrophagen
vermuten, welche im Plaguegewebe als inflammatorische Zellen vorliegen. Auch die
Expressionsmuster von MIF und TNF-a im Bereich des Plaquegewebes der ApoE” Mause
entsprechen weitestgehend dem Expressionsmuster von Greml. Die Expression von MIF
und TNF-a steht auf inflammatorischer Ebene miteinander in Zusammenhang ?°. MIF, das
von Monozyten und Makrophagen exprimiert und freigesetzt wird, stimuliert seinerseits die
Freisetzung von TNF-a aus diesen Zellen. Im Vergleich zu den ApoE™ Mausen zeigt der WT
keine angestiegene Expression an CD68, Grem1, MIF sowie TNF-a.

3.1.3 Die molekulare Interaktion von Grem1 und MIF

Unsere Arbeitsgruppe konnte im Vorfeld zu dieser Doktorarbeit bereits eine molekulare
Interaktion in vitro von Greml und MIF durch Bindungsstudien innerhalb eines
Kooperationsprojekts mit der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Thomas Simmet (Universitéat
Ulm, Ulm, Deutschland) nachweisen **°. Die oben gezeigte Kolokalisation von Grem1 und
MIF im atherosklerotischen Gewebe der Maus ergab einen weiteren Hinweis darauf, dass

die Interaktion von Greml1 und MIF auch eine funktionelle Bedeutung fir die Pathogenese
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der Atherosklerose haben konnte. Es wurde deshalb von mir zundchst eine
Immunprazipitation durchgefuihrt, bei der durch die Bindung des spezifischen Antikorpers an
ein Protein innerhalb einer Kopplung an Sepharose Beads alle Interaktionspartner des
Proteins nachgewiesen werden kénnen. Um die Interaktion zwischen Greml und MIF zu
untersuchen, wurde das Lysat von HAECs verwendet. Dazu wurden gegenteilig das Lysat
mit den Antikdpern gegen MIF oder Gremlin inkubiert und dann durch die Bindung an die
Sepharosebeads und anschlielende Westernblots die beiden Interaktionspartner sichtbar
gemacht. Um auszuschliel3en, dass es sich um eine unspezifische Interaktion zwischen den
beiden  Proteinen handelt, wurde die entsprechende Isotypenkontrolle der
Prazipitierungsantikorper mitgefihrt im Versuch. Des Weiteren wurde von den gleichen
Paraffinschnitten (wie in 3.1.2) eine Ko-Immunfluoreszenzfarbung vorgenommen, um zu
analysieren, ob eine tatsachliche Kolokalisierung von MIF und Grem1 im arteriosklerotischen

Gewebe von ApoE” Mausen im Vergleich zu Mausen des C57BL/J6 Stammes zu
beobachten ist.

anti-Greml anti-MIF

WB

anti-Grem1 ' a ’

anti-MIF _ _

180007 O Anti-Grem1
B Anti-MIF

14000 Ao

100001

6000 1

Quantifizierte Expression [%]

2000 1

1gG Grem1-IP MIF-IP

Colokalisierung

Abbildung 3.3: Grem1 bindet an MIF und beide Protei ne weisen eine Kolokalisierung
im arteriosklerotischen Plaquegewebe auf. A.) Darstellung der Immunprazipitation von

anti-Grem1 und anti-MIF und anschlieBendem Nachweis der Bindungspartner im
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Westernblot unter reduzierten Bedingungen. Oben: Nachweis von Grem1 (23 kDa), unten:
Nachweis von MIF (12,3 kDa). Die Westernblots wurden mittels der Software ,Image J*
quantitativ ausgewertet, gezeigt ist ein reprasentativer Westernblot von n=5. B.) Darstellung
der konfokalen Immunfluoreszenzmikroskopie der ApoE” (rechts) und C57BL/J6 (links)
Schnitte von 16 Wochen alten Mausen beziglich der Expression von MIF (griine
Fluoreszenz) und Gremlin (rote Fluoreszenz): die Bilder wurden in einer 10x (links) und 20x

(rechts) VergroRerung aufgenommen, Mal3stabsbalken entspricht 50 pum.

Durch die Immunprézipitation (siehe Abbildung 3.3 A) konnte eine intrazelluléare Interaktion
von Greml und MIF nachgewiesen werden. Die Bindungsfahigkeit beider Proteine konnte
somit bestatigt werden. Die Analyse der Immunfluoreszenzfarbung fir Grem1 und MIF zeigte
auBerdem, dass es vor allem im Bereich des arteriosklerotischen Plaguegewebes zur
Koexpression von Greml und MIF kommt und diese Bereiche eine Kolokalisierung von

Grem1 und MIF aufweisen.

Aus den bereits erhobenen Daten stellte sich nun die Frage, ob diese kolokalisierte
Expression von Greml und MIF im Plaquegewebe tatsachlich von Zellpopulationen wie
Monozyten, Makrophagen und Schaumzellen ausging. Um diesen Sachverhalt zu
untersuchen wurden humane Monozyten aus buffy coats isoliert und durch die Zugabe von
acetyliertem LDL (acLDL) zu Makrophagen und Schaumzellen ausdifferenziert. Durch eine
Ko-Immunfluoreszenzfarbung sollten die Expressionsmuster von Greml und MIF durch
konfokale Fluoreszenzmikroskopie dargestellt werden. Als fluoreszierender Farbstoff,

welcher die DNA anfarbt wurde hierbei Draq5 verwendet.
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Monozyten

Makrophagen

Schaumzellen

Abbildung 3.4: Grem1 und MIF werden in Monozyten, M akrophagen und Schaumzellen

koexprimiert . In Monozyten (oben), Makrophagen (Mitte) oder Schaumzellen (unten) wurde
Greml1 (rote Fluoreszenz), MIF (griine Fluoreszenz) und Draq5 (blaue Fluorezenz) angefarbt
(n=3). Der Malistabsbalken entspricht 10 pm (Monozyten) oder 20 pm (Makrophagen,

Schaumzellen).

Anhand der konfokalen Fluoreszenzmikroskopie konnte bestétigt werden, dass Monozyten,
Makrophagen sowie Schaumzellen eine Kolokalisierung von Grem1 und MIF aufweisen.
Dabei war der Grad an Kolokalisierung von Grem1 und MIF besonders stark ausgepragt in

Monozyten und Schaumzellen.

3.1.4 Aktivierungsabhangige Freisetzung von Greml a  us Monozyten

Da die Arteriosklerose ein chronisch entziindlicher Prozess ist, bei der es zur Freisetzung
von Cytokinen kommt sollte im folgendem getestet werden, ob die Freisetzung und
Expression von Greml aus humanen Monozyten aktivierungsabhéngigen Signalwegen
unterliegt. Dazu wurden Monozyten mit Lipopolysaccharid (LPS) in einer Zeitreihe bis zu 48h
stimuliert und die Greml Expression wurde darauf durch Westernblot analysiert. Die
Sekretion von Greml im zeitlichen Verlauf wurde durch die Verwendung eines anti-Grem1
ELISA bestimmt.
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Abbildung 3.5: Zeitlicher Expression- und Sekretion slevel von Grem1 aus humanen

Monozyten. A.) Anti-Grem1 Westerblots der Monozytenlysate Oh-48h (Proteinmenge 30
pug/ml): oben: unbehandelte Proben, unten: mit 1 pg/ml stimulierte Proben (n=5); als interne

Ladekontrolle wurde B-Aktin verwendet. B.) Anti-Grem1 ELISA der Uberstande der Kontroll-
und stimulierten Proben (Oh-48h; n=5).

Durch die Stimulierung der Monozyten im zeitlichen Verlauf zeigt sich, dass es zu keiner
signifikanten Veranderung der intrazellularen Greml Proteinexpression durch eine
Stimulierung mit LPS im Vergleich zur Kontrolle kommt. Im Gegensatz dazu steigt die
Sekretion von Grem1 mit der Zeit deutlich an. Da die Level an Grem1 aber in der Kontrolle
im Vergleich zu den mit LPS stimulierten Proben im Verlauf von 8-48h héher sind, scheint

die Freisetzung nicht LPS abh&ngigen Signalwegen zu unterliegen.
Im Rahmen der Atherogenese sind Monozyten verschiedenen Stimuli ausgesetzt, wodurch

die Freisetzung von Grem1 aus Monozyten von anderen Cytokinen abhangen kénnte. Da die

Sekretion von Greml zum Zeitpunkt 24h einen Anstieg aufwies, wurden anderen Cytokine
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wie MCP-1, oxLDL, SDF-1, IL1-B, TNF-a oder INF-y getestet, da sie einen Einfluss auf die

inflammatorischen Ablaufe innerhalb der Progression einer Atheriosklerose haben.
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Abbildung 3.6: Die Sekretion von Grem1 aus Monozyte  n wird durch oxLDL und SDF-1

beeinflusst. Obere Abbildung: Anti-Grem1 Westerblots (Proteinmenge 30 pg/ml, Detektion
von Greml bei 23 und 28 kDa) der 24h kultivierten Monozyten, als interne Ladekontrolle
wurde B-Aktin (42 kDa) verwendet (n=3). Untere Abbildung: Anti-Greml ELISA der

Uberstande der Kontroll- und stimulierten Proben (n=3).

Durch die Stimulierung der Monozyten fir 24h mit Cytokinen wie MCP-1 oder SDF-1 wurde
die intrazellulare Proteinexpression von Grem1 nicht verandert. Die Analyse der Uberstande
ergab dagegen eine Veranderung des Sekretionsvermdgens der Monozyten durch die
Stimulierung mit oxLDL und SDF-1. Dieser positive Effekt war tendenziell, aber nicht von
statistischer Signifikanz. Die Cytokine LPS, MCP-1, IL1-B, TNF-a oder INF-y scheinen im
Gegensatz dazu keinen Einfluss auf das Freisetzungsvermdgen an Greml der Monozyten

zu haben.
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3.1.5 Grem1 beeinflusst die Sekretion von MIF aus M onozyten

Die LPS induzierte Freisetzung von MIF aus unterschiedlichen Zellen wie Fibroblasten oder
endothelialen Zellen wurde bereits charakterisiert * *°. In diesem Zusammenhang sollte nun
geklart werden, ob es zu einer LPS-abhéngigen Freisetzung von MIF aus humanen
Monozyten kommt. In einem zweiten Ansatz sollte des Weiteren verifiziert werden, ob Grem1
die Expression und Freisetzung von MIF in humanen Monozyten beeinflusst. Da Grem1 ein
Bindungspartner von MIF im arteriosklerotischen sowie inflammatorischen Kontext ist (siehe
Kapitel 3.1.2-3.1.4), wurde hier die mogliche Induktion der MIF Sekretion durch Greml in
Monozyten untersucht. Dabei wurde die Menge an MIF intrazellular und im

Zellkulturiberstand in einer Zeitreihe (1-10h) analysiert.
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Abbildung 3.7: MIF Expression und Freisetzung unter dem Einflud von LPS und
Greml. A.) oben: Anti-MIF Westernblot der mit 1 pg/ml LPS behandelten Proben und
mitgefuhrter Kontrolle (Proteinmenge 30 pg/ml) im zeitlichen Verlauf (2h-48h, n=5), als
interne Ladekontrolle wurde B-Aktin verwendet; unten: Anti-MIF ELISA der mit 1 pg/ml LPS
und unbehandelten Proben im zeitlichen Verlauf (2h-48h, n=5). B.) Anti-MIF ELISA der mit 2
ug/ ml Greml behandelten Proben und Kontrolle in einer Zeitreihe (1h-10h, n=5, *=p<0.05).

Durch die Stimulierung der Monozyten mit LPS kommt es zu keiner sichtbaren Veranderung
der intrazellularen Proteinexpression von MIF (siehe Abb. 3.7 A oben). Die Spiegel an
sekretierten MIF verandern sich durch die Stimulierung mit LPS im Vergleich zur Kontrolle
deutlich. Dabei sind im zeitlichen Verlauf zwischen 2h und 8h die Spiegel an MIF durch die
Stimulierung mit LPS erhoht, sinken dann nach 24h kurzfristig unterhalb des Kontrollwerts
und steigen nach 48h wieder an Uber den Wert der Kontrolle hinaus (siehe Abb. 3.7 A

unten). Eine Stimulierung der Monozyten mit Grem1 hatte keinen eindeutigen Einflu3 auf die
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MIF-Freisetzung, zu den Zeitpunkten 1h und 4h waren jedoch tendentielle Veranderungen im

Vergleich zur Kontrolle zu beobachten (siehe Abb. 3.7 B).

3.1.6 Funktionelle Charakterisierung der molekulare  n Greml und MIF Interaktion im

Flusskammermodell

In der Arteriosklerose werden durch die Aktivierung des Endothels und einer Induktion von
verschiedenen Chemokinen Leukozyten rekrutiert. Dies ist gekennzeichnet durch eine
verstarkte Interaktion zwischen Leukozyten und aktiviertem Endothels '¥’. Durch die
Perfusion der monozytaren Zelllinie MM6 Uber mit Endothelzellen (ECV-304) beschichteten
Deckglasern kann unter in vitro Bedingungen im Flusskammersystem nachgebildet werden,
wie bestimmte Cytokine die Adhasion der Monozyten an das Endothel beeinflussen. Um dies
zu untersuchen, wurden MM6 Zellen mit oder ohne Grem1 2h vorinkubiert und dann Uber
Endothel perfundiert, welches vorher aktiviert wurde fir 4h mit TNF-a und INF-y. Nicht
aktivierte Endothelzellen dienten als Kontrolle. Um die Wirkung von Grem1 und MIF weiter
zu untersuchen, wurde das Endothel zusatzlich entweder mit Grem1 oder mit MIF stimuliert.
Dabei wurde das Endothel entweder nur mit MIF fir 2,5 h inkubiert oder aber fiir 1,5 h mit

Grem1, bevor die Perfusion der Endothelzellen mit den Monozyten begonnen wurde.

Bei der Perfusion der mit Grem1 vorinkubierten MM6 Zellen tiber das Endothel kam es durch
die Stimulierung der Endothelzellen mit MIF zu einem Anstieg der Adhasion. Durch die
zusatzliche Stimulierung des Endothels mit Grem1 unter vorheriger Behandlung mit MIF
nahm die Anzahl der adharenten und semiadharenten (Roller) Zellen signifikant ab (siehe
Abb. 3.8 A). Diese Unterschiede waren bei dem zuvor nicht mit TNF-a und INF-y
behandelten Endothel groRer als bei zuvor erfolgter Behandlung. Die vorher nicht mit Grem1
vorinkubierten MM6 Zellen zeigten eine ebenfalls erkennbare Tendenz zur verstarkten
Adhasion nach Stimulierung des Endothels mit TNF-a und INF-y. Die inhibierende Wirkung
von Greml auf die mit MIF vorbehandelten Endothelzellen war in der Perfusion der MM6
Zellen aber nur im Falle der semiadharenten Monozyten nachweisbar (siehe Abb 3.8 B).
Somit inhibiert Grem1 signifikant das Adhasionsverhalten von MM6 Zellen im Falle einer
Vorbehandlung des Endothels mit MIF.
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|Abbi|dung 3.8: Greml inhibiert die MIF abhangige Ad  hasion von MM6 Zellen an das

Endothel. A.) Darstellung der mit 5 pg/ml Grem1 vorbehandelten perfundierten MM6 Zellen,
links: Anzahl der adharenten Monozyten, rechts: Anzahl der semiadharenten Monozyten,
Perfusion uber aktiviertes (Zugabe von 50ng/ml TNF-a + 25 ng/ml INF-y; 50 ng/ml MIF; 2
png/ml Greml + 50 ng/ml MIF) oder nicht behandeltes Endothel (Perfusionsgeschwindigkeit:
15 ml/h). B.) Darstellung der unbehandelten perfundierten MM6 Zellen, links: Anzahl der
adharenten Monozyten, rechts: Anzahl der semiadharenten Monozyten, die Perfusion

erfolgte aquivalent zu A, (n=3, *=p<0,05, **=p<0.01).

3.1.7 Einfluss der molekularen Interaktion von Grem 1 und MIF auf die Chemotaxis

humaner Monozyten

Bei der Arteriosklerose kommt es zur Aktivierung des Endothels und einer verstarkten
Expression von Adhasionsmolekilen und Cytokinen, welche die Adhasion und Migration von
Leukozyten in Bereich des Endothels fordern. Die Migration von Leukozyten wird vor allem
von MCP-1 angeregt '®. Dies wurde in den folgenden Migrationsassays als Positivkontrolle
verwendet. Um zu verifizieren, wie sich die molekulare Interaktion von Greml und MIF auf
das chemotaktische Migrationsverhalten von Monozyten auswirkt, wurden Migrationsstudien
mittels des 48-well Neuroprobe Chamber Migrationssystems durchgefiihrt. Dabei wurden im

Kammersystem die frisch isolierten humanen Monozyten immer in die obere Kammer
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gegeben. Die Zugabe der Cytokine erfolgte innerhalb einer Versuchreihe zur Austestung der
madglichen chemotaktischen Potentiale sowohl in die in die untere Kammer des 48-well
Neuroprobe Migrationssystems. Die Migration hatte eine Dauer von 6h und die Auszahlung
der angefarbten Monozyten erfolgte mikroskopisch in 20x VergréRerung (siehe Kapitel
2.4.2).
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Abbilding 3.9 Grem1 hemmt die MIF induzierte Migrat ion von Monozyten. Zugabe der
Cytokine in die untere Kammer (MIF und Greml wurden 10 min bei RT miteinander
vorinkubiert) und der Zellen in die obere Kammer. (n=5, *=p<0.05, **=p<0.01, **=p<0.001).

Durch die Zugabe von MCP-1 in die untere Kammer konnte die Migration der Monozyten
erfolgreich angeregt werden (Positivkontrolle). Eine Stimulierung der Zellen mit MIF in der
unteren, forderte die Migration der Zellen ebenfalls fast in gleichem MalRe wie MCP-1.
Grem1 hatte sowohl in getrennter Zugabe als auch in seiner kostimulierenden Zugabe mit

MIF eine hoch signifikant inhibierende Wirkung auf die Migration der Monozyten.

3.2 Herstellung und funktionelle Charakterisierung von mGrem1-Fc

3.2.1 Aufbau und Expression des bifunktionelen reko mbinanten Proteins mGrem1-Fc

Als Grundlage flr die in vitro und in vivo Charakterisierung des Proteins mGrem1-Fc diente,
dass im Rahmen der Doktorarbeit von Herr Dr. med. Marius Stang *** klonierte Protein
mGrem1-Fc (Vektor pcDNAS/FRT/TO, mit Unterstiitzung der Firma Medigenomix (Ebersberg,
Deutschland). In der Abbildung 3.10 ist der Aufbau des Proteins dargestellt, beginnend mit
dem N-Terminus des Proteins. Fur die Ausschleusung des Proteins ist das Sekretionssignal
Immunglobulin k (Igk) von Bedeutung, da diese Domane fur die Sekretion des produzierten
Proteins aus der Zelle in den Uberstand verantwortlich ist. Als zweite funktionelle Doméane
weist das Protein eine FclgG2 Domane auf, die dazu dient, nach Sekretion des Proteins in

den Uberstand eine Aufreinigung tiber Protein-G Beads zu ermdglichen. AuRerdem gewinnt
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das Protein dadurch an Stabilitat. Eine Linkersequenz wurde in das Protein integriert, um zu
gewdhrleisten, dass die Domé&nen voneinander ausreichend getrennt sind, falls eine
funktionelle Faltung des Proteins andernfalls nicht mdglich sein sollte. Des Weiteren ist in der
Sequenz eine Thrombinschnittstelle eingebaut, sodass Grem1 und der Fc-Anteil bei Bedarf
voneinander getrennt werden koénnen. Als funktionelle Doméne weist das Protein die
Aminosauresequenz des murinen Gremlin-1 auf. Zur Kontrolle wurde ein Protein generiert,

welches keine funktionelle Domane hat und zuséatzlich die FclgG2 Doméane aufweist.

A
mGrem1l -Fc
Maus
N— Sli%ﬁal FclgG2 |Linker Gremlin [C
B
Kontroll Fc

— lgK -
N Si%nal FclgG2 [—C

Abbildung 3.10: Schematischer sequentieller Aufbau des Fusionsproteins mGrem1-Fc

und des Kontrollproteins FclgG2.  A.) Aufbau von mGrem1-Fc. B.) Aufbau von FclgG2

Fur eine Produktion des Fusionsproteins wurde die Zelllinie Flp-In™-CHO stabil unter
Hygromycin Selektion mit dem Plasmid pcDNA5/mGrem1-Fc/FRT und pcDNAS/Fc/FRT
transfiziert (siehe Dr-Arbeit: Dr. med. Marius Stang). Nach erfolgter Transfektion wurden die
mGrem1-Fc - und Fc - CHO Zelllinien kultiviert und ihre Uberstande aufgereinigt mittels der
Verwendung von Protein G Beads. Die produzierten Proteinmengen wurden im Anti-human
IgG Elisa bestimmt. Die Qualitat der einzelnen Proteinchargen wurde zusatzlich durch
Immunoblots verifiziert (Abb. 3.10)
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Abbildung 3.11: Expression von mGrem1-Fc.  Darstellung der Anti-lgG Immunoblots
(Spalte 1: Positivkontrolle 50 ng/ml higK, Spalte 2: 1 pg/ml mGrem1-Fc) und der Anti-Grem1
Immunoblots (Spalte 3: Positivkontrolle 1 pg/ml mGrem1, Spalte 4: 1 pg/ml mGrem1-Fc).

Im Westernblot wurde das Fusionsprotein mGrem1-Fc unter reduzierten Bedingungen
sowohl durch die Detektion mit dem Anti-lgG Antikorper als auch dem Anti-Grem1 Antikorper
nachgewiesen mit mehreren Banden oberhalb von 55 kDa bei ungefdhr 60 kDa. Als
Positivkontrolle wurde im Westernblot fir die Detektion des humanen Fc Teils des
Fusionsproteins das rekombinante Protein higGK benutzt, welches eine Molekulargewicht
von 35 kDa aufweist. Im Westernblot fir den Nachweis von mGrem1-Fc durch den Anti-
Grem1l Antikdrper wurde als Positivkontrolle das rekombinate mGrem1 verwendet, das im
Westernblot als Doppelbande bei 25 kDa detektiert wurde. So wurde eine dauerhafte
Produktionsmdglichkeit des Fusionsproteins mGrem1l-Fc erreicht kombiniert mit einem

hohen Reinheitsgrad des produzierten Proteins.

3.2.2 Funktionelle in vitro Charakterisierung von mGrem1-Fc

3.2.2.1 mGrem1-Fc reduziert die Differenzierung von Monozyten zu Makrophagen und
Schaumzellen

Nach erfolgter Produktion von mehreren Chargen des rekombinanten Fusionsproteins
mGreml-Fc sollte nun die Funktionalitdt in einem zellbasierten Assay getestet werden.
Monozyten wandern aus dem zirkulierenden Blutkreislauf in die subendothelialen Schichten
der arteriellen GefalBwénde im Verlauf einer Arteriosklerose ein. Unter dem Einfluss des

Monozyten-Kolonie Stimulierungsfaktors (M-CSF) kommt es zur Differenzierung der
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Monozyten zu Makrophagen im subebdothelialen Bereich der Intima. Diese exprimieren
verstarktScavenger-Rezeptoren auf ihrer Oberflache. Mit ihrer Hilfe phagozytieren sie oxLDL
und wandeln sich in Schaumzellen um *¢. Dieses Modell der Ausbildung von Makrophagen
und Schaumzellen aus Monozyten lasst sich unter in vitro Bedingungen nachbilden, indem
die Monozyten mit acLDL Uber zwei Wochen inkubiert werden. So differenzieren die
Monozyten zu Makrophagen/Schaumzellen. Dieses Modell wurde bei murinen als auch bei
humanen Monozyten angewandt. Die Auswirkungen von Grem1 und von mGrem1-Fc auf die
Ausdifferenzierung von Monozyten wurden in diesem Schaumzell-Assay getestet.

Bereits an Tag 7 zeigten sich deutliche Unterschiede in der Ausdifferenzierungsfahigkeit der
Monozyten zu Makrophagen und Schaumzellen (siehe Abb 3.12 A d7). Dabei war die
Differenzierung der Zellen durch die Stimulierung mit MIF am stérksten ausgepragt sowohl
an Tag 7, als auch an Tag 13. Um die Wirkung von MIF intern kontrollieren zu kénnen wurde
ein monoklonaler Neutralisierungsantikdrper gegen MIF im Schaumzell-Assay mitgefuhrt.
Wie in der Abb. 3.12 gezeigt, unterblieb die Ausdifferenzierung der Monozyten durch die
Behandlung mit dem Neutralisierungsantikorper im Vergleich zur Isotyp Kontrolle fast véllig.
Es zeigte sich auRerdem, dass durch die Zugabe von rekombinantem Grem1 als auch von
Fusionsprotein mGrem1-Fc eine Verminderung der Differenzierung der Monozyten zu
Makrophagen und Schaumzellenzu erreichen war. Dadurch wurde die Anzahl der
ausgebildeten Schaumzellen im Versuchverlauf an Tag 13 im Vergleich zur Positivkontrolle
(Behandlung mit MIF) signifikant reduziert (p<0.001). Die MIF induzierte Differenzierung der
Monozyten zu Schaumzellen wurde durch eine Pré-Inkubation von Grem1 und MIF als auch
von mGreml-Fc und MIF vor Zugabe der Proteine in den Zellkultur-Uberstand signifikant
unterdriickt (p<0.01).

Die Uberstande der Schaumzellen wurden an Tag 13 gewonnen und ihre TNF-a-Spiegel von
untersucht, da MIF die Sekretion von TNF-a aus Makrophagen stimuliert. Dabei zeigte es
sich, dass MIF die Sekretion von TNF-a signifikant anregte im Vergleich zur Kontrolle. Unter
Zugabe des MIF-neutralisierenden Antikérpers kam es dagegen zu keiner relevanten
Steigerung der TNF-a-Spiegel. Grem1l und noch effektiver mGreml-Fc fihrten zu einer
Hemmung der MIF-induzierten TNF-a-Freisetzung aus den Makrophagen/Schaumzellen
(p<0.01)(siehe Abb. 3.12 B).
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Abbildung 3.12: mGrem1-Fc inhibiert die humane Scha  umzellbildung in vitro . Durch
den Schaumzell-Assay wurde die Ausdifferenzierungsfahigkeit der Monozyten im Verlauf von
14d charakterisiert. A.) Die quantitative Auswertung der gebildeten Makrophagen und
Schaumzellen, zeigt im zeitlichen Verlauf eine stark signifikante Inhibierung der
Ausdifferenzierungsfahigkeit durch die Behandlung mit dem Fusionsprotein mGreml-Fc
(n=3, p<0,001) im Vergleich zur Positivkontrolle (+ 10 ng/ml MIF). Die Bilder von d13 zeigen
reprasentativ den ausdifferenzierten Zustand der Schaumzellen nach erfolgter Behandlung
(20x VergrofRerung, Mafdstab: 50 um). B.) Anti-TNF-a ELISA der unterschiedlich behandelten

Proben und der Kontrolle nach erfolgter Schaumzellbildung (n=3, *=<0.05, **=<0.01).

Die Schaumzellbildung als Parameter fir die in vitro Funktionalitdt des Fusionsproteins
mGrem1-Fc wurde im murinen Zellsystem zusétzlich anhand von isolierten Monozyten aus
C57BL/J6 (MIF*™) und MIF” Mausen untersucht. Dabei war die Differenzierung zu
Schaumzellen bei den murinen Monozyten aus den C57BL/J6 Mausen im Vergleich zur
Differenzierung der humanen Monozyten schneller und dauerte nur 7d. Durch die
Behandlung der Monozyten (MIF**) mit dem rekombinanten Grem1 als auch mit dem
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Fusionsprotein mGrem1-Fc konnte die Differenzierung der Zellen zu Makrophagen und
Schaumzellen signifikant inhibiert werden (p<0.05). Eine Stimulierung der Zellen mit MIF
forderte die Differenzierung in hohem Malfie (siehe Abb. 3.13 obere Spalte rechtes Bild). Die
durch MIF induzierte Differenzierung der Monozyten wurde durch eine gleichzeitige
Behandlung der Zellen mit Grem1 oder mGrem1-Fc signifikant unterdriickt (p< 0.05). Eine
Ausbildung von Makrophagen oder Schaumzellen wurde durch die Verwendung eines
neutralisierenden Anti-MIF Antikérpers fast ganzlich unterbunden. Dagegen waren die aus
MIF defizienten Mausen isolierten Monozyten nicht zur Differenzierung zu Makrophagen und
Schaumzellen fahig (siehe Abb. 3.13 d7: MIF").

01d7: MIF+*  dn:MIE
‘ ol 22 l10 ng MIF

[N
(=]

d7: MIF-

pro Gesichtsfeld (20x)

BN
N O Oo

Makrophagen/ Schaumzellen

Abbildung 3.13: Grem1 und mGreml-Fc inhibieren die murine Schaumzellbildung in
vitro. Dargestellt sind die an d7 gebildeten Schaumzellen der aus C57BL/J6 (MIF*™, links
oben) und MIF™ (links unten) Mausen isolierten Zellen. Dabei konnten Grem1 und mGrem1-
Fc nur die Schaumzellbildung aus Monozyten von C57BL/J6 M&ausen beeinflussen, nicht
aber von MIF” Méausen (n=3,*=<0,05). Dargestellt sind reprasentative Bilder fir den
Differenzierungsgrad der Zellen an d7 von C57BL/J6 (MIF**) und MIF" Mausen (20x
VergroRerung, Mal3stab: 50 pm).

3.2.3 Auswirkungen von mGreml1-Fc invivo auf die Auspragung der Atherosklerose

Die Effekte von Greml im Rahmen der Schaumzellbildung und eine vergleichbare
Funktionalitat des Fusionsproteins mGrem1-Fc konnten in vitro nachgewiesen werden (siehe
oben). Um zu klaren, ob Greml auch in vivo die Pathogenese der Atherosklerose

beeinflusst, wurden in vivo Experimente im Kranheitsmodell der Arteriosklerose in ApoE™
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Méausen geplant. Da Grem1 aber ein Protein mit geringer Stabilitat ist, wurde an seiner Stelle
fur die in vivo Applikation mGreml-Fc und als Kontrollprotein higK-Fc gewéahlt, um eine
stabile Pharmakokinetik und langere Halbwertszeit zu gewahrleisten. Die in vivo
Experimente an ApoE” Méausen mit mGremi1-Fc wurden von Frau Dr. med. vet. Tanja
Schonberger durchgefiihrt. Die Produktion von mGrem1-Fc zu diesen Experimenten wurde
von Herrn Florian Appenzeller im Rahmen seiner medizinischen Doktorarbeit durchgefuhrt.
Die anschlieRende feingewebliche Aufarbeitung der atherosklerotisch veranderten Gefal3e
aus den Mausen wurden von mir und Herrn Appenzeller gemeinsam durchgefuhrt.

Um den Effekt von mGrem1-Fc im ApoE-/- Modell zu untersuchen, wurden 4 Wochen alte
mannliche Mause (B6.129P2-Apoe™""!) mit einer Cholesterin-reichen Diat versorgt. Im Alter
von 10 Wochen wurden die Mause mit mGreml-Fc (1 pg/g Koérpergewicht, n = 8) oder
Kontroll-Fc (&guimolar, n = 8) dreimal pro Woche intraperitoneal (i.p.) behandelt fiur die
Dauer von 4 Wochen. Danach wurden die Mause mit Isofluran narkotisiert, getétet und die
groBen GefalRe (Aorta und Carotiden) entnommen. Abbildung 3.15 zeigt den zeitlichen

Verlauf des Experiments.

Analyse

Woche 0 Woche 4 Woche 10 Woche 14

Cholesterin reiche Diat
mGremlin-1-Fc/ Fc

Abbildung 3.14: Behandlungsschema von mGreml-Fc im ApoE” Mausmodell .

Durchfiihrung des Experiments: Dr. vet. med. Tanja Schonberger

Nach Beendigung des Behandlungzeitraums wurden die Arterien entnommen,in Paraffin
eingebettet und fiur die darauf folgende immunhistochemische Analyse geschnitten. Es
erfolgte dabei eine Charakterisierung des Plaguegewebes hinsichtlich der Expression von
TNF-a und der Anzahl und Zellgrof3e von CDG68-postitiven Zellen. Eine weitergehende
Analyse unterschiedlicher Parameter wurde in der medizinischen Doktorarbeit von Herrn

Florian Appenzeller vorgenommen.
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3.2.3.1 Einfluss von mGreml-Fc auf die TNF- a Expression und leukozytéare

Zellpopulation

Bereits in der funktionellen Charakterisierung von mGreml-Fc unter in vitro Bedingungen
hatte sich eine Beeinflussung der MIF-induzierten TNF-a Sekretion aus Schaumzellen
ergeben (siehe Abb. 3.12 B). Um weitere Schliisse ziehen zu kdnnen, wurden nach erfolgter
in vivo Applikation die entnommenen Arterien immunhistochemisch untersucht. Dabei konnte
durch die Anti-TNF-a Farbung der mGrem1-Fc- und der Kontrollgruppe festgestellt werden,
dass eine signifikante Senkung der TNF-a Expression im Plaguegewebe der mit mGrem1-Fc
behandelten Tiere im Vergleich zur Fc-Kontrollgruppe erzielt werden konnte (mGrem-Fc
Gruppe: 235,08 + 55,04 TNF-a-positive Zellen], Fc-Gruppe: 431,97 + 77,92 TNF-a-positive
Zellen ; p<0.05). Die TNF-a Expression ist anhand von reprasentativen Abbildungen in
Abbildung 3.15 dargestellt.
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Abbildung 3.15: Darstellung der TNF- a positiven Zellen im Plaguegewebe nach

erfolgter Behandlung mit mGreml1-Fc oder Kontroll-Fc . Oben in der Abbildung sind
reprasentative Aufnahmen der Anti-TNF-a Farbung gezeigt (10x Verg6Rerung, Maldstab 25
um). Eine quantitative Auswertung der TNF-a positiven Zellen (untere Abbildungen) ergibt
eine signifikante Reduzierung der TNF-a Expression der mGrem1-Fc behandelten Gruppe

im Vergleich zur Fc-Kontrollgruppe (p<0.05).

Bereits in Kapitel 3.2.2.1 konnte veranschaulicht werden, dass das Fusionsprotein mGrem1-

Fc einen Einfluss auf die Schaumzellbildung unter in vitro Bedingungen hat (siehe Abb.

76



3.13). Um einen mdglichen Einfluss von mGrem1-Fc auf die Differenzierung von Monozyten
zu Makrophagen und Schaumzellen in vivo zu untersuchen, wurde eine
immunhistochemische Farbung mit anti-CD68 als Marker von Makrophagen/Schaumzellen
durchgefuhrt. Schon durch den optischen Eindruck ergab sich eine verstarkte Ansammlung
von CD-68 positiven Zellen in der Kontrollgruppe (siehe Abb. 3.17). Dagegen wurde die
Anzahl der CD-68 positiven Zellen nach erfolgter Behandlung mit mGrem1-Fc signifikant
reduziert (ImGrem1-Fc Gruppe: 16,02 + 1,80 CD68-positive Zellen], Fc-Gruppe: 19,89 + 1,52
CD68-positive Zellen; p<0.05). Durch eine Quantifizierung der Zellgré3e der CD68-positiven
Zellen konnte zusatzlich zwischen Makrophagen und Schaumzellen unterschieden werden
(siehe Abb. 3.16 linkes Saulendiagramm). So konnte eine Veradnderung der
Zusammensetzung des Plaquegewebes festgestellt werden in der mit mGreml-Fc
behandelten Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe. In der mit mGrem1-Fc behandelten
Gruppe war nicht nur die Zahl der CD68 positiven Zellen reduziert, auch die GréRe der
Zellen war verringert. Es waren also weniger Schaumzellen nachweisbar. Damit wurde durch
die Behandlung der ApoE” Mause mit mGrem1-Fc sowohl die Anzahl als auch die ZellgroRe
der Makrophagen und Schaumzellen im Vergleich zur Fc-behandelten Gruppe signifikant
reduziert (p<0.05).
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Abbildung 3.16 Darstellung der CD68-positiven Zelle  n im Plaquegewebe nach erfolgter
Behandlung mit mGrem1-Fc oder Kontroll-Fc . Oben in der Abbildung sind reprasentative
Aufnahmen der Anti-CD68 Farbung gezeigt (20x VergoRRerung, Mal3stab 25 um). Durch eine

quantitative Auswertung der CD68-positiven Zellen hinsichtlich ihrer ZellgroRe [mm?2] und
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ihrer Anzahl pro Plaqueflache ergibt eine signifikante Reduzierung der CD68 positiven Zellen
in der mGrem1-Fc behandelten Gruppe im Vergleich zur Fc-Kontrollgruppe (p<0.05).
3.2 Die Rolle von Grem1 und seine Interaktion mit T GFB-1 im Myokardinfarkt

Um die Expression von Grem1 im akuten Myokardinfarkt und die Rolle seiner Interaktion mit
TGFB-1 unter in vivo Bedingungen eingehend charakterisieren zu kénnen, wurde das Modell

der Reperfusion/ Ischamie in der Maus gewahlt.

3.3.1 Myokardiale Expression von Grem1

In der Atherogenese konnte aufgezeigt werden, dass es zur verstarkten Expression und
Freisetzung von Greml aus mononukledren Zellen kommt (siehe Kapitel 3.1.1).
Verschiedene inflammatorische Prozesse sind in der Progression der Arteriosklerose
verantwortlich fir die Auspragung einer Plagueruptur oder Thrombose, die durch den
kompletten Verschluss eines GeféalRes zu einem akuten Myokardinfarkt fihren kann. Um zu
analysieren, ob Greml im akuten Myokardinfarkt eine Rolle spielt, wurde zuné&chst seine
Expression im akuten Myokardinfarkt untersucht. Dazu wurde ein Myokardinfarkt in
mannlichen C57BL/J6 Mausen (n = 8) induziert durch eine 30 min andauernde Ligatur der
Jeft anterior descending artery” (LAD). Fur die Analyse der Expressionslevel wurden die
Zeitpunkte 2d und 7d nach Infarkt gewahlt fir die gRTPCR Analyse. Als Kontrolle wurden im
Versuch C57BL/J6 Mause mitgefiihrt (n = 8), bei denen keine Ligatur der LAD durchgefuihrt
worden war, sondern bei denen nur der Thorax getffnet und wieder verschlossen worden
war (sop = sham operated). AuRerdem dienten nicht operierte Wildtyp Mause (C57BL/J6)
als Kontrollen. Nach der Opferung der Tiere wurde aus den Herzen die mRNA isoliert und in
cDNA umgeschrieben. Durch die qRTPCR wurde die relative Expression von Greml
ermittelt. Als internes Housekeeping-Gen wurde [3-Aktin verwendet. Von den ,sham
operated” Tieren wurde ebenfalls mRNA isoliert und die relative Expression von Grem1 auf 1
gesetzt, um die x-fachen Expressionslevels von Greml im akuten Myokardinfarkt im
Vergleich zur Kontrolle darstellen zu kénnen. Die Expression von Grem1 ist nach 2d und 7d
in den M&usen mit induziertem Infarkt im Vergleich zur Kontrollgruppe C57BL/J6 tendenziell
erhoht (siehe Abb 3.17). Es kommt zu einer hoch signifikanten Erhdhung der Expression von

Grem1 nach 2d (p<0.001) und 7d (p<0.01) im Vergleich zur Kontrollgruppe sop.
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Abbildung 3.17: Die Expression von Greml ist im Inf arkt erhdht. Darstellung der
relativen Expressionswerte [%] der gqRTPCR von Greml nach induziertem Myokardinfarkt
(MI) im Vergleich zu den Kontrollgruppen C57BL/J6 oder sham operated (sop) nach 2d und
7d (n =8, ** = p<0.01, *** = p<0.001). Als Housekeeping-Gen diente B-Aktin.

AuBerdem wurden die Expression von Greml und TGFB-1, der ein weiterer
Interaktionspartner von Greml in vitro ist, nach induziertem Myokardinfarkt nach 1d und 7d

im Vergleich zu einer C57BL/J6 Kontrollgruppe im Westernblot untersucht.
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Abbildung 3.18: Expressionslevel von Greml und TGF  B-1. A.) Westernblot von murinen
Herzlysaten (Proteinkonzentration 30 pg/ml) getrennt nach rechtem und linken Ventrikel des
Herzens (LV oder RV) und Detektion von Greml (25 kDa, reduzierte Bedingungen),
Positivkontrolle rekombinantes mGreml1l (1 pg/ml), interne Ladekontrolle: B-Aktin,
Reihenfolge: WT (Wildtyp: C57BL/J6), 1d MI (Myokardinfarkt), 7d MI. Quantifizierung der
Banden mittels der ,Image J* Software, dargestellt als Grem1/ B-Aktin Verhaltnis [%] (n = 3,.*
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= p<0.05). B.) Westernblot von murinen Herzlysaten getrennt nach RV und LV des Herzens
und Detektion von TGFB-1 (25 kDa, nicht reduzierte Bedingungen), Positivkontrolle
rekombinantes mTGFf-1 (200 ng/ml), interne Ladekontrolle: B-Aktin, Reihenfolge: WT,1d Ml
, 7d MI. Quantifizierung der Banden mittels der Image J Software dargestellt als TGFS-1/83-
Aktin Verhaltnis [%] (n = 3,.* = p<0.05, ** = p<0.01).

Im Westernblot der murinen Herzlysate konnte flr Grem1 ein verstarktes Expressionsniveau
fir den Zeitpunkt 1d Ml im linken Ventrikel im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe
C57BL/J6 nachgewiesen werden (siehe Abb. 3.18 A, p<0.05). Die operative Induktion des M
durch Ligatur der LAD hat dabei Auswirkungen auf Prozesse, die im linken Ventrikel ihre
Auswirkungen zeigen. Das Expressionsniveau von Greml im linken Ventrikel war nach 7d
MI noch erhéht im Vergleich zu den Expressionsleveln der C57BL/J6, hatte aber zum
Zeitpunkt 1d MI seinen maximalen Expressionswert erreicht. Die Expressionslevel im
rechten Ventrikel waren nach 1d MI mit Bezug auf die C57BL/J6 Kontrolle nicht verandert.
Die Expressionslevel von TGFB-1 waren nach 1d Ml im Vergleich zur C57BL/J6 Kontrolle
nicht verandert (siehe Abb. 3.18 B). Nach 7d MI konnte ein Anstieg der Expression von
TGFB-1 nachgewiesen werden im Vergleich zum Zeitpunkt 1d Ml (p<0.05).

3.3.2 Die molekulare Interaktion von Grem1 und TGF B-1

Um die von unserer Arbeitsgruppe im Vorfeld bereits festgestellte Interaktion von TGFB-1 mit
Grem1l genauer zu verifizieren, wurde eine Immunprézipitation durchgefiihrt. Dabei wurde
das Lysat von HAECs mit den Antikorpern gegen Greml1 und TGFB-1 inkubiert, durch eine
Bindung an Sepharosebeads gefallt, und durch anschlieenden Westernblot mit anti-Grem1-
und anti-TGFB-1-Antokérpern nachgewiesen. Um zu gewdhrleisten, dass es sich um eine
spezifische Interaktion zwischen den beiden Proteinen handelte, wurde die entsprechende
Isotypenkontrolle der Prazipitierungsantikorper im Versuch mitgefuhrt, in der nur geringe

Banden von Grem1 bzw. TGFB-1 detektiert wurden.
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Abbildung 3.19: Greml zeigt eine molekulare Interak tion mit TGF B-1 unter in vitro
Bedingungen. Darstellung der Immunprazipitation von anti-Grem1 und anti-TGF3-1 und
anschlieBendem Nachweis der Bindungspartner im Westernblot unter reduzierten
Bedingungen. Links: Nachweis von Greml (23 kDa), rechts: Nachweis von TGFB-1 (12,5
kDa). Die Westernblots wurden mittels ,Image J“. Software quantitativ ausgewertet, gezeigt
ist ein reprasentativer Westernblot von n=>5.

Durch die Immunprazipation von Greml1 und TGFB-1 konnte nachgewiesen werden, dass es
Zu einer Interaktion zwischen den beiden Proteinen unter in vitro Bedingungen kommt (siehe
Abb 3.19). Da die erhobenen Daten zusammen mit den Bindungsstudien von Herrn Prof.
Simmet (Universitat Ulm, Ulm, Deutschland) auf eine spezifische molekulare Interaktion von
Greml wund TGFB-1 schliessen lassen, wurde im nachsten Schritt eine Ko-
Immunfluoreszenzfarbung durchgefiihrt, um eine tatsédchliche Kolokalisierung von beiden
Proteinen nachzuweisen. Dabei wurde eine Zelllinie von Fibroblasten (PMEF, primary mouse
embryonary fibroblasts) gewahlt, um ein hohes Expressionsniveau an TGFp-1 als Basis fur

die Untersuchung zu gewadhrleisten. Fir die Kernfarbung der Zellen wurde der Farbstoff
DAPI verwendet.
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Abbildung 3.20: Greml1 und TGF B-1 werden in Fibroblasten (PMEF) koexprimiert . In
Fibroblasten (PMEF) wurde Greml (rote Fluoreszenz), TGFB-1 (grine Fluoreszenz) und
DAPI (blaue Fluorezenz) angefarbt (n=3). Es wurden Aufnahmen in einer 40x Vergréf3erung

photographiert. Der Maf3stabsbalken entspricht 10 um.

Durch die Fluoreszenzfarbung konnte eine Kolokalisierung von Greml und TGFB-1 in den
Fibroblasten (PMEF) unter in vitro Bedingungen nachgewiesen werden (siehe Abb. 3.20).

Des Weiteren wurde untersucht, wie sich die Expressionsmuster von Grem1 und TGFB-1 in
vivo durch die operative Induktion eines Myokardinfarktes im Gewebe andern. Dazu wurden
in einer Versuchsreihe verschiedene Zeitpunkte des MI Modells miteinbezogen (1d Ml, 7d Mi
und 28d MI). Als Kontrollegruppe dienten nicht operierte C57BL/J6 Mause. Nach Opferung
der Mause wurden die Herzen in Paraffin eingebettet und fur die weitere histologische und
immunhistochemische Farbung mittels eines Mikrotoms in 5 pum dicke Schnitte geschnitten.
Es wurde eine Koimmunfluoreszenzfarbung mit anti-Grem1 und anti-TGFB-1 durchgefihrt.
Anschlieend wurden die histologischen Schnitte mittels konfokaler Fluoreszenzmikroskopie

analysiert. Als Farbstoff fur die Kernfarbung wurde TO-PRO-3 verwendet.
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Abbildung 3.21: Expressionsmuster von Greml und TGF B-1 im myokardialen Infarkt

im  zeitlichen Verlauf. Dargestellt sind représentative Bilder der konfokalen
Fluoreszenzmikroskopie in 40x VergroBerung der verschiedenen Gruppen: 1. Kein M
(C57BL/J6), 2. 1d MI, 3. 7d Ml und 4. 28d MI (n=3). Es wurde eine Doppelfarbung
durchgefuhrt mit: anti-Grem1 (rote Fluoreszenz), anti-TGFB-1 (griine Fluoreszenz) und TO-
PRO-3 (blaue Fluoreszenz). Der Malistabsbalken entspricht 10 um. (konfokale

Bildaufnahme: Dr. rer. nat. Madhumita Chatterjee).

Durch die konfokale Studie der Expressionsmuster von Grem1 und TGF(3-1 zeigte sich, dass
es im Herzgewebe der C57/BL6J Mause zu keiner relevanten basalen Expression der
beiden Proteine kommt. Zum Zeitpunkt 1d nach Ml waren die Expressionslevel von Greml
und TGFB-1 ebenfalls noch nicht stark erhdéht im Vergleich zur Kontroll-Gruppe. Zu den
Zeitpunkten 7d und 28d nach MI konnte dagegen eine deutliche Hochregulierung der
Expression von Greml und TGFB-1 nachgewiesen werden. Aullerdem war eine
Kolokalisierung der beiden Proteine zu beobachten (siehe Abb. 3.21). Die Kolokalisierung

manifestierte sich dabei vor allem in Bereichen infiltrierender Zellen, welche durch die
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inflammatorischen Prozesse in die Herzinfarktregion eingewandert waren, bezogen auf die
Zeitpunkte 7d nach MI und 28d nach MI. Auch in den Bereichen, wo sich die Myokardnarbe
auszubilden begann, war eine vermehrte Expression von Greml und TGFB-1 zu erkennen,

und auch hier waren beide Proteine kolokalisiert.

3.3.3 Der Einfluss von mGreml-Fc auf die TGF -1 abhangigen ,Remodeling“-

Prozesse im in vitro Modell

An einen akuten Myokardinfarkt schlieRen sich drei verschiedene Phasen an. Zunachst
erfolgt eine inflammatorische Phase, welche durch Entziindungsprozesse charakterisiert ist.
Darauf folgt eine Phase, in der proliferative Vorgénge dominieren. Und schliesslich folgt eine
.Remodeling“-Phase, die mit Heilungs- und Umstrukturierungsprozessen des Gewebes
verbunden ist. In der proliferativen Phase kommt es vor Allem zu einer TGFB-1 abhangigen
Steigerung der Synthese von extrazellularen Matrixproteinen und zu einer vermehrten
Kollagensynthese ausgehend von unterschiedlichen Zellpopulation, wie beispielsweise
humanen kardialen Fibroblasten ?® . Um zu untersuchen, ob mGrem1-Fc in diesem
Zusammenhang einen Einfluss auf die TGFB-1 abhangige Synthese von Kollagen | (Col I)
hat, wurden PMEF unter in vitro Bedingungen fir 48h kultiviert und ihre Col | Expression und

Synthese mittels Westernblot und ELISA analysiert.

122 KDa w— T ——— — — — — | Col |

42 kDo =] commes SNED GNES SHED mmb o= gy @ES |P-Aktin
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Abbildung 3.22: Einflu3 von Grem1 und mGrem1-Fc auf die Expression und Sekretion
von Col | in PMEF. Links.) Anti-Col | Westernblot der fiir 48h behandelten Proben der PMEF

(Proteinmenge 30 pg/ml, reduzierte Bedingungen); als interne Ladekontrolle wurde B-Aktin
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(42 kDa) verwendet. Quantifizierung der Banden mittels der ,Image J* Software, dargestellt
als Col I/B-Aktin Verhaltnis [%] (n = 5, * = p<0.05). Rechts.) Anti-mCol | ELISA der fur 48h
behandelten Uberstande der PMEF (n = 5, * = p<0.05).

Anhand der ELISA Daten zeigte sich, dass TGFB-1 die Sekretion von Col | aus PMEFs
steigerte. Dieser Effekt konnte durch eine Kostimulierung der Zellen mit TGFB-1 und
mGrem1-Fc signifikant inhibiert werden (siehe Abb. 3.22 Rechts, p<0.05). Durch eine
Kostimulierung der Zellen mit TGFB-1 und dem murinen rekombinanten Greml konnte
dieser Effekt auch erreicht werden. Die Hemmung war aber nicht signifikant im Vergleich zu
TGFB-1 alleine. Die Analyse der Proben im Westernblot zeigte einen ebenfalls vorhandenen
Inhibierungseffekt von mGrem1-Fc auf die TGFB-1 abhéngige Col | Expression der PMEF
(siehe Abb. 3.22 Links, p<0.05). Dieser Effekt konnte auch durch eine Kostimulierung mit
TGFB-1 und mGrem1 erreicht werden, wobei die Hemmung nicht signifikant war. Durch eine
Kostimulierung der Zellen mit TGFB-1 und Grem2 konnte dieser Effekt nicht erzielt werden.

i

AnschlieBend wurden die Effekte von humanem Grem1 auf die TGFB-1 abhangige humane
Col | Expression in humanen kardialen Fibroblasten (HCFs) unter in vitro Bedingungen
untersucht. Dazu wurden HCFs fur 48h mit TGFB-1 und/ oder Grem1 behandelt und dann
mittels konfokaler Immunfluoreszenzmikroskopie auf ie Expression von Col | hin analysiert.

Als Farbstoff fur die Kernfarbung wurde TO-PRO-3 verwendet.

A Col | Nukleus  Colokalisation B Nukleus Colokalisation

Col |

Kontrolle +5ng
TGFb1
+5ng
TGFB-1

+ 5ng + 139

TGF@-1 Greml
+5ng

+10ng ngp'
ToFp-L Grom1

Abbildung 3.23: Grem1l hemmt die TGF -1 abh&ngige Expression von Col | in HCFs.

A.) Darstellung von reprasentativen konfokalen Bildern (40x, Maf3stabsbalken 10 um) der
unbehandelten Kontrolle und der Positivkontrolle (+ 5 ng/ml TGFB-1). Angefarbt wurden die
fur 48h kultivierten Zellen mit anti-Col | (grine Fluoreszenz) und TO-PRO-3 (rote
Fluoreszenz). B.) Konfokale Bilder der Positivkontrolle (+ 5 ng/ml TGFB-1) und der
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kostimulierten Ansatze (+ 5 ng/ml TGFB-1, + 1 pg /ml Grem1/ + 5 pg/ml Grem1). (konfokale

Bildaufnahme: Dr. rer. nat. Madhumita Chatterjee).

Durch die konfokale Fluoreszenzmikroskopie konnte dargestellt werden, dass es zu einer
TGFB-1 abhangigen Hochregulierung der Col | Expression kommt im Vergleich zur Kontrolle,
die unbehandelt blieb. Eine gleichzeitige Behandlung der HCFs mit TGFB-1 und Greml
fuhrte zu einer sichtbaren Reduzierung des Fluoreszenzsignals. Grem1l hatte dabei einen
inhibitorischen Effekt auf die Col | Expression der Fibroblasten (siehe Abb. 3.23 B).

3.3.4 Effekte von mGrem1-Fc nach akutem Myokardinfa  rkt

Fur die funktionelle Charakterisierung von mGreml1-Fc im in vivo Modell der Reperfusions-
/lIschamiemodell der Maus wurde ein Myokardinfarkt in mannlichen 10-12 Wochen alten
C57BL/J6 Mausen durch eine 30 min andauernde Ligatur der ,left anterior descending
artery* (LAD) induziert. Dabei erfolgte eine Einteilung in zwei verschiedene Versuchgruppen
(siehe Tabelle 2.12). Die Versuchstiere erhielten eine i.p. Gabe des mGreml1-Fc (1 pg pro g
KG) oder des entsprechenden Kontrollproteins Fc (Aquimolar) direkt nach erfolgter Ligatur
der LAD und 48h nach dem Eingriff. Es wurde eine echokardiographische Untersuchung der
Versuchstiere bezuglich ihrer linksventrikularen Herzfunktion direkt nach und 7 Tage nach
erfolgter Ischamie/Reperfusion vorgenommen. Kurz vor Opferung der Tiere und Entnahme
der Herzen wurde in Isoflurannarkose die Infarktgrof3e und die Grof3e des ischamischen
Bereichs (Area at Risk) durch die Durchfiihrung einer Evan’s Blue und Triphenyltetrazolium-
Farbung bestimmt. Anschlieend wurden die Tiere getdtet und die Herzen entnommen.
Nach Fixierung, Einbettung in Parafin und Anfertigung histologischer Schnitte erfolgte eine
immunhistochemische Analyse der Herzen. Dabei wurde die Expression von PMA, CD3,
Mac-3, TGFB-1 und MIF im ischamischen Infarktbereich untersucht, sowie eine

Trichromfarbung auf spezifische Kollagenexpression hin durchgefuhrt.
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Abbildung 3.24: Behandlungsschema von mGrem1-Fc im 7d Ischamie/Reperfusions-

Mausmodell . Um den Effekt von mGrem1-Fc im 7d Ml Modell zu untersuchen, wurden 10-
12 Wochen alte mannliche Mausen direkt nach Ligatur der LAD und 48h spater mit mGrem1-
Fc (1 pg/g KG, n = 5) oder Kontroll-Fc (aquimolar, n = 5) i.p. behandelt. Direkt nach Ligatur
der LAD sowie 7d nach Ischamie/Reperfusion wurde eine echokardiographische
Untersuchung der Versuchtiere durchgefuhrt zur Bestimmung der linkventrikularen (LV-)
Funktion. Anschlie@end wurden die Mause geopfert und ihre Herzen fur weitere
histologische und immunhistochemische Analysen verwendet. (Die operativen Eingriffe,
einschliel3lich der Anasthesie, der Schmerztherapie und der Tétung der Méause, sowie die
Echokardiographie und die i.p. Applikation der Proteine wurden von Frau Dr. med. vet. Tanja

Schonberger und von Herrn Dr. med. Tobias Jurgens durchgefihrt).

3.3.4.1 mGreml-Fc verringert die Infarktgr63e nach operativer Induktion einer

myokardialen Ischamie

Um Parameter wie die InfarktgrofRe oder die GroRRe des ischamischen Bereichs (Area at
Risk) des Herzens erfassen zu kénnen, wurde kurz vor der Entnahme der Herzen eine
Evan's Blue und Triphenyltetrazolium-Farbung durchgefiihrt. Dabei zeigt sich eine
spezifische Farbgebung der Herzen (siehe Abb. 3.25). Der helle bis weil3e Bereich ist hierbei
charakterisiert durch eine irreversible Schadigung des Herzgewebes durch Ligatur der LAD.
Der rote Bereich weist eine myokardiale Ischamie auf, wobei in diesem Bereich das Gewebe
noch nicht irreversibel geschadigt ist, sondern noch eine Vitalitdét inne hat. Das blau
angefarbte Gewebe ist nicht von dem Infarkt betroffen und stellt das den Ischdmiebereich
umgebende gesunde Gewebe dar. Dabei wurde 7d nach MI eine quantitative Auswertung
vorgenommen, wodurch zwei Parameter bestimmt wurden. Zum einen wurde die
InfarktgrofRe als prozentualer Anteil der gesamten linksventrikularen Flache (% LV) bestimmt;

zum anderen wurde der prozentuale Anteil des ischamischen Bereichs (% I/AaR) gemessen.
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Abbildung 3.25: Effekt von mGreml-Fc auf die Infark tgréRe in vivo (7d MI). Links:
Darstellung von reprasentativen myokardialen Scheiben 7 Tage nach erfolgter LAD und
Behandlung der Versuchsgruppen (mGreml-Fc oder Fc, der Mal3stabsbalken entspricht 0,1
mm). Rechts: Diagramme der quantifizierten Auswertung der Infarktgrof3e als prozentualer
Anteil von der gesamten linksventrikularen Flache (% LV) oder als prozentualer Anteil des
ischamischen Bereichs (% I/AaR).

Durch einer zweimalige-Behandlung der Versuchtiere mit mGrem1-Fc nach erfolgter Ligatur
der LAD konnte im Vergleich zur Fc-Gruppe eine signifikante Reduzierung der Infarktgréf3e
nach 7 Tagen (mGreml-Fc Gruppe: 15,17 + 1,83 % I/AaR, Fc-Gruppe: 20,77 + 5,16 %
I/AaR; p<0.05) erreicht werden (siehe Abb. 3.26). Dabei ergab sich auch eine signifikante
Reduzierung der Infarktgrof3e bezogen auf die gesamte Flache des linken Ventrikels
(mGrem1-Fc Gruppe: 4,76 + 1,28 % LV, Fc-Gruppe: 6,12 + 1,33 % LV; p<0.05).

3.3.4.2 mGrem1-Fc verbessert die linksventrikulare Pumpfunktion nach operativer

Induktion einer myokardialen Ischamie

Das Fusionsprotein mGrem1-Fc zeigt also einen kardioprotektiven Effekt auf die Infarktgrof3e
nach erfolgter Ligatur der LAD. Um auch eine Aussage uber eine Beeinflussung der
Herzfunktion, namlich der linkventrikularen (LV-) Funktion durch die Behandlung mit
mGrem1-Fc, treffen zu kdnnen, wurde eine echokardiographische Untersuchung der Herzen
direkt nach Ligatur der LAD und 7d spater durchgefiihrt. Die erhobenen Daten wurden

quantitativ ausgewertet. Die LV-Funktion wurde als ,Ejection fraction* (EF) darstellt. Dabei
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wurde das Verhaltnis der EF zwischen dO und d7 angegeben. In Abbildung 3.26 ist
dargestellt, dass die LV-Funktion durch eine Behandlung mit mGrem1-Fc im Vergleich zur

Fc-Kontrolle signifikant um 20% verbessert wurde (p<0.05).

100

60

20

EF Reduzierung [% pre op]

mGreml-Fc Fc
Abbildung 3.26 Effekt von mGrem1-Fc auf die Herzfun  ktion (LV) in vivo (7d MI). Links:
Darstellung von reprasentativen echokardiographischen Aufnahmen im M-Mode der beiden
Versuchsgruppen (mGrem1-Fc und Kontroll-Fc). Rechts: Diagramm der LV-Funktion als EF
Verhaltnis zwischen dO und d7 [%] (* = p<0.05).

3.3.4.3 Einfluss von mGrem1-Fc auf die qualitative und quantitative Zellularitat im 7d
MI Modell

Um zu verifizieren, ob mGrem1-Fc im Tiermodell des 7d MI auch eine Veradnderung der
qualitativen und quantitativen Zellularitat im Herzgewebe, vor allem im ischamischen
Infarktbereich, bewirkt, wurde eine HE (Hamatoxylin und Eosin) Farbung der
Myokardschnitte 7 Tagen nach Ligatur der LAD vorgenommen. Zur Bestimmung der
Zellquantitdt wurden die Zellen im Infarktbereich ausgezahlt (siehe Abb. 3.28). Dabei
ergaben sich keine Unterschiede in den beiden Versuchsgruppen (mGreml-Fc Gruppe:
3989,9 + 135,73 Zellkerne/mm?, Fc-Gruppe: 3582,75 + 173,79 Zellkerne/mm?;, p = 0.12)

bezuglich der Zellquantitat im analysierten Bereich des Ml nach 7 Tagen Behandlungsdauer.
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Abbildung 3.27: Darstellung der zellularen Quantitd  t im myokardialen Ischamiegebiet.
Links: Reprasentative Aufnahmen der HE-Farbung von myokardialen Schnitten nach 7d
erfolgter Behandlung mit mGrem1-Fc oder Kontroll-Fc nach transienter Ligatur der LAD (10x
VergroBerung, MaRstabsbalken entspricht 25 pm). Rechts: Quantitative Auswertung der
Zellzahl im myokardialen Ischamiegebiet, dargestellt als Anzahl der Zellkerne/mmz2.

Zur Untersuchung der qualitativen Zellularitét im Infarktgebiet der behandelten
Versuchsgruppen (mGrem1-Fc vs Kontroll-F¢) wurde 7d nach Ml eine immunhistochemische
Farbung der Myokardschnitte auf Marker wie anti-PMN (neutrophile Zellen), anti-CD3 (T-
Zellen) und anti-Mac3 (Makrophagen) durchgefihrt (siehe Abb. 3.27).
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Abbildung 3.28: Darstellung der qualitativen Zellul aritdt im  myokardialen
Ischamiegebiet 7 Tage nach LAD (anti-PMN, anti-CD3 und anti-Mac-3). Oben:
Reprasentative Bilder der immunhistochemischen Farbung auf die zellularen Marker PMN,
CD3 und Mac-3 im ischamischen Gebiet (20x VergroRerung, MalRstabsbalken entspricht 25
um). Unten: Darstellung der quantitativen Auswertung der immunhistochemischen
Farbungen (anti-PMN, anti-CD3 und anti-Mac-3) als Anzahl der positiven Zellen/mm?2 (* =
p<0.05, ** = p<0.01).

Als Marker farbt PMN alle neutrophilen Zellpopulationen an (sieche Abb 3.28 links). Dabei
konnte durch die Behandlung der Versuchstiere mit mGreml-Fc im Vergleich zur
Kontrollgruppe 7 Tage nach Ligatur der LAD eine signifikante Reduzierung der PMN-
positiven Zellen (neutrophile Zellen) im Infarktgebiet erzielt werden (mGreml-Fc Gruppe:
1708,60 + 269,84 PMN-positive Zellen/mm?2 vs. Fc-Gruppe: 2088,17 + 133,90 PMN-positive
Zellen/mm?, p<0.05). Des Weiteren konnte durch die Behandlung der Versuchtiere mit dem
Fusionsprotein mGrem1-Fc die Anzahl der CD3-positiven Zellen (T-Zellen) ebenfalls hoch
signifikant verringert werden im myokardialen Ischamiegebiet (siehe Abb. 3.28 Mitte,
mGrem1-Fc Gruppe: 532,61 *+ 18,43 CD3-positive Zellen/mm? vs. Fc-Gruppe: 828,77 *
61,99 CD3-positive Zellen/mm?, p<0.01). Aul3erdem kam es bei der Analyse der anti-Mac-3
Farbung, welche spezifisch Makrophagen anfarbt, zu einer signifikanten Reduktion der

Makrophagen in der mGrem1-Fc behandelten Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe (siehe
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Abb 3.29 rechts, mGreml1-Fc Gruppe: 322,82 + 27,38 Mac-3-positive Zellen/mm?2 vs. Fc-
Gruppe: 762,19 + 78,45 Mac-3-positive Zellen/mm?, p<0.01).

Fur eine weiterfihrende Charakterisierung der Interaktion von Grem1 mit TGF-B1 und MIF
wurden die myokardialen Herzschnitte 7 Tage nach transienter Ligatur der LAD und erfolgter
Behandlung mit mGrem1-Fc oder des Kontroll-Fc mit anti-TGFB-1 und anti-MIF geféarbt. Die
TGFB-1 abhangige Kollagenexpression und -Sekretion von Fibroblasten (murine und
humane) wurde bereits in vitro untersucht (siehe Kapitel 3.2.3). Dabei konnte Grem1 bzw.
mGreml-Fc die TGF-B1 induzierte Col | Synthese beeinflussen. Um diesen Effekt von
Greml und mGreml-Fc auch unter in vivo Bedingungen zu analysieren, wurde eine
Trichromfarbung vorgenommen, um die kollagenreichen Bereiche im myokardialen

Infarktareal anfarben zu kénnen (griine Areale).
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Abbildung 3.29: Darstellung der qualitativen Zellul aritdt im  myokardialen
Ischamiegebiet 7 Tage nach Ligatur der LAD (anti-TG  FB-1, Trichrom und anti-MIF).
Oben: Repréasentative Bilder der immunhistochemischen Féarbungen der zellularen Marker
TGFB1 und MIF und der Trichrom-Farbung im ischdmischen Gebiet (20x VergrofRerung,
MalRstabsbalken entspricht 25 pm). Unten: Darstellung der quantitativen Auswertung der

immunhistochemischen Farbungen (anti-TGFB-1 und anti-MIF) als Anzahl der positiven
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Zellen/mm? und ausgemessene Kollagenflache [%]/Infarktflache (Trichrom); (* = p<0.05, ** =
p<0.01, *** = p<0.001).

Durch die Behandlung mit mGreml-Fc zeigte sich, dass es zu einer tendentiellen
Verédnderung der Expression der molekularen Bindungspartner von Greml unter in vivo
Bedingungen kommt (siehe Abb. 3.29 links und rechts). Dabei kam es zu einer Reduzierung
der Expression von TGFB-1 bei den mit mGrem1-Fc behandelten Versuchstiere im Vergleich
zur Kontrollgruppe in den quantifizierten Bereichen der myokardialen Ischamie 7 Tage nach
transienter Ligatur der LAD (Abb. 3.29 Links, mGrem1-Fc Gruppe: 620,19 + 68,21 TGFb1-
positive Zellen/mm?2 vs. Fc-Gruppe: 1098,31 + 32,1 TGFB-1-positive Zellen/mmz, p<0.001).
Eine Quantifizierung der durch die Trichromfarbung angefarbten grinen kollagenreichen
Areale im Infarktgebiet ergab eine Verminderung der Expression von Kollagen durch eine
Behandlung mit mGrem1-Fc im Vergleich zur Kontrollgruppe (Abb. 3.29 Mitte, mGrem1-Fc
Gruppe: 5,10 + 1,04 Kollagenflache [%]/Infarktflache vs. Fc-Gruppe: 7,49 + 0,96
Kollagenflache [%]/Infarktflache, p<0.05). Bei der Quantifizierung der MIF-positiven
Zellen/mm? konnte ebenfalls eine Reduzierung der Expression von MIF im Infarktbereich der
mGrem1-Fc behandelten Versuchstiere im Vergleich zur Kontrollgruppe festgestellt werden
(Abb. 3.30 Rechts, mGrem1-Fc Gruppe: 858,17 + 133,96 MIF-positive Zellen/mm? vs. Fc-
Gruppe: 1338,97 + 42,91 MIF-positive Zellen/mm?, p<0.01).
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4. Diskussion

Die Arteriosklerose stellt eine chronisch entziindliche Erkrankung dar, die in den letzten
Jahrenzehnten Gegenstand zahlreicher Forschungsprojekte war. Arteriosklerotische
Prozesse sind die haufigste Ursache einer ischdmischen Herzerkrankung. Die
Hyperlipidamie stellt einen wesentlichen beginstigenden Faktor der Arteriosklerose dar, der
zu vermehrten Oxidationsprozessen und Lipidablagerungen in der GefalRwand fuhrt.
Dadurch kommt es zu einer Aktivierung von Endothelzellen, einhergehend mit einer
endothelialen Dysfunktion. Diese endothelialen Zelldefekte fordern die Adhésion von
Leukozyten an das geschadigte Endothel und von aktivierten Plattchen. Zusatzlich férdert
die endotheliale Dysfunktion die Permeabilitit der Blutgefasse fir Lipidbestandteile des
Plasmas, wie das ,Low- density Lipoprotein - (LDL)* ®*. In der fortschreitenden Atherogenese
werden Monozyten in die Intima und Subintima rekrutiert, wo sich Lipide ablagern und tber
Scavanger-Rezeptoren in die mononukledren Zellen aufgenommen werden und so die
Differenzierung der Monozyten zu Makrophagen und Schaumzellen férdern. Daraus bilden
sich fettreiche Ablagerungen aus (,fatty streaks®) und es kommt zur Rekrutierung von glatten
Muskelzellen. Daraus bilden sich Plaques, welche im weiteren Verlauf aus apoptotischen
Makrophagen, Matrixproteinen und einer Schicht aus glatten Muskelzellen bestehen. Durch
nekrotische Prozesse, ausgehend vom Kern der fibrosen Plaquestrukturen, sowie Abbau der
Matrixproteine durch Proteasen, kommt es zu einer Erosion und zum Ausdinnen der
stabilen Kappe. Dies resultiert schlie3lich in einer Ruptur des Plaques, einer Aktivierung des
Gerinnungssystems und einer Thrombose der betroffenen Arterie, wodurch es zum

Verschluss des GefaRes kommt. Die Folge ist ein akuter Myokardinfarkt 3* 84,

In der vorliegenden Arbeit wurde die Rolle von Greml und seine Interaktion mit MIF und
TGFB-1 im kardiovaskularen System untersucht. Im ersten Teil wurde dabei der Fokus auf
ateriosklerotische Prozesse gelegt, die durch die Wechselwirkung der Proteine Grem1 und
MIF beeinflusst werden. Im zweiten Teil lag der Schwerpunkt auf der Interaktion von Greml
und TGFB-1 im akuten Myokardinfarkt. Die Charakterisierung erfolgte dabei sowohl unter in
vitro Bedingungen, als auch unter Verwendung von murinen in vivo Tiermodellen
(Arteriosklerose-Modell (ApoE™), Infarktmodell (transiente LAD-Ligatur)). Die Wirkung von
Greml wurde in vitro mit Hilfe von rekombinantem Grem1 untersucht. Da Grem1 aber eine
geringe Stabilitdt aufweist, wurde zur Analyse der Greml-Funktion in vivo ein stabileres
Fusionsprotein verwendet, das von unserer Arbeitsgruppe im Vorfeld entworfen, kloniert und
produziert worden war, namlich mGrem1-Fc. Dabei konnten wir fir mGrem1-Fc in vitro eine

ahnliche Funktionalitat wie fir Grem1 nachweisen.

94



4.1 Die molekulare Interaktion von Greml und MIF un ter in vitro Bedingungen in

mononuklearen Zellen des kardiovaskularen Systems

Greml ist ein zur ,Cystein Knot*- Superfamilie gehdrendes Protein, welches im
Zusammenhang mit kardiovaskularen Erkrankungen bisher kaum untersucht wurde. Im
Rahmen arteriosklerotischen Prozesse wurde Grem1 bisher nachgewiesen ,in murinen und
humanen GefalRen des arteriellen Systems, die erhéhten Flussbedingungen ausgesetzt
waren 2. Des Weiteren wird Grem1 von Tumor- und aktivierten Endothelzellen exprimiert

125, 162

und sekretiert . Innerhalb der in vitro Charakterisierung konnte Greml in allen

mononuklearen humanen Zellen sowohl auf mRNA- als auch Proteinebene nachgewiesen
werden (siehe Abb. 3.1 al+a2), die in Zusammenhang mit der Atherogenese stehen 2> 184,
Interessanterweise war Greml dabei in allen Formen der monozytaren Transformation,
beginnend von den Monozyten, Uber die Makrophagen und in Schaumzellen nachweisbar. In
Endothelzellen, sowie den monozytaren Zellformen war Greml in zwei Isoformen zu

l. ™ mit einer GréRe von 23 und 28 kDa beschrieben

beobachten, die bereits von Topol et a
wurden. Eine Expression von Grem1l in Plattchen war bisher nicht bekannt, zudem war im
Westernblot eine dritte Bande bei einer Hohe von 25 kDa detektierbar. Dabei kdnnte es sich
um eine bisher nicht beschriebene Isoform von Greml handeln, welche maoglicherweise
durch posttranslationale Modifikationsprozesse gebildet wird. Auch fir andere Proteine wie
den ,Stromal cell derived factor-1a — (SDF-1a)" konnte eine durch Thrombin induzierte de
novo Synthese in humanen Plattchen nachgewiesen werden ", was zeigt, dass Plattchen
das Vermdgen fur posttranslationale Modifikationen auch ohne das Vorhandensein eines
Zellkerns inne haben. Der Nachweis einer Expression von MIF war auch in allen
untersuchten Zellklassen auf Proteinebene mdglich (siehe Abb. 3.1 bl). Dabei ist die
Expression von MIF im Kontext von Monozyten und Makrophagen bereits eingehend
beschrieben '® **’. Von Endothelzellen und Plattchen ist die diesbeziigliche Eigenschaft MIF

exprimieren zu kénnen ebenfalls bekannt 4% *¢°.

Auch unter in vivo Bedingungen im Plaquegewebe von ApoE” Mausen konnte durch die
immunhistochemische Untersuchung nachgewiesen werden, dass es zu einer vermehrten
Expression von Grem1 kommt (siehe Abb. 3.2). Dabei war durch die parallele Farbung der
gleichen Areale innerhalb des Plaguegewebes eine ndhere Zuweisung der vorangigen
Expressionsquelle durch die Verwendung des Monozyten und Makrophagen Markers CD68
madglich. Dies erganzt die bereits in den in vitro Daten erhobene These, dass Greml
vermehrt von Monozyten und Makrophagen exprimiert werden kann in endothelialen
Lasionsbereichen innerhalb des Plaquegewebes (siehe Abb 3.1 al+a2). Dies lasst sich

auch durch die Arbeit von Chang et al. z belegen, in der beobachtet werden konnte, dass
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auch benachbarte Gewebestrukturen wie Arterien Quelle einer gesteigerten Greml
Expression sind. Durch die Immunhistochemie wurden auch die MIF und TNF-a in den
gleichen Plague-Arealen nachgewiesen. Die MIF-induzierte Aktivierung von Makrophagen
zur Produktion von Cytokinen wie TNF-a ist bereits in Verbindung mit MIF als
proinflammatorischen Faktor bekannt ' ' %, Die Theorie einer mit arteriosklerotischen bzw.
inflammatorischen Prozessen zusammenhangende Expression von Greml, CD68, MIF und
TNF-a wird auch bestarkt durch die Tatsache, dass es im Gewebe von C57BL/6J-Mausen zu

keiner relevant erhohten Expression dieser Proteine kam (siehe Abb. 3.2 WT).

Um zu verifizieren, ob Grem1 auf molekularer Ebene in der Lage ist MIF zu binden, wurde
eine Koimmunprazipitation in HAECs durchgefuhrt, da bereits auf Proteinebene beide
Proteine in diesem Zelltyp nachgewiesen werden konnten. Damit konnte gezeigt werden,
das Greml das Vermogen besitzt MIF zu binden (siehe Abb 3.3 B). Die molekulare
Interaktion zwischen Greml und MIF wird zudem gestitzt durch die innerhalb einer
Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Simmet erhobenen Bindungsstudien, welche
eine hohe Bindungsaffinitat von Grem1 an MIF (Kp=54 nM) aufzeigt haben . In diesem
Zusammenhang ist von Grem1 bereits bekannt, dass es eine Reihe von Proteinen mit hoher
Affinitat binden und ihre Signhalwege beeinflussen kann. Dazu gehdrt beispielsweise die
Bindung von sekretiertem Greml an BMPs, wodurch deren Ligand-Rezeptorinteraktion

110

inhibiert wird und nachfolgende Signalwege antagonisiert werden ~—. Des Weiteren ist

Grem1 auch als proangiogener Faktor charakterisiert, der an den VEGFR2 bindet %% 113163,
Fur die molekulare Interaktion von Greml und seiner Bindungsfahigkeit an MIF war der
Nachweis einer Interaktion beider Proteine dartiber hinaus auch im atheriosklerotischen
Plaguegewebe durch eine Kolokalisierung mdoglich (siehe Abb. 3.3 B). Als Quelle der
verstarkten kolokalisierten Expressionsmuster von Greml und MIF konnten dabei

Monozyten, Makrophagen und Schaumzellen ausgemacht werden (siehe Abb. 3.4).

Da vor allem Monozyten eine in der Arteriosklerose bedeutende Rolle fir das Fortschreiten
der unterschiedlichen Stufen der Plaguebildung spielen, wurde gestestet, ob es zu einer
Induktion der Greml Produktion und Sekretion aus Monozyten kommen wirde. Da es
wahrend des gesamten progressiven Verlaufs der Arteriosklerose zum Einwandern von

Monozyten in die unterschiedlichen Stufen der Plaques kommt **°

und die Kolokalisierung
der Expression von Greml1 und MIF in Monozyten nachweisbar war, war die Interaktion von
Grem1 und MIF in diesen Zellen eine entscheidende Fragestellung in der hier vorliegenden

Arbeit.
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Bisher war die Induktion der Hochregulation von Grem1 unter anderem bekannt aus renalen
Perizyten, welche erhéhten Konzentrationen an Glucose ausgesetzt waren " %°. AuRerdem
konnte eine Induktion der transkriptionellen und Proteinexpression von Grem1 durch TGFf

% und Greml konnte reversibel die Expression von TGFB-2 in

nachgewiesen werden
trabekularen Maschenwerkszellen induzieren *’. Um im arteriosklerotischen Kontext das
Cytokin bzw. Chemokin Milieu nachzubilden, in dem inflammatorische Prozesse unter in vitro
Bedingungen ablaufen kénnen, wurden fir die Monozytenstimulierung Proteine gewahlt wie
LPS, MCP-1, oxLDL, SDF-1, IL1-B, TNF-a oder INF-y ® % welche méglicherweise einen
Einfluss auf die Induktion der Grem1 Sekretion und Expression haben kdnnten. Dabei zeigte
sich in einer ersten Testreihe, dass die Freisetzung und Expression von Greml durch eine
Stimulierung der Monozyten mit LPS nicht induzierbar war (siehe Abb. 3.5). Da es sich bei
arteriosklerotischen Prozessen um ein Wechselspiel zwischen verschiedenen Signalwegen
handelt und LPS als Stimulator eher das inflammatorische Mileu nachbildet, indem
Monozyten in einer bakteriellen Infektion an einer Abwehr durch das Immunsystem Uber die
TLR-4 (Toll-Like Rezeptor-4) und das Komplementsystem (Komplementprotein C5a und
Komplementrezeptor C5aR) teilhaben **°, wurden Stimulatoren wie MCP-1, oxLDL, SDF-1,
IL1-B, TNF-a oder INF-y in diesem Zusammenhang als mdgliche Induktoren einer Grem1
Freisetzung und Expression aus Monozyten evaluiert. Es konnte nachgewiesen werden, das
oxLDL sowie SDF-1 einen Einfluss auf die Greml Freisetzung nach 24h haben. Die
intrazellulare Expression von Grem1 blieb aber unverandert (siehe Abb. 3.6). SDF-1 steuert
zahlreiche Prozesse wie die Chemotaxis von mononuklearen Zellen wahrend der
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Gewebehomoostase und Inflammation . Zudem wird SDF-1 in atherosklerotischen

GefaRabschnitten und in Makrophagen sowie glatten Muskelzellen vermehrt produziert * .
Fur Greml ist die Beeinflussung der Inhibierung einer SDF-1 induzierten Migration von

Monozyten bereits von Chen et al.

publiziert. Da auch eine verstarkte Freisetzung an
Greml durch oxLDL zu beobachten war, ist insbesondere interessant im Kontext der
Differenzierung von Makrophagen zu Schaumzellen Uber die Aufnahme von oxLDL uber
Scr-Rezeptoren '%?, da Greml auch in anderen Zellarten wie Tumorzellen oder glatten
Muskelzellen die Proliferation dieser Zellen beeinflussen kann % 1% %2 Ob Grem1 einen
Einfluss auf die Differenzierungsfahigkeit von Monozyten Uber Makrophagen zu
Schaumzellen hat, wird spater Thema dieser Diskussion sein. Bei der Interaktion von Grem1
mit MIF sollte auch eine mdgliche Beeinflussung der Freisetzung von MIF aus Monozyten
durch Greml geklart werden. Monozyten und Makrophagen weisen ein natirliches
Vermégen auf, MIF zu exprimieren und sekretieren . Die Sekretion und Expression in
diesen Zellen wird hochreguliert durch den Einfluss von LPS, TNF-a, INF-y, ATIl, oxLDL,

16, 19-21, 147

Hypoxie oder Glukocortikoiden . Dabei entsprach in unseren Experimenten

zeitlichen Verlauf die Beeinflussung der Sekretion an MIF durch LPS aus Monozyten den
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etablierten Literaturangaben (siehe Abb 3.7 A). Ein entsprechendes Vermogen von Greml,
eine Freissetzung von MIF aus Monozyten regulieren zu kénnen, war dabei nicht
nachweisbar (siehe Abb. 3.7 B). Da die molekulare Interaktion von Grem1 mit MIF, keinen
Einfluss auf das Sekretionsvermdgen der Monozyten zu haben scheint, wurden
verschiedene Assays ausgewdahlt, um die Interaktionsebene der beiden Proteine besser

charakterisieren zu kdnnen.

Daher wurde anhand einer in vitro Testreihe im Flusskammermodell und im
Migrationsmodells (Neuroprobe Chamber) anhand einer fir MIF klassischen Rolle in der
Beeinflussung der Rekrutierung und der Adharenzverhaltens von Monozyten als CLF
Chemokin '"® diese molekulare Interaktion mit Grem1 studiert. MIF kann den Arrest von
Monozyten, neutrophilen Granulozyten sowie T-Zellen auf einer endothelialen Oberflache
induzieren, durch eine Aktivierung der leukozytiren Integrine LFA-1 und VLA-4 °. Die
zugehorigen Bindungspartner der Integrine, die endothelialen Rezeptoren ICAM-1 und
VCAM-1, werden hierbei ebenfalls tiber eine MIF-abhangige Induktion hochreguliert 3. An
diesen Signalwegen ist ein Rezeptorkomplex aus CXCR2, CXCR4 und dem Corezeptor

75, 105, 122, 168
)

CD74 beteiligt °. Alle drei Rezeptoren werden dabei sowohl von Monozyten als

auch von Endothelzellen exprimiert ** 2!

, wobei die endotheliale CD74 Expression nur unter
inflammatorischen Bedingungen induziert wird '*°. Von Grem1 wurde bisher in einer Arbeit
gezeigt, dass es als negativer Regulator der SDF-1a induzierten Migration von Monozyten
auftritt. Dabei ist diese Wirkung zurickzufihren auf eine Interaktion von Greml mit den
Proteinen Slit 1 und Slit 2, welche als sekretierte Glycoproteine an die ,ROBO -
(Roundabout)“-Rezeptoren binden . Das Slit-Robo Signalling ist in diesem Zusammenhang
vor allem aus dem Nervensystem bekannt, aus der Beeinflussung der Axonlenkung **. Es
spielt aber auch eine Rolle bei dynamischen Prozessen im Zytoskellet, sowie bei der

Synthese von Proteinen % ©

. Im dynamischen Flusskammermodell konnte aufgezeigt
werden, dass durch eine Vorbehandlung des Endothels mit MIF eine Steigerung der Anzahl
der semi-adharenten und adharenten MM6 Zellen besteht (siehe Abb. 3.8). Dies korreliert

mit den Daten von Weber et al. &

, in dessen Arbeit durch das gezielte Einfligen einer
Doppelmutation in die N-terminale Sequenz von MIF sein Vermoégen gezielt herabgesetzt
wird, eine Rekrutierung von Leukozyten auszuldsen. Des Weiteren konnte durch die
zusatzliche Vorbehandlung des Endothels mit Grem1l und MIF die Zahl der adharenten
sowie semiadharenten MM6 Zellen signifikant (**=p<0.01) im Vergleich zu einer
Vorbehandlung mit MIF herabgesetzt werden. Der zugrunde liegende Mechanismus fur den
durch MIF ausgeltsten Arrest von Monozyten auf einer endothelialen Oberflache steht in
Verbindung mit dem bereits beschriebenen Vermégen von MIF, Integrine in Leukozyten zu

induzieren. In der Arbeit von Bernhagen et al. ° konnte gezeigt werden, dass dieser Effekt
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von MIF auf der Oberflache von arteriellen endothelialen Zellen ebenfalls einen Arrest der
monozytaren MM6 Zellen bewirkt. Die Induktion der Integrine tiber die G-Protein gekoppelten
Rezeptoren CXCR2 und CXCR4 bewirkt 3 Hauptsignalwege in der Aktivierung **®. Uber die
Phospholipase C kommt es zu einem Calciuminflux, des Weiteren sind an der
Integrinaktivierung kleine GTP-asen beteiligt, sowie die Aktin-bindenden Proteine wie Talin-1
und Kindlin-3 °- ° 1 Der zugehoérige endotheliale Arrest erklart sich in diesem
Zusammenhang auch durch eine MIF abhangige Verstarkung der Oberflachenexpression
von VCAM-1 und ICAM-1 auf den Endothelzellen ***. Die Untersuchung der chemotaktischen
Potentiale von Grem1 und MIF in Migrationsstudien ergab, dass MIF in der unteren Kammer
einen starken promigratorischen Effekt auf humane Monozyten hat im Modell der 48-well
Neuroprobe Chamber (siehe Abb. 3.9). Dieser Effekt wurde auch von Bernhagen et al. °
beobachtet, in dessen Studie MIF in der unteren Kammer die Transmigration von humanen
Monozyten im Transwell-System induzierte. Der gleiche Effekt der MIF-induzierten
Transmigration konnte in der Studie durch die Verwendung eines MIF neutralisierenden
Antikorpers aufgehoben werden. Wie schon im Flusskammermodell gezeigt, konnte Grem1
der durch MIF-induzierten Chemotaxis der Monozyten entgegenwirken, da die Anzahl der
migrierten Zellen signifikant (*=p<0.05) im Vergleich zur alleinigen Stimulierung der Zellen
mit MIF inhibiert werden konnte. Die inhibitorische Wirkung von Grem1 auf die Migration von
Monozyten wird auch durch die Studie von Chen et al. ® gestiitzt, in der Grem1 die SDF-1
abhangige Migration von Monozyten im Zusammenspiel mit den Proteinen Slit 1 und Slit 2
inhibiert.

4.2 Der Einfluss des Proteins mGrem1-Fc auf atherog  ene Prozesse

Die Produktion des Fusionsproteins mGrem1-Fc mit Hilfe des CHO flip in Systems stellt eine
Mdglichkeit dar, ein biopharmazeutisch wirksames Protein zu generieren das innerhalb einer
Saugetierzelllinie adequat gefaltet wird, das es im humanen und murinen System unter in
vitro und in vivo Bedingungen auf seine Funktionalitat hin getestet werden kann. Nur unter
diesen Bedingungen ist eine Biokompabilitdt der produzierten Fusionsproteine fir die
Anwendung in murinen Tiermodellen gewéhrleistet. Die Qualitat der produzierten Chargen
des Proteins wurden dabei durch den Nachweis im Westernblot getestet anhand ihrer
molekularen Grofle, um auszuschlieRen dass eine Anwendung des Proteins in einer
madglicherweise bereits abgebauten Form vorgenommen werden kénnte (siehe Abb. 3.11). In
der wirkstoffbasierten Arzneimitteltherapie wird dabei seit den 1980er Jahren die
Wirkstoffklasse der ,Biologicals® angewendet. Zur Klasse dieser angewendeten
Biopharmazeutika z&hlen eine Reihe von unterschiedlichen Subtanzen wie therapeutische
Antikdrper und deren Derivate, Hormone, Nukleinsduren, Wachstumsfaktoren sowie

Rezeptoren '®. Ein Beispiel fur diese Wirkstoffklasse stellt z.B ein Antikérper dar der an ein
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Cytokin gekoppeltist, welches gegen das im Mammakarzinom auftretete Onkogen HER2/neu
gerichtet ist ®’. Auch in der Studie von Reiners et al. ** zeigt sich, dass durch die gezielte
Therapie mit einem Toxin welches gegen das entsprechende Autoantigen gerichtet ist
spezifisch B-Zell Hybridome angegriffen konnen. So lasst sich durch den Einsatz von
Biologicals eine zielgerichtete Therapie gegen bestimmte molekulare Strukturen richten.
Auch im kardiovaskularen Bereich konnte durch die Arbeit von Ziegler et al. " gezeigt
werden, das durch die Anwendung eines Fusionsproteins im myokardialen murinen
Infarktmodell sich die kardiale Funktion bewahren lasst und gezielt Reperaturmechanismen
anregen lassen. Das dabei verwendete Fusionsprotein bestand aus den Komponenten SDF-
1 und dem Glykoprotein VI. SDF-1 bindet dabei an seine Zielstruktur den Rezeptor CXCRA4,
und das Glykoprotein VI bindet an extrazellulare Matrixkomponenten wie Kollagen. Durch
den im Konstrukt ebenfalls enthaltenen Fc-Immunglobulin-Anteil, konnte das Protein Uber die
an Protein-G gekoppelte Aufreinigung mittels der Agarose aus dem Uberstand aufgereinigt
werden. Durch den Einsatz des SDF1-GPVI konnte gezielt die Chemotaxis von CXCR-4
positiven Zellen und die endotheliale Ausdifferenzierung von Vorlauferzellen unter in vitro

. ¥4 wurde

Bedingungen angeregt werden. In der medizinischen Doktorarbeit von Stang et a
eine stabil das Konstrukt mGrem1-Fc produzierende CHO-Zelllinie generiert und fir die hier
vorliegende Arbeit zur Verfigung gestellt. Funktionell weist das mGrem1-Fc zwei wichtige
sequentielle Strukturen auf. Zum einen das IgK Signalpeptid welches, die Sezernierung des
produzierten Konstrukts in den Uberstand steuert. Zum anderen den Fc-Immunglobulin-
Anteil Gber welches das Fusionsprotein gekoppelt an Protein-G Agarose aufgereinigt werden
kann. Die funktionelle Kopplung des Proteins an ein humanes Fc-Immunglobulin bringt einen
entscheidenden Vorteil hinsichtlich der Stabilitit des Konstrukts sowie des
pharmakokinetischen Profils innerhalb der biologischen Verfligbarkeit bei einer in vivo
Applikation in Mausen ***. Die Erhéhung der Serumhalbwertswertszeit durch die Kopplung

an ein humanes Fc-Immunglobulin wurde auch fiir andere Fusionsproteine beschrieben 3
107, 193

Fur eine Charakterisierung von inflammatorischen Vorgangen, die bei der Entstehung der
Arteriosklerose eine Rolle spielen, sind Differenzierungsassays eine gute Mdoglichkeit,
Aussagen dartber zu treffen, ob bestimmte Proteine die Makrophagen- und
Schaumzellbildung beeinflussen. So wurde innerhalb einer in vitro Charakterisierung die
Funktionalitat des mGrem1-Fc getestet. Dabei wurde im experimentellen Versuchsdesign im
Schaumzell-Assay das Vermdgen von MIF, Grem1 und mGreml-Fc untersucht, die murine
und humane Schaumzellbildung zu veréndern. Auf3erdem wurde die MIF-induzierte TNF-a-
Sekretion aus Makrophagen im ELISA gemessen, da es als MIF induziertes Cytokin bereits

aus der Literatur hinreichend beschrieben wurde **!. Im humanen Schaumzell-Assay zeigt

100



sich, dass MIF die Makrophagen- und Schaumzellbildung signifikant steigert (siehe Abb.
3.12 A+B). Durch den Einsatz eines neutralisierenden MIF Antikopers wird die Ausbildung
von Schaumzellen stark inhibiert, was darauf hinweist, dass es sich um einen MIF-
abhangiger Prozess handelt. Dies stitzt sich auf die bereits bekannten Daten der
Beeinflussung der Rekrutierung von Monozyten in den Bereich von arteriosklerotischen
Lasionen und der verstdrkten Ausdifferenzierung zu Makrophagen durch MIF %, Des
Weiteren ist bekannt, dass MIF die Aufnahme von oxLDL in Makrophagen férdert, was
ebenfalls zu einer verstarkten Schaumzellbildung filhrt °. Auch von glatten Muskelzellen
(vascular smooth muscle cells — (VSMC)) ist in der Arbeit von Chen et al. % aufgezeigt
worden, dass oxLDL die Expression von MIF induziert was, zur Pathogenese der
Arteriosklerose beitragen konnte. Welche Auswirkungen dagegen Greml auf die
Makrophagen und Schaumzellbildung hat, ist bisher unbekannt. Grem1 fordert die Migration,

Cc 101 192 pes Weiteren beeinflusst Greml die

Proliferation und Apoptose von VSM
Proliferation von myogenen Vorlauferzellen ** und Tumorzellen **. Durch eine Behandlung
der Zellen im humanen Schaumzell-Assay mit Grem1 und dem Fusionsprotein mGrem1-Fc
konnte die MIF angeregte Schaumzellbildung in einem Kostimulierungsansatz signifikant
inhibiert werden. Durch eine Analyse der Uberstande, konnte zudem gezeigt werden, dass
mGrem1-Fc im Stande ist die MIF induzierte TNF-a Sekretion aus Schaumzellen signifikant
zu inhibieren (siehe Abb. 3.12 B). Dies wird auch durch die Studie von Miiller et al. **°
gestutzt, in der die MIF induzierte Freisetzung von TNF-a aus humanen Makrohagen durch
eine Interaktion von MIF mit Greml inhibiert wurde. Eine weitere Untersuchung der
molekularen Interaktion von Grem1 und MIF im murinen System unter in vitro Bedingungen
sollte analysieren, ob eine MIF Deletion (MIF") in Monozyten im Vergleich zu isolierten
Monozyten einer C57BL/6J (MIF*™) Wildtypmaus eine veranderte
Ausdifferenzierungsfahigkeit der Zellen zu Schaumzellen ergeben wirde. Die MIF
defizienten Monozyten waren nicht zur Ausdifferenzierung in Makrophagen oder in
Schaumzellen fahig. Dagegen konnte durch eine Stimulierung der murinen Monozyten
(MIF™") mit MIF die Schaumzellbildung stark angeregt werden (siehe Abb. 3.13). Diese
Feststellungen korrelieren mit bereits erhobenen in vivo Daten, die zeigen, dass es in MIF
defizienten Mausen zu reduzierten endothelialen Lasionsbereichen, geringerer
Zellproliferation und vermindertem Anteil an Makrophagen im Plaquegewebe kommt 3% 178,
Durch die Verwendung eines neutralisierenden Anti-MIF  Antikorpers wurde die
Schaumzellbildung ebenfalls fast komplett unterdriickt. Dies stitzt sich auf die Studie von
Schober et al. *°, in der in ApoE defizienten Mausen durch die Anwendung eines MIF
blockierenden Antikérpers es zu einer Reduzierung des Makrophagenanteils kommt. Dabei
konnte die durch MIF induzierte Differenzierung der Monozyten zu Makrophagen und

Schaumzellen durch eine gleichzeitige Behandlung der Zellen mit Grem1 oder mGrem1-Fc
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signifikant unterdriickt (p<0.05) werden. Durch eine weiterfihrende Charakterisierung der
Anwendung des Fusionsproteins mGreml-Fc und des Kontrollproteins IgK-FCc im
Krankheitsmodell der Arteriosklerose in ApoE” Mausen konnte gezeigt werden, dass es
durch die Behandlung mit dem mGrem1-Fc Fusionsproteins zu einer signifikanten Reduktion
der TNF-a Expression im Plaquegewebe im Vergleich zur Kontrollgruppe kommt (siehe Abb
3.15). Damit scheint mGrem1-Fc auch in vivo, die MIF induzierte TNF-a Freisetzung aus
Zellen im Plaguegewebe zu inhibieren. In einer Studie von Burger-Kentischer et al. **> konnte
ebenfalls in ApoE” Mausen durch die Behandlung mit einem MIF blockierenden Antikérper,
die arterielle Expression von proinflammatorischen Markern wie TNF-a, Interleukin 12 oder
ICAM-1 reduziert werden. Des Weiteren konnte durch eine Behandlung mit mGreml1-Fc der
Anteil an Monozyten/Makrophagen im arteriosklerotischen Lasionsbereich im Vergleich zur
Kontrollgruppe signifikant vermindert werden (siehe Abb. 3.16). Zusammenfassend konnte
dargestellt werden, dass das Fusionsprotein mGreml-Fc einen Einfluss hat auf das
Ausdifferenzierungsvermégen von Monozyten zu Makrophagen und Schaumzellen und die
Chemotaxis bzw. Migration von Monozyten ebenfalls beeinflusst unter in vitro Bedingungen.
In einer in vivo Anwendung des Fusionsproteins mGreml-Fc konnte der Anteil von
Makrophagen im Plaguegewebe und die Expression des inflammatorischen Cytokins TNF-a
signifikant reduziert werden. Sowohl die in vitro als auch in vivo Wirkungen des
Fusionsproteins mGrem1-Fc sind auf eine Antagonisierung MIF-abhéngiger Prozesse

zuriickzufiihren (siehe auch ™).

4.3 Die molekulare Interaktion von Grem1 und TGF -1 in Prozessen des myokardialen
Infarkts

Der primare Grund fur ischdmische kardiovaskulare Ereignisse ist die Arteriosklerose. Dabei
erreicht die Progression dieser Erkrankung ihren Endpunkt, wenn es durch eine Plaqueruptur
zu einem Gefalverschluss kommt, was einen Herzinfarktes nach sich zieht. Da die in dieser
Arbeit bisher dargestellten Daten auf eine Interaktion von Greml mit MIF in
arteriosklerotischen schliessen lassen ''°, sollte verifiziert werden, ob Gremil im
Myokardinfarkt einer Rolle spielt. Fir die an eine Ischamie, akuten und chronischen
Inflammation sich anschlieRenden Vorgange ist dabei die Fibrose ein zentraler Prozess fir
die weitergehende myokardiale Funktion und Prognose *. Die Beteiligung von Grem1 ist
bereits fir eine Reihe von chronisch fribrotischen Erkrankungen beschrieben, wie
beispielsweise die diabetische Nephrophatie *° oder in Organen wie Herz **° und Lunge ®
beschrieben. In der hier vorliegenden Arbeit konnte ein Nachweis erbracht werden, dass
Greml im Myokard 48h und 7d nach transienter Ischdmie im murinen Modell der im
Vergleich zu nicht ischamischen Kontrollgewebe signifikant hochreguliert wird (siehe Abb.

3.17 und 3.18 A). So ist aus der Literatur bisher eine Induktion der Expression von Greml
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bekannt durch ein extrazellular erhdhtes Mileu an Glukose, mechanischen Druck und durch
eine Einwirkung von TGFB *®. Andere proinflammatorische Cytokine wie z.B TNF-a, IL-1
oder IL-6 sind nicht konstitutiv exprimiert im Herzen unter nicht ischAmischen Bedingungen
8. 81 Dje Hochregulation und Produktion dieser Cytokine ist die Folge einer myokardialen
Schadigung und tritt im Rahmen einer Stressantwort auf ***. Fir diese Cytokine konnte in
Nagermodellen gezeigt werden, dass auf mMRNA Ebene eine bis zu 50-fache Expression als
im Vergleich zum Nicht-Infarktbereichs des Myokards, wo ein 15-facher Anstieg zu
beobachten war “* . Fiir diese starke Hochregulierung dieser Cytokine ist im Verlauf der
post Infarkt Phase zu sehn, dass sie wieder auf ihren Grundwert zurtickgeht im Falle eines
kleinen Infarkts. Dabei kann wenn die Starke des Infarkts entsprechend grol3 war, eine
verlangerte Hochregulation der Cytokine messbar sein oder es folgt eine zweite Phase des
Anstiegs der Cytokine im Infarktbereich, auch abhéngig von der entsprechenden
Remodelling Prozessen. Ein zweiter Anstieg der Cytokine kann sich auf die angrenzenden
Nicht-Infarktbereiche ausweiten, wodurch es auch zu Remodelling-Prozessen im nicht

infizierten Myokard kommen kann 2% 1%,

In der Literatur gibt es bezuglich einer Interaktion von Grem1 und TGFB-1 in verschiedenen
Krankheitsmodellen bereits erste Hinweise. So konnte in der diabetischen Nephropathie
bereits in Bereichen des Tubulus mit fibrotischen Prozessen eine Koexpression von TGFb

46

und Greml nachgewiesen werden *. Des Weiteren reguliert Greml in trabukuldren

Maschenwerkszellen TGFB-abhéngigen Signalwege (ber die eine Expression von

d . Es konnte verifiziert

verschiedenen Extrazellularen Matrixproteinen gesteuert wir
werden, dass TGFB-1 auch im Myokard unter ischamischen Bedingungen verstarkt
exprimiert wird, ndmlich nach 48h und 7d im Modell der transienten Ligatur der LAD (siehe
Abb 3.18 B). Dies korreliert mit bereits verdffentlichen Daten aus experimentellen Modellen
des myokardialen Infarkts, in denen TGFB hochreguliert wird. Dabei zeigen die drei
Isoformen von TGFB bestimmte Muster in ihrer Expression im Infarkt. So kommt es zu einer
verstarkten Induktion von TGFB-1 und TGFB-2 in einer friihen Phase nach einem Infarkt,
wohingegen TGFB-3 eine verzégerte und verlangerte Hochregulierung aufweist 3% *2. Somit
konnte gezeigt werden, dass sowohl Grem1l als auch TGFB-1 im Myokard nach transienter
Ligatur der LAD verstarkt exprimiert werden. Ob eine Bindung von Greml an TGFB-1
mdglich ist, konnte in der vorliegenden Arbeit durch eine Koimmunprazipitation
nachgewiesen werden, da es unter in vitro Bedingungen zu einer molekularen Interaktion
zwischen Grem1 und TGFb1 in Endothelzellen (HAEC) kommt (siehe Abb. 3.19). Zusétzlich
wird die Hypothese einer Bindungsfahigkeit von Greml an TGFB-1 gestiutzt durch die
Kolokalisation beider Proteine in der konfokalen Koimmunfluoreszenzmikroskopie in
Fibroblasten (PMEF) (siehe Abb. 3.20). Unter in vivo Bedingungen konnte diese
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Uberlappung der Expression von TGFB-1 und Grem1 im Infarktbereich beobachtet werden
(7d und 28d nach Myokardinfarkt). Als Kontrollegruppe dienten C57BL/6J M&ause (Kein

Myokardinfarkt), wo beide Proteine nur sehr schwach exprimiert wurden (siehe Abb. 3.21).

4.4 Der Einfluss von mGrem1-Fc auf myokardiale Proz ~ esse post Infarkt
An einem Myokardinfarkt schlielen sich inflammatorische Prozesse an, welche in

49142 Dabei sind diese

Heilungsprozesse zur Ausbildung einer Infarktnarbe fiihren
Remodelling-Prozesse in drei Phasen gegliedert. In der inflammatorischen ersten Phase,
kommt es durch die Ischamie zum Absterben von Kardiomyozyten und durch die Hypoxie zu
einer Freisetzung von freien Radikalen. Des Weiteren werden verschiedene Signalwege
aktiviert (Komplementkaskade, NF-kB, TLRs), welche zur Induktion von Chemokinen und
Cytokinen fuhren, die wiederum die Hochregulation von Adhasionsmolekilen in

14

Endothelzellen und Leukozyten férdern Dies fordert die Rekrutierung von

134 7zu den

inflammatorischen Zellen in den Bereich des myokardialen Infarkts
unterschiedlichen Zellen, die einwandern, zahlen Monozyten, Lymphozyten sowie
polymorphnukledre Zellen. Daraufhin wird der Infarktbereich von neutrophilen Zellen und
Makrophagen von toten Zellen und nekrotischen Zellresten gesdubert. In der darauf
anschliel3enden proliferativen Phase kommt es zunachst zur Unterdriickung der Expression
von inflammatorischen Chemokinen und Cytokinen und zur verstarkten Einwanderung von
Fibroblasten und Endothelzellen in den Bereich des Infarkts * *3, In diesem Zusammenhang
stellt TGFB-1 ein wichtiges Protein dar, dass die Entwicklung einer Fibrose im kardialen
Gewebe steuert *®. Zum einem steuert TGFB-1 anfanglich die Migration von neutrophilen
Zellen, Monozyten und Fibroblasten in den Infarktbereich, zum anderen férdert es die
Expression von Extrazelluldren Matrixproteinen (EZM) ***. So hemmt TGF die Aktivitéat von
Proteasen welche EZM abbauen, durch die TGFB induzierte Inhibierung der
Matrixmetalloproteasen Expression und Synthese von Proteaseinhibitoren, wie des
~Plasminogen Activator Inhibitor-1 — (PAI-1)“ und des , Tissue Inhibitors of Metalloproteinases
— (TIMP)“ ¢ Dabei stehen die profibrotischen Vorgénge, welche durch TGFB induziert
werden zum Teil in Verbindung mit einer Hochregulierung des ,Connective Tissue Growth
Factor — (CTGF)" " ®. Die Induktion der Synthese der EZM und des TIMP sind dabei
abhangig von der Aktivierung des Smad3 Signalwegs ***"’. Dabei wird im Herzen TGFB-1 in
der proliferativen Phase von kardialen Fibroblasten sekretiert 8. Zusatzlich sind andere
bekannte Quellen der Expression von TGFB-1 Makrophagen ® # 0 ynd Plattchen **. Die
Lokalisierung der dominanten Expression von TGFB-1 findet sich vor allem in der
Grenzflache des Infarkts, wo Remodelling Prozesse verstarkt statt finden 37 Die Literatur
gestiutzten Daten, welche eine Beteiligung von TGFB-1 an fibrotischen Ablaufen aufzeigen,

und die bereits dargestellten Festellungen in der hier vorliegenden Arbeit gaben Anlass
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dazu, eine mogliche Greml/TGFB Interaktion fir die kardiale Fibrose und Remodelling
Prozesse in Betracht zu ziehen. Eine Interaktion beider Proteine konnte zudem
nachgewiesen werden durch eine Oberflachenplasmonresonanz-Analyse, in der eine hohe
Bindungsaffinitdt von Greml an TGFB-1 mit einem Kp Wert von 54 nm nachgewiesen

werden konnte (siehe '8

. In einer in vitro Studie konnte zusatzlich gezeigt werden, das
murine Fusionsprotein mGrem1-Fc die TGFB-1 induzierte Sekretion und Expression an Col |
in murinen Fibroblasten (PMEF) signifikant inhibiert (siehe Abb. 3.22). Dieser antifibrotische
Effekt war auch im Zusammenhang mit humanen kardialen Fibroblasten (HCF) nachweisbar,
da durch die Verwendung eines rekombinanten humanen Greml Proteins eine
entsprechende TGFB-1 induzierte Col | Expression ebenfalls inhibiert werden konnte (siehe
Abb 3.23). Dies stellt Grem1 in einem neuen Kontext dar, da die bisher publizierte Literatur
fur Grem1 eine eher profibrotische Wirkung nahelegt - 8 109 116. 144 'Dass TGFB-1 die

133 und

Kollagenexpression steigert, ist bereits von humanen kardialen Fibroblasten
humanen dermalen Fibroblasten * bekannt. Eine Inhibierung der Kollagenexpression auf
MRNA Ebene konnte dagegen bisher in einem Tiermodell bei Ratten durch eine Antisense

TGFB Behandlung erzielt werden *®’

. Fur die Induktion der TGFB-1 Expression ist eine
Angiotensin Il abhéngige Aktivierung beschrieben % ° da durch eine Inhibierung dieser
Signalwege durch ACE (Angiotensin Converting Enzym)-Hemmer wie Imidapril eine
verminderte Kollagensynthese nachweisbar ist '*2. Die Synthese von TGFB-1 erfolgt (siehe
1.3.2) zunachst in Form einen inaktiven Proteinkomplexes, wobei die TGFB Aktivitat primar
von der Freisetzung dieser inaktiven Form in ihre aktive Form abhangt, wodurch maximale
zelluldre Antworten generiert werden kénnen * . Fiir eine Transformation dieser inaktiven
Form von TGFb in seine aktive Form ist Thrombospondin (TSP)-1 verantwortlich, welches
die nicht kovalente Verbindung zwischen TGF und dem ,Latency-associated Peptid —
(LAP)* spaltet 3. Firr eine Aktivierung von TGFB sind eine Reihe von Proteasen bekannt,
wie Plasmin, Matrixmetalloprotease (MMP)-2 oder die MMP9, wodurch der Abbau der
Matrixproteine mit der Aktivierung einer TGFB gesteuerten Aufrechterhaltung der
Matrixsynthese einhergeht “3. In der Arbeit von Tamminen et al. *’® konnte ein méglicher
Zusammenhang zwischen Greml und der Synthese der Vorlauferproteine von TGFf
aufgezeigt werden, da Grem1 an die Fibrilline 1/2 binden kann. Die Fibrilline wiederum sind
wichtige am Aufbau von elastischen Microfibrillen beteiligte Proteine, welche eine Rolle als

Tragermolekile bei der Synthese der Vorlauferproteine im Proteinaufbau von TGFB spielen
148

Fur die im letzten Abschnitt beschriebenen Infiltrate konnte fir Greml und TGFB-1 eine
entsprechende Kolokalisierung vor Allem in den Infarktbereich eingewanderten Zellen

beobachtet werden (siehe Abb 3.21). Dies korreliert auch mit den Daten (nicht gezeigt), die
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in der Studie von Milller et al. **® erhoben wurden und eine Kolokalisierung von TGFB-1 und
Greml in inflammatorischen Zellinfiltraten aufzeigen. In einer in vivo Anwendung des
rekombinanten mGrem1-Fc Fusionsproteins konnte verifiziert werden, dass es im 7d Modell
der Ischamie/Repersion im Vergleich zur Kontrollgruppe die linksventikulare Herrzfunktion
verbessert (siehe Abb. 3.26). Zusatzlich konnte nachgewiesen werden, dass die InfarktgroRe
ebenfalls durch die Behandlung mit dem Fusionsprotein mGrem1-Fc reduziert wurde im
Vergleich zur Kontrollgruppe (siehe Abb 3.25). Dies bestétigt die bereits in den in vitro
Studien erhobene Hypothese, das Greml und auch das Fusionsprotein mGreml-Fc eine
antifibrotische Wirkung hat. Andere Fusionsproteine wie das SDF1-GPVI die in der
Arbeitgruppe von Prof. Gawaz entwickelt wurden konnten ebenfalls bereits im 28d
andauernden Ischamie/Reperfusionsmodell eine Verbesserung der linksventrikuldaren
Herzfunktion und Reduktion der InfarktgroRe bestatigen . Zusétzlich konnte durch die
Behandlung mit dem Fusionsprotein mGreml-Fc eine im Vergleich zur Kontrollgruppe
verminderte Anzahl an infiltrierten Zellen in den Bereich des Infarkts festgestellt werden
(siehe Abb. 3.28). AulRerdem war die durch die Masson-Goldner Farbung ermittelte Flache
der Kollagenexpression in der mit dem Fusionsprotein mGreml-Fc behandelten Gruppe
signifikant zur Kontrollgruppe geringer, was ebenfalls die antifibrotische Wirkung von
mGrem1-Fc unter in vivo Bedingungen bei TGFB-1-abhangige Prozesse bestatigt (siehe
Abb. 3.29 Mitte). Dies zeigt Grem1 als neuen Antagonisten von TGFB-1 und MIF, welcher in
der Arteriosklerose und im Myokardinfarkt eine kardioprotektive Funktion aufweist. Es wurde
bereits in anderen Studien die Inhibition von TGFB-1 nachgewiesen, wo ein Ioslicher TGFf
Typ Il Rezeptor produzierender Adenovirus verwendet wurde, der die Fibrose regulieren und

nachweislich die linksventrikulare Funktion in Mausen aufrechterhalten konnte " %, |

n
einem weiteren in vivo Modell konnte nachgewiesen werden, dass ein loslicher TGFB Typ |l
Rezeptor zusatzlich in der Lage war, die Differenzierung von Fibroblasten in Myofibroblasten
zu inhibieren und die Proliferation von Fibroblasten zu unterdriicken *®. AuRerdem induziert

% So scheint der

TGFB die Transformation von Fibroblasten zu Myofibroblasten
antagonistische Effekt von Greml auf MIF und TGFB-1 eine kardioprotektive Wirkung zu
haben. Grem1 stellt einen endogenen Antagonist von MIF dar, der als protektiver Faktor die
Plaquestabilitat aufrecht erhalt **°. So kénnte Grem1 eine neue therapeutische Maglichkeit
darstellen, um ateriosklerotisch bedingte Plaqueinstabilititen oder akute koronare oder
cerevaskulare Syndrome zu kontrollieren. Die Rolle von Grem1 als Antagonist von TGF{-1
bei der Regulation von myokardialer Fibrose und Remodelling-Prozessen im

Zusammenhang des myokardialen Infarkts wurde ebenfalls evaluiert.
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5 Zusammenfassung

In den letzten Jahren ist die kardiovaskulare Grundlagenforschung immer mehr in den Fokus
der medizinischen Forschung gertckt. Speziell die Arzneimittelklasse der ,Biologicals” zeigte
bisher vielversprechende neue Behandlungsstrategien auf bei chronisch entziindlichen
Erkrankungen, wie der Rheumatoieden Arthritis oder Arteriosklerose. Fir die in vitro und in
vivo Anwendung sind hierbei die Klasse der Fusionsproteine eine neue innovative
therapeutische Moglichkeit, eine gegen Zielstrukturen gerichtete Therapie im
kardiovaskularen Bereich durchfiihren zu kénnen. In der hier vorliegenden Arbeit konnte das
bisher als BMP-Antagonist bekannte Protein Greml im Kontext der Arteriosklerose
charakterisiert werden. Es konnte gezeigt werden, dass Greml von Monozyten,
Makrophagen und Schaumzellen speziell im Bereich von arteriosklerotischen
Lasiosbereichen von ApoE”™ Mé&usen verstarkt exprimiert wird. Auch unter in vitro
Bedingungen konnte eine Sekretion von Greml aus Monozyten nachgewiesen werden.
Anhand der gezeigten Daten kann Greml als neuer endogener Antagonist von MIF
beschrieben werden. So konnte nachgewiesen werden, dass es zu einer molekularen
Interaktion zwischen MIF und Greml kommt. Diese Interaktion fUhrte zu einer Inhibierung
der Monozytendifferenzierung zu Schaumzellen, und reduzierte die MIF-induzierte TNF-a
Sekretion aus Makrophagen. Das Fusionsprotein mGreml-Fc konnte in einer in vivo
Applikation den Anteil der Makrophagen im Plaquegewebe von ApoE™ Mausen signifikant
reduzieren, sowie die TNF-a Expression in diesem Bereich als inflammatorischen Marker
vermindern. Zusatzlich konnte Grem1 als Inhibitor von TGFB-1 indentifiziert und eine neue
Rolle der Greml/TGFB-1 Interaktion in  myokardialen Inflammations- und
Reperaturprozessen beschrieben werden. Unter Verwendung des
Ischamie/Reperfusionsmodells in Mausen konnte eine vermehrte Expression von Greml in
Infiltraten im ischamischen Myokardgewebe nachgewiesen werden. So konnte verifiziert
werden, dass mGrem1-Fc die TGFB-1 in vitro induzierte Expression und Sekretion an Col |
von Fibroblasten und die in vivo Expression an EZM Proteinen nach transienter Ligatur
reduzieren kann. Durch die in vivo Applikation von mGrem1-Fc konnte die linksventrikulare
Herzfunktion verbessert werden, sowie die InfarktgréRe und die myokardiale Fibrose im
Ischamie/Reperfusionsmodell  verringert werden. Dies beschreibt Greml als
vielversprechendes neues Zielmolekiil, um die Plaquestabilitat und Plaqueprogression, aber

auch myokardiale Fibrose und Remodelling Prozesse kontrollieren zu kénnen.

107



6. Summary

The cardiovascular research has become a focus of medical research in the last years.
Especially the ,Biologicals* have shown to be a very promising new therapeutic approach
against chronic inflammatory diseases like rheumatoid artritis or atherosclerosis. For the in
vitro and the in vivo application the class of fusion proteins are a new innovative therapeutic
possibility to conduct a therapy against directed target structures. In this work the BMP-
antagonist Grem1 could be described in the context of atherosclerosis. Grem1 was found to
be predominantly expressed in monocytes, macrophages and foam cells in the area of
atherosclerotic lesions of ApoE” mice. Under in vitro conditions monocytes secreted Grem1.
Futhermore Grem1 was inhibiting the transformation of monocytes into foam cells and was
reducing the MIF-induced TNF-a secretion out of macrophages. This is the first time that
Greml could be described as a new endogen antagonist for MIF-induced processes.
Through different settings of experiments a molecular interaction between Grem1 and MIF
was evaluated. An in vivo application of the fusion protein mGrem1-Fc reduced significantly
the content of macrophages in plaque tissue of ApoE” mice and the TNF-a expression in this
area. Moreover Grem1 could be described, playing a role through its interaction with TGF3-1
in myocardial inflammation and remodelling processes as a new antagonist of TGF(-1. By
using the model of transient myocardial ischemia in mice Grem1 was highly expressed in
infiltrating cells in the myocardium. mGrem1-Fc reduced the in vitro TGFB-1-induced Col |
secretion and expression as wells as the in vivo expression of extracellular matrix proteins
after transient myocardial ischemia. Prolonged treatment with mGrem1-Fc, but not with
equimolar control Fc, improved left ventricular heart function, reduced infarct size and
myocardial fibrosis following myocardial ischemia. Taken together these data disclose
Grem1 as a new promising target structure to control plaque stability and progression as well

as myocardial fibrosis and remodelling processes.
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