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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die Transplantation solider Organe ist bis heute die beste Moglichkeit zur Behandlung eines terminalen
Organversagens. Die de novo Synthese von donorspezifischen Antikérpern (DAS), die gegen das hu-
mane Leukozyten Antigen (HLA) gerichtet sind, zeichnen fiir die Ausbildung einer chronischen Absto-
Bungsreaktion, einer Transplantatvaskulopathie (TV), verantwortlich. Diese Antikérper induzieren
durch ihre Bindung an Endothelzellen (EC) in den GefdlRen des Transplantats deren Aktivierung. Die
aktivierten EC rekrutieren und aktivieren ihrerseits Immunzellen in das Transplantat, in deren Folge es
zu einer neointimalen Hyperplasie und der Bildung eines monozytdren Infiltrates in der GefaRwand
kommt. Die neugebildete Neointima besteht vornehmlich aus glatten Muskelzellen, die aus der Media
migriert sind, und resultiert in der Reduktion des GefalRlumens. Die TV ist damit vergleichbar mit einer

chronischen Inflammation des Endothels und der GefaBRwand des Transplantats.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Stimulation von humanen EC mit dem anti-
HLA-I-Antik6rper w6/32 zu einer Expression des Adhdsionsrezeptors CD62E auf der Oberflache der EC
flhrt. Des Weiteren verursachte die Antikdrperstimulation die Adhadsion und Transmigration von Mo-
nozyten. Diese zelluldren Interaktionen konnten durch einen si-RNA-induzierten Knockdown des anti-
inflammatorischen Enzyms Ham-Oxygenase (HO)-1 verstarkt werden. Die pharmakologische Aktivie-
rung der HO-1 durch CoPPIX oder Statine fiihrte dahingegen zu einer Reduktion der Adhéasion und
Transmigration. Die antikdrperinduzierte CD62E-Expression zeigte sich ebenfalls sensitiv gegeniber
einer gezielten Aktivierung der HO-1 in den EC. Dariber hinaus fihrte die Blockade dieses Oberfla-

chenmolekiils zu einer reduzierten Interaktion zwischen Monozyten und EC.

In einem murinen allogenen Transplantationsmodell konnten die in vitro Ergebnisse verifiziert werden.
Hierzu wurde ein Segment der thorakalen Aorta von Balb/c M&usen infrarenal in die Aorta abdominalis
von Rag2 Knockout (KO) Mausen transplantiert. Durch die Applikation des MHC-I-spezifischen-Antikor-
pers SF1-1.1 gelang es in dem Transplantat eine TV zu induzieren. Dies konnte anhand der neointima-
len Hyperplasie und des monozytaren Infiltrats quantifiziert werden. Die Applikation des SF1-1.1-Anti-
korpers fihrte darlGber hinaus zu einer verstarkten CD62E-Expression in dem Transplantat. Durch die
pharmakologische Induktion der HO-1 oder die Behandlung mit dem HO-1-Metaboliten Kohlenstoff-
monoxid konnte die SF1-1.1-induzierte Neointima, als auch das monozytare Infiltrat in der GefaBwand
signifikant reduziert werden. Die Behandlung mit einem CD62E-blockierenden Antikorper resultierte
in einer geringeren Transmigration von monozytaren Zellen in die GefaBRwand und einer reduzierten
neointimalen Hyperplasie. Die Modulation der HO-1 stellt damit eine vielversprechende therapeuti-

sche Intervention zur Behandlung einer TV dar.



Abstract

Abstract

To this day, the transplantation of solid organs is the only sufficient therapeutic option for patients
suffering from end stage organ failure. One of the risk factors for developing a chronic organ rejection,
a transplant vasculopathy (TV), is de novo synthesized donor-specific antibodies against human leuko-
cyte antigens (HLA). These antibodies bind and activate endothelial cells (EC) of the transplant’s vas-
culature. Once activated, EC start to recruit immune cells into the vessel wall of the transplanted organ
resulting in neointimal hyperplasia and the formation of an monocytic infiltrate. The newly formed
neointima primarily consists of vascular smooth muscle cells (VSMC) that have migrated from the me-
dia and leads to a reduction of the vessel lumen. Therefore, TV comprises to a chronic inflammation of

the transplant vessel wall.

In this thesis, it is demonstrated that stimulation of human EC with the anti-HLA | antibody w6/32
induces adhesion and transmigration of monocytes. These cellular interactions have been reinforced
by si-RNA mediated knockdown of the anti-inflammatory enzyme heme oxygenase (HO)-1. A pharma-
cologically induced activation of HO-1 by CoPPIX or statins counteracts w6/32 generated adhesion as
well as transmigration. Furthermore, w6/32 stimulation induces expression of the adhesion receptor
E-selectin on the surface of EC which proved to be sensitive towards target activation of HO-1. The
Incubation of EC with E-selectin blocking antibodies after w6/32 stimulation led to a reduced interac-

tion between monocytes and EC.

Following these in vitro findings, an allogenic transplantation model in mice was successfully estab-
lished to verify the results. Segments of the thoratic aorta from Balb/c mice were implanted in an
infrarenal position into the Aorta abdominalis of Rag2 knockout (KO) mice. After the transplantation,
Rag2 KO mice were injected with the anti-MHC | antibody SF1-1.1 to evoke TV in the donor vessels.
Development of TV was assessed by neointimal hyperplasia and monocytic infiltrate quantification.
Additionally, it could be shown that SF1-1.1 treatment increases E-selectin expression within the trans-

plant.

Matching the in vitro experiments, HO-1 activity was intensified by CoPPIX and statins and its effects
on TV development were tested in the mouse model. Both the target activation of HO-1 and its me-
tabolite carbon monoxide led to a significant decrease in SF1-1.1 induced neointima and monocytic
infiltrate formation. The application of an E-Selectin blocking antibody was shown to diminish the num-
ber of transmigrated monocytes into the vessel wall and the neointimal hyperplasia. In conclusion, HO-

1 modulation might be a promising therapeutic approach to treat life-threatening TV.
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1. Einleitung
1.1 Das Immunsystem im Zusammenhang mit soliden Organtransplantationen

1.1.1 Haufigkeit solider Organtransplantationen

Die Transplantation von Organen ist bis heute vielfach die beste therapeutische Behandlungsoption
fir Patienten, die unter einem Organversagen im Endstadium leiden. Die Stiftung Eurotransplant stellt
einen Zusammenschluss von acht europdischen Ldndern dar und regelt die Allokation (Zuteilung) von
Spenderorganen auf Grundlage medizinischer und ethischer Aspekte. Im Jahr 2020 wurden 6.348
solide Organe (iber Eurotransplant vermittelt und erfolgreich transplantiert. Zu den vaskularisierten,
soliden Organen zdhlen (gelistet nach der Haufigkeit ihrer Transplantation im Jahr 2020): Niere (2.839),
Lunge (1.277), Leber (1.466), Herz (586), Pankreas (169) und Teile des Darms (11). Dem gegeniber
standen zum Jahresende 14.020 Patienten auf der Warteliste, die noch auf ein passendes Spenderor-
gan warten (Eurotransplant 2021).

Neben der Transplantation solider Organe kénnen auch (Knochenmarks-)Stammzellen und verschie-
dene Gewebe, wie Herzklappen, Augenhornhaut oder Knochen transplantiert werden. Da die Trans-
plantation von Stammzellen aus dem Knochenmark einen immunologischen Sonderfall darstellt, wird
diesin der vorliegenden Arbeit nicht behandelt. Auch die transplantierbaren Gewebe sind nur der Voll-
standigkeit halber erwahnt, da diese nicht oder nur schwach vaskularisiert sind und daher nicht den

gleichen immunologischen Zusammenhangen unterliegen wie solide Organe.

1.1.2 Immunologische Grundlage allogener AbstoBungsreaktionen

Die haufigste Form der Transplantation ist eine allogene Organspende. Hierbei wird ein Organ
zwischen zwei nicht identischen Individuen derselben Art transplantiert. Aufgrund unterschiedlicher
immunogener Strukturen kommt es zu einer Aktivierung des Immunsystems des Empfangers und dem
Ausbilden einer allogenen AbstoRungsreaktion gegeniliber dem transplantierten Organ. Neben dem
ABO-System der Blutgruppen spielen bei der Differenzierung zwischen ,selbst” und ,nicht-selbst”
durch das Immunsystem des Empfangers im Besonderen die Haupthistokompatibilitatskomplexe (Ma-
jor Histocompatibility Complex, MHC) der Klasse | und Il eine Rolle (Afzali, Lombardi et al. 2008).

Bei den MHC-Molekiile handelt es sich um Polypeptidketten, die sich zu Heterodimeren zusammenla-
gern und in hochpolymorphen Genen des Chromosoms 6 codiert sind (Reed 2015). Im humanen Sys-
tem werden die MHC-Molekile der Klasse | und Il als humane Leukozyten Antigene (Human Leukocyte
Antigens, HLA) Klasse | und Il bezeichnet.

MHC-Klasse-I-Molekiile werden auf der Oberflache aller nukledren Zellen des Organismus sowie auf
Thrombozyten exprimiert und dienen urspriinglich der Bindung und Prdsentation von Antigenen, die

beispielsweise aufgrund einer viralen Infektion intrazelluldr produziert werden. Als Antigene werden
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Stoffe oder Strukturen bezeichnet, die dem Immunsystem die Unterscheidung zwischen ,,selbst” und
,hicht selbst” ermoéglichen und eine Immunreaktion auslésen kénnen.

Zytotoxische T-Zellen (CD3*CD8* T-Zellen) erkennen die Komplexe aus kdrpereigenen MHC-Klasse-I-
Molekiilen und dem gebundenen Antigen und werden dadurch aktiviert (Neefjes, Jongsma et al. 2011).
MHC-Klasse-II-Molekiile hingegen werden nur von professionellen Antigen-prasentierenden Zellen
(Antigen Presenting Cells, APCs) exprimiert. Zu den APCs zahlen dendritische Zellen (Dendritic Cells,
DC), Monozyten, Makrophagen und B-Zellen. Diese Immunzellen konnen extrazellular aufgenommene
Antigene Uber ihre MHC-Klasse-lI-Molekiile den T-Helferzellen (CD3*CD4" T-Zellen) prasentieren
(Unanue, Turk et al. 2016). Eine T-Zellantwort wird nur dann ausgel6st, wenn die T-Zelle das prasen-
tierende MHC Molekil als ,selbst” und das gebundene Antigen als ,nicht-selbst” erkennt (Smith-

Garvin, Koretzky et al. 2009).

1.1.3 AbstoRungsreaktionen in Folge einer soliden Organtransplantation
AbstolRungsreaktionen, die auch als Alloreaktionen bezeichnet werden, kdnnen, abhangig von ihrem

zeitlichen Auftreten nach der Transplantation, als hyperakut, akut oder chronisch klassifiziert werden.

1.1.3.1 Donorspezifische Antikorper verursachen eine hyperakute AbstoRBungsreaktion

In vaskularisierten Organen tritt eine hyperakute AbstoBungsreaktion innerhalb der ersten Minuten
nach der Reperfusion des Transplantats auf. Als Reperfusion wird die Wiederherstellung der Blutzirku-
lation im Organ bezeichnet. Ursachlich fiir die hyperakute AbstoRungsreaktion sind donorspezifische
Antikorper (Donor Specific Antibodies, DSA), die sich bereits vor der Transplantation in der Zirkulation
des Empfangers befinden (Moreau, Varey et al. 2013). DSA sind Antikdrper die gegen die HLA-Molekile
des Spenders gerichtet sind und kénnen entweder aufgrund von Bluttransfusionen oder vorangegan-
gener Transplantationen gebildet worden sein. Bei Frauen kommen noch vorherige Schwangerschaf-
ten als mogliche Ursache fiir das Auftreten von DSA hinzu.

Endothelzellen (Endothelial Cells, EC) kleiden als Monolayer die GefdBwand aus und bilden das Inter-
face zwischen dem transplantierten Organ und der Blutzirkulation des Empfangers. Aufgrund ihrer
GroRe konnen DSA nicht ohne weiteres aus der Zirkulation in das Gewebe diffundieren und somit sind
EC die ersten Zielstrukturen der sich im Blut befindlichen Antikorper (Chen, Pouliquen et al. 2018). Des
Weiteren sind EC semi-professionelle Antigen-prasentierende Zellen (Savage, Brooks et al. 1995) und
exprimieren selbst alle Antigengruppen, die fiir das Immunsystem des Empfangers notwendig sind, um
zwischen ,selbst” und ,nicht-selbst” differenzieren zu kénnen (Glotz, Lucchiari et al. 2006, Piotti,
Palmisano et al. 2014).

Das Anlagern der DSA an die EC flhrt zu einer Aggregation von Neutrophilen und Thrombozyten und
zu einer Aktivierung des Komplementsystems (Frost, Jammal et al. 1996). Das Komplementsystem be-

steht aus einer enzymatischen Kaskade von Plasmaproteinen, die durch proteolytische Spaltung
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inaktiver Vorlauferproteine aktiviert und als Komplementfaktoren bezeichnet werden. Die Aktivierung
der Komplementfaktoren fihrt unter anderem zu der Formation eines Membranangriffskomplex
(Membrane Attack Complex, MAC), der sich in die Plasmamembran der EC einlagert. Dadurch wird
eine Porenbildung in der Membran verursacht, was zu einer unweigerlichen Zelllyse und einem Ab-
sterben der EC fiihrt (Wehner, Morrell et al. 2007). Hyperakute AbstoRungsreaktionen treten heutzu-
tage nur noch sehr selten auf, da der Nachweis solcher DSA vor der Transplantation mittlerweile zur

klinischen Routine gehort (Moreau, Varey et al. 2013).

1.1.3.2 Die Aktivierung von Lymphozyten induziert eine akute AbstoBungsreaktion

Die akuten AbstoBungsreaktionen gegeniiber transplantierten Organen entwickeln sich in einem Zeit-
raum von mehreren Tagen bis Monaten nach der Transplantation (Mengel, Sis et al. 2012) und stellen
eine sehr heterogene Gruppe von immunologischen Vorgangen dar. Die akute zelluldre AbstoRungs-
reaktion beruht auf der Aktivierung verschiedener T-Zellpopulationen.

Die direkte Aktivierung der CD3*CD4* T-Helferzellen wird durch fremde HLA-Antigenkomplexe auf der
Oberflache von APCs aus dem Spenderorganismus verursacht (Sandner, Salama et al. 2003). Diese
APCs, vornehmlich dendritische Zellen, sind als gewebsresidente Zellen bei der Organtransplantation
mit dem Organ in den Empfanger (ibertragen worden. Durch den Prozess der Transplantation werden
diese APCs aktiviert, verandern ihre Zytokin- und Rezeptorexpression und wandern aus dem Trans-
plantat in die lymphatischen Gewebe des Empfangers ein. In den immunologischen Strukturen des
lymphatischen Gewebes treffen die Spender-APCs auf die T-Helferzellen des Empfangers und prasen-
tieren diesen Uber ihre HLA-Molekiile gebundene Antigene aus dem transplantierten Organ. Durch das
Erkennen der gebundenen Antigene wird eine T-Zellaktivierung ausgeldst (Richters, van Gelderop et
al. 1999). Die aktivierten T-Helferzellen induzieren die Generierung von CD3*CD8* zytotoxischen T-
Zellen und verursachen dadurch eine akute AbstoRungsreaktion (Taylor, Negus et al. 2007). Die durch
diesen Signalweg initiierte Immunreaktion schwacht sich mit der Anzahl der APCs, die bei der Trans-
plantation Ubertragen wurden und kontinuierlich das Gewebe verlassen, wieder ab (Braun,
McCormack et al. 1993).

Im Gegensatz dazu werden Uber den indirekten Signalweg Fragmente der fremden HLA-Molekiilen des
Transplantats tber die HLA-Molekiile von Empfanger-APCs den residenten T-Helferzellen prasentiert
und diese dadurch aktiviert (Ochando, Krieger et al. 2006). Auch hierbei fiihrt die Aktivierung der
CD3*CD4* T-Helferzellen zu einer Induktion der CD3*CD8" zytotoxischen T-Zellen und einer akuten
Schadigung des Transplantats (Taylor, Negus et al. 2007).

Neben der akuten zelluldaren AbstoRungsreaktion kann es durch die indirekte Aktivierung der T-Helfer-
zellen auch zu einer akuten humoralen Alloreaktion des Immunsystems kommen (Moreau, Varey et al.

2013). Ursachlich fiir eine humorale Alloreaktion sind aktivierte B-Zellen, die DSA de novo gegen die
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HLA-Molekiile der Klasse | und Il auf der Oberflache der EC des transplantierten Organs bilden (Walsh,
Brailey et al. 2011).

Bei der Entwicklung von immunsupprimierenden Therapiemaoglichkeiten lag der Fokus in den letzten
Jahrzehnten vor allem auf der Behandlung der T-Zell-vermittelten akuten AbstoRungsreaktion. Dies
hat dazu gefiihrt, dass diese Form der AbstofRung nur noch bei etwa 15 % der Patienten auftritt, sofern
sie nicht schon vor der Transplantation DSA gebildet hatten (Najarian, Fryd et al. 1985, Gonzalez-
Molina, Burgos et al. 2014).

1.1.3.3 Donorspezifische Antikorper sind ein Risikofaktor fiir eine chronische AbstoBungsreaktionen
Der Riickgang der akuten AbstoBungsreaktionen und das dadurch verlangerte Organiiberleben nach
einer Transplantation haben das Auftreten chronischer AbstofRungsreaktion in den Mittelpunkt wis-
senschaftlicher und therapeutischer Bemihungen geriickt. Eine chronische AbstoBungsreaktion ent-
wickelt sich innerhalb von Monaten bis Jahren nach der Transplantation und wird im Allgemeinen als
Transplantatvaskulopathie (TV) bezeichnet. Tritt sie nach einer Lungentransplantation auf, wird sie als
chronische Lungen-Allograft-Dysfunktion (Chronic Lung Allograft Dysfunction, CLAD), nach einer Herz-
transplantation als kardiale allogene Vaskulopathie (Cardiac Allograft Vasculopathy, CAV) und nach
einer Nierentransplantation als renale Transplantat Arteriosklerose bezeichnet (Pedagogos, Hewitson
et al. 1997, Pilmore, Painter et al. 2000).

Ein Hauptrisikofaktor fir die Entstehung einer TV ist die de novo Synthese von DSA (Smith, Banner et
al. 2011). Hierbei ist die Unterscheidung zwischen einer akuten und einer chronischen antikérperver-
mittelten AbstoRBungsreaktion flieBend. Nach der aktuellen Banff-Klassifikation von 2019 wird eine
akute antikorpervermittelte AbstoRungsreaktion bei einem histologischen Nachweis einer akuten Ge-
websschadigung, dem Vorhandensein von DSA und einer nachgewiesenen Interaktion zwischen DSA
und EC diagnostiziert. Fiir die Diagnose einer chronischen antikorpervermittelten AbstoBungsreaktion
wird der Nachweis der akuten Gewebsschadigung durch den morphologischen Nachweis einer chroni-
sche Gewebsschadigung ersetzt (Loupy, Haas et al. 2020).

Es konnte in verschiedenen Studien gezeigt werden, dass das Auftreten de novo synthetisierter DSA
mit einem 2-fach erhéhten Risiko fiir eine TV assoziiert ist (Tikkanen, Singer et al. 2016), eine Reduktion
des GefaRlumens verursacht (Pazdernik, Bedanova et al. 2021) und mit einer verkirzten Funktionszeit
des Transplantats korreliert (Mao, Terasaki et al. 2007). Uehara et al. wiesen bereits 2007 nach, dass
die Applikation von anti-MHC-I-Antikorpern in T- und B-Zell-defizienten Mausen (Mause, die Uber
keine endogene adaptive Immunitat verfliigen) eine chronische AbstoRungsreaktion induzieren kann
(Uehara, Chase et al. 2007). Dies zeigt, dass das Ausbilden einer TV auch in Abwesend weiterer wichti-
ger Zellpopulationen des Immunsystems induziert werden kann. Auch ist das Vorhandensein eines in-
takten Komplementsystems nicht zwangsldufig eine Voraussetzung fiir die Entstehung einer TV

(Hirohashi, Uehara et al. 2010).
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1.2  Die Pathophysiologie der Transplantatvaskulopathie

1.2.1 Die GefaBwand besitzt eine mehrschichtige Struktur

Die GefaBwand der Arterien besteht aus drei distinkten Schichten, die von verschiedenen Zelltypen
gebildet werden und unterschiedliche Funktionen ausiiben (Abb.1). Die Tunica intima (Intima) stellt
die innerste Schicht dar und wird von vaskuldaren Endothelzellen gebildet, die als Monolayer die Ge-
faBwand auskleiden und somit das Transplantat von der Zirkulation des Empfangers abgrenzt. Durch
die Expression verschiedener Rezeptoren auf der Oberflache der EC und durch die Exozytose unter-
schiedlicher Signalmolekiile werden (iber das Endothel GefaRtonus, Blutgerinnung, Angiogenese,
Extravasation von Leukozyten und die Synthese von extrazellularer Matrix (Extracellular Matrix, ECM)
reguliert. Verankert wird der endotheliale Monolayer auf der Basallamina, wobei er durch die Memb-
rana elastica interna von der Tunica media (Media) separiert wird.

Die Media besteht aus glatten Muskelzellen (Vascular Smooth Muscle Cells, VSMC) und erhélt ihre
Struktur durch mehrere Bindegewebsschichten aus Kollagen und Elastin, die sie konzentrisch durch-
ziehen. Uber die Kontraktion der VSMC wird GefaBwiderstand, Lumen und Blutfluss moduliert (Libby
1987, Lusis 2000).

Tunica Tunica Tunica

intima —""*" media —"'* externa® ernahrende Gefidlle und

Nerven

Endothel

Basalmembran
Mebrana elastica interna

Bindegewebe mit kollagenen Fasern

Mebrana elastica externa

glatte Muskulatur -~

Abbildung 1: Aufbau der arteriellen GefaBwand

Die GefaRwand setzt sich aus 3 Schichten zusammen, die aus unterschiedlichen Zellen bestehen und durch elas-
tische Membranen (Membranae elasticae) voneinander getrennt sind. Die innerste Schicht wird von einem en-
dothelialen Monolayer gebildet und stellt das Interface zwischen Gefal§ und Zirkulation dar. Modifiziert nach
(Joubert-Huebner 2009).

Die Membrana elastica externa trennt die Media von der Tunica externa (Adventitia). Diese duRerste
Schicht der GefdBwand besteht aus lockerem Bindegewebe und Kollagenfasern und verankert das
BlutgefaR in dem umgebenden Gewebe. Die Adventitia enthdlt neben Nervenenden und Adipozyten
auch BlutgefaRRe fur die Versorgung der GefdBwand Uber die Vasa vasorum (erndhrende GefaRe)

(Mitchell and Libby 2007).
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1.2.2 Auspragung der Transplantatvaskulopathie

Die TV ist durch die Entstehung einer Neointima, eine so genannten neointimalen Hyperplasie gekenn-
zeichnet (Chenzbraun, Pinto et al. 1995). Eine Dysfunktion der EC, die Proliferation und Transmigration
der VSMC sowie die Akkumulation von ECM sind hierbei fir die diffuse, konzentrische Verdickung der
Intima und die dadurch gebildeten Neointima verantwortlich (Lin, Wilson et al. 1996, Rahmani, Cruz
Rani et al. 2006).

Durch die neointimale Hyperplasie und die damit verbundene Reduktion des GefalRlumens kommt es
zu einer veranderten Gewebsperfusion und zu einer ischamischen Schadigung der dahinterliegenden
Bereiche (Chih, Chong et al. 2016). Der GroRteil der Intimaverdickung tritt schon zu Beginn der TV auf
(Tsutsui, Ziada et al. 2001), kann aber teilweise durch eine Relaxierung der Media und damit einer
VergrolRerung des gesamten GefdRdurchmessers (outward remodeling) ausgeglichen werden
(Huibers, Vink et al. 2014).

Dennoch kommt es bereits in diesem friihen Stadium zu einer endothelialen Dysfunktion, was sich in
einer reduzierten endothelabhangigen Vasodilatation des GefaRes manifestiert (Hollenberg, Klein et
al. 2004). Zusétzlich zu dem verringerten GefaRlumen fuhrt die verstarkte Produktion der Vasokon-
striktoren Endothelin (ET)-1 und Thromboxan zu einer Versteifung der GefalRwand, was den ischami-
schen Zustand des Gewebes weiter vorantreibt (Rahmani, Cruz Rani et al. 2006). ET-1 ist einer der
starksten Vasokonstriktoren im Menschen und vermittelt eine Vielzahl proinflammatorischer Effekte.
Er konnte bereits als unabhangiger Pradiktor fir eine beschleunigte AbstoRungsreaktion nach Herz-
transplantation in die klinische Routine implementiert werden (Parikh, Khush et al. 2019).

Die dysfunktionalen EC induzieren eine Transdifferenzierung der ruhenden VSMC von einem kontrak-
tilen in einen synthetischen Phanotyp (Shi and Chen 2014). Diese dedifferenzierten VSMC migrieren in
die Neointima, wo sie proliferieren und die Verringerung des Gefalllumens verstarken (Autieri 2003).

In einem Mausmodell und in ex vivo Kulturen von humanen Zellen konnte gezeigt werden, dass VSMC
unter Stressbedingungen die Expression und Aktivitdt der Mitogen-aktivierten-Proteinkinase (Mitogen
Activating Proteinkinase, MAPK) 14 verstdrken und deren Deletion zu einer reduzierten Neointima
fihrt, was auf eine verminderte VSMC-Proliferation zuriickzufiihren ist (Wu, Zhang et al. 2019). Die
VSMC stellen somit den vorherrschenden Zelltyp in der Neointima dar und sind fir die Auspragung der
TV mitverantwortlich.

In einem spateren Stadium der TV kann die Neointima in zwei distinkte Schichten unterteilt werden.
Die innere Schicht wird aus lockerem Bindegewebe gebildet und die umgebende Schicht bis zur Memb-
rana elastica interna besteht aus den VSMC, die aus der Media in die Neointima migriert sind

(Atkinson, Horsley et al. 2004, Devitt, Rice et al. 2013).
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Neben den veranderten vaskularen Strukturen der Transplantate kommt es dartiber hinaus zu einer
Transmigration von vornehmlich CD3* Lymphozyten und CD68* Makrophagen aus der Zirkulation in die

GefaBwand (Lu, Palatnik et al. 2011).

1.2.3 Inzidenz und Therapieoptionen der Transplantatvaskulopathie

Die mediane Uberlebenszeit nach einer Herztransplantation liegt bei zehn Jahren, wobei 30 % der To-
desfdlle innerhalb der ersten finf Jahren durch eine CAV verursacht werden. Zehn Jahre nach der
Transplantation leiden bereits mehr als 50 % der Patienten unter dieser Erkrankung (Wilhelm 2015).
Die zehn Jahres-Uberlebensrate bei Lungentransplantierten betrigt lediglich 27 % und bereits 50 %
aller Transplantierten entwickeln in den ersten flnf Jahren eine CLAD entwickeln (Royer, Olivera-
Botello et al. 2016). Auch das Langzeitiiberleben nach einer Nierentransplantation sinkt mit jedem
weiteren Jahr nach der Transplantation um 4 % (Nankivell and Kuypers 2011) und die zehn Jahresiber-
lebensrate liegt hier bei 58 % (Wolfe, Roys et al. 2010). Die TV stellt somit den groften limitierenden
Faktor fir das Langzeitliberleben nach der Transplantation eines soliden Organs dar. Auch sind die
bisherigen Therapieoptionen einer TV tiberschaubar.

Fir die Behandlung einer akuten humoralen AbstoBungsreaktion konnten mit dem Einsatz des anti-
CD20-Antikorpers Rituximab, der normalerweise in der Krebstherapie eingesetzt wird, erste Resultate
erzielt werden. Der chiméare Antikoérper bindet an B-Lymphozyten, depletiert diese und fiihrt somit zu
einer Verringerung der zirkulierenden B-Lymphozyten. In den betreffenden Studien wurde zwar kein
gesteigertes Uberleben der Patienten nachgewiesen, jedoch verbesserte sich durch die Behandlung
sowohl| die mediane Uberlebenszeit als auch die Funktion des transplantierten Organs (Kaposztas,
Podder et al. 2009, Gulleroglu, Baskin et al. 2013, Gheith, Al-Otaibi et al. 2017). Demgegeniiber steht
eine einzige Studie, die auch fiir die Behandlung einer chronischen AbstoRBungsreaktion einen Mehr-
wert durch den Einsatz von Rituximab nachweisen konnte (Chung, Kim et al. 2014). Die Gberwiegende
Mehrheit der Studien weisen allerdings keinen Vorteil oder sogar Nachteile durch die Anwendung von
Rituximab nach (Smith, Malik et al. 2012, Ghouti-Terki L 2013, Anwar, Delos Santos et al. 2014,
Monteverde, Chaparro et al. 2014, Bachelet, Nodimar et al. 2015, Redfield, Ellis et al. 2016). Ein Grund
hierfiir kdnnte sein, dass die antikdérperproduzierenden Plasmazellen kaum CD20 exprimieren und
Rituximab somit keinen direkten Einfluss auf die Antikbperkonzentration hat (McLaughlin, Grillo-Lopez
et al. 1998).

Auch der Proteasominhibitor Bortezomib, der in der Therapie multipler Myelome erfolgreich einge-
setzt wird und einen direkten Effekt auf die Plasmazellen hat, fihrte weder zu einer verbesserte Trans-
plantatfunktion noch induzierte er eine Reduktion der DSA in der Zirkulation der Patienten (Eskandary,

Regele et al. 2018).
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Ein weiterer Ansatz zur Reduktion der DSA kombiniert den Einsatz von Plasmapherese mit der intrave-
nosen Applikation von Immunglobulinen. In einer kleinen, monozentrischen Studie wurde eine signifi-
kante Reduktion der DAS-Konzentration im Plasma von Transplantierten nachgewiesen. Allerdings
konnte keine Kausalitdt zu einem gesteigerten Organilberleben gezeigt werden (Lefaucheur, Nochy et
al. 2009).

Die bisher fehlendenden erfolgsversprechenden Therapiemaoglichkeiten einer chronischen Transplan-
tatvaskulopathie machen es unerlasslich, die zugrundeliegenden Mechanismen der Entstehung zu un-
tersuchen. Ein dezidierteres Verstandnis der initialen Zusammenhange und Interaktionen, die zu einer
TV fuhren, sind notwendig, um geeignete Interventionen zu etablieren, um sowohl den Beginn als auch

die Entwicklung dieser Erkrankung hinauszuzogern beziehungsweise zu verlangsamen.
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1.3 Die Aktivierung des Endothels ist der initiale Schritt der Transplantatvaskulopathie

1.3.1 Anti-HLA-Antikérper vermitteln komplementunabhidngige Effekte in Endothelzellen

Durch die Expression von HLA-Klasse-1 und II-Molekiilen auf ihrer Oberfldache sind EC ein praferiertes
Ziel fur eine immunologische Reaktion. Zusatzlich exprimieren EC costimulierende Rezeptoren auf
ihrer Oberflache, die fur eine T-Zellaktivierung obligatorisch sind. Somit sind sie nicht nur Ziel, sondern
auch Ausléser einer Immunreaktion (Gavlovsky, Tonnerre et al. 2016). Diese costimulierenden Eigen-
schaften der EC hangen von ihrem vaskularen Ursprung, dem prasentierten Antigen sowie der Reife
der zu aktivierenden T-Zellen ab (Rothermel, Wang et al. 2004).

Wahrend und nach einer Transplantation gibt es mehrere unterschiedliche Faktoren, die zu einer En-
dothelaktivierung fiihren. Einer dieser Faktoren ist das Vorhandensein von DSA (Haas and Mirocha
2011, Sis, Jhangri et al. 2012). Wie im Falle einer hyperakuten AbstoRungsreaktion kdnnen die DSA
liber das Komplementsystem die Zusammenlagerung eines MAC und daurch eine Zelllyse der EC ver-
ursachen. Wird das Komplementsystems allerdings nur bis zu einem sublytisches Niveau aktiviert, in-
duzieren die DSA eine phanotypische Konvertierung der EC in einen aktivierten Status, was ein gean-
dertes Expressionsmuster und eine Anderung der endothelialen Oberflichenproteine zur Folge hat
(Abb.2). Colvin et al haben die chronische antikorpervermittelte AbstoRungsreaktion daher als verlang-
samte beziehungsweise partiell unterbundene akute antikérpervermittelte AbstoBungsreaktion be-
zeichnet (Colvin and Smith 2005).

Das Binden von anti-HLA-Antikdrpern der Klasse | an EC kann neben der Aktivierung des Komplement-
systems auch zu einer Aktivierung intrazellularer Signalkaskaden fiihren. Diese komplementunabhan-
gigen Effekte der DSA auf EC werden sowohl durch den MAPK-Signalweg als auch durch den extrazel-
luldr-regulierte-Kinase (Extracellular Regulated Kinase, ERK)-, Kernfaktor (Nuclear-Factor, NF)-kB- und
den Fibroblasten-Wachstumsfaktor (Fibroblast Growth Factor, FGF)-Signalwege vermittelt (Thomas,
Valenzuela et al. 2015).

Die Quervernetzung mehrerer anti-HLA-I-Antikorper auf EC induziert dariber hinaus die Zusammenla-
gerung des intrazelluliren mTOR/Rictor/Sin1-Komplexes und fiihrt zu der Bildung des mTORC2-Kom-
plexes (Jin, Valenzuela et al. 2014). Der aktivierte mTORC2 Komplex ist fiir die Umstrukturierung des
endothelialen Zytoskelettes und die Zellmigration verantwortlich. Die gesteigerte EC-Proliferation wird
durch den induzierten mTOR-Raptor Komplex und der daraus resultierende Formation des mTORC1
Komplexes vermittelt (Sarbassov, Ali et al. 2004).

All diese Anderungen verschiedener und gleichzeitig konvergierenden intrazelluldren Signalwege fiih-
ren zu einer Hochregulation der Expression von proinflammatorischen Adhasionsrezeptoren und Zy-
tokinen. Dazu zahlen beispielsweise das interzellulare Adhasionsmolekiil (Intercellular Adhesion

Molecule, ICAM)-1, das vaskuldre Adhasionsmolekil (Vascular Cell Adhesion Molecule, VCAM)-1 und
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das Monozyten-anlockenden-Protein (Chemoattractant Protein, MCP)-1 (Naemi, Carter et al. 2013,
Zilian, Saragih et al. 2015).

Neben den Adhasionsrezeptoren spielt die verstarkte Synthese von Wachstumsfaktoren und deren
korrespondierenden Rezeptoren fir die Aktivierung der EC ebenso eine wichtige Rolle. Die prominen-
testen Wachstumsfaktoren sind hierbei der von Thrombozyten produzierte Wachstumsfaktor (Plate-
let-Derived Growth Factor, PDG)), der epidermale Wachstumsfaktor (Epidermal Growth Factor, EGF,
der Fibroblasten-Wachstumsfaktor (Fibroblast Growth Factor, FGF), der vaskulare endotheliale Wachs-
tumsfaktor (Vascular Endothelial Growth Factor, VEGF) und ET-1 (Bian and Reed 2001, Chen, Fabry et
al. 2001, Rossini, Cheunsuchon et al. 2005). Die erhohte Bindungskapazitat von FGF induziert eine Ak-
tivierung des intrazellularen MAPK/ERK Signalwegs in EC, was zu einer gesteigerten Proliferation fihrt
(Jin, Korin et al. 2007).

Diese Signalwege sind mogliche Ansatzpunkte fiir therapeutische Interventionen der Endothelaktivie-
rung, die am Beginn einer sich entwickelnden TV steht. Beispielsweise konnten erste Erfolge durch den
Einsatz des Tyrosinkinase-Inhibitor Sunitinib erzielt werden. Durch das gleichzeitige Blockieren der
PDGF- und VEGF-Signalwege konnten in einem Nierentransplantationsmodell eine chronische Entziin-
dung und die Neointima verringert werden. Dariber hinaus zeigte sich bei den Ratten eine deutlich

verbesserte Organfunktion (Rintala, Savikko et al. 2016).
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Abbildung 2 Induzierte Endothelaktivierung durch donorspezifische Antikorper.

Das Binden von DSA verursacht, teilweise komplementunabhédngig, die phanotypische Konvertierung der EC in
einen aktivierten Status. Dies ist durch ein gedandertes Expressionsspektrum der EC gekennzeichnet. Modifiziert
nach (Kummer, Zaradzki et al. 2020)
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Im Gegensatz zu den relativ gut untersuchten Effekten der anti-HLA-I-Antikorpern auf EC ist iber den
Einfluss von anti-HLA-Klasse-lI-Antikorpern auf EC deutlich weniger bekannt. EC prasentieren erst nach
einer Aktivierung HLA-II-Molekile auf ihrer Oberflache, da sie diese in einem nativen Zustand nicht
exprimieren (Pober, Collins et al. 1986).

Monoklonale anti-HLA-II-Antikorper modulieren die Aktivitdt der Proteinkinase C und der Protein-
kinase B/Akt Signalkaskade, was in vaskuldaren EC und B-Zellen zu unterschiedlichen Effekten fiihrt.
Wahrend bei B-Zellen durch die Antikérperbindung apoptotische Prozesse initiiert werden, kbnnen
zuvor IFN-y-aktivierte EC diesem Schicksal entgehen. Durch die Aktivierung des PI3K-Signalwegs in EC
werden antiapototische Vorgange gestarte, die wichtig fiir den Erhalt der endothelialen Homd&ostase
sind (Le Bas-Bernardet, Coupel et al. 2004).

Die Stimulation von EC mit einem monoklonalen anti-HLA-II-Antikérper als auch mit anti-HLA-II-Anti-
kérper-positivem Plasma von Patienten induziert die Phosphorylierung der Proteinkinase B/Akt und
resultiert in einer verstarkten Exozytose des proinflammatorischen Zytokins Interleukin (IL)-6. In einer
EC/PBMC (Peripheral Blood Mononuclear Cell, mononukleare Zellen aus dem peripheren Blut) Cokul-
tur fiihrte die erhdhte IL-6 Konzentration zu einer Verminderung von regulatorischen T-Zellen (Treg)
und einer verstarkten Expansion von Th17 (CD3*CD4*B7*) Zellen. Diese CD3*CD4*B7* T-Zellen sind mit
einer beschleunigten AbstoRungsreaktion assoziiert (Lion, Taflin et al. 2016).

Ahnlich wie bei den anti-HLA-Antikérpern der Klasse | konnte auch fiir die anti-HLA-II-Antikérper eine

induzierte Proliferation und Migration der EC nachgewiesen werden (Jin, Valenzuela et al. 2018).

1.3.2 Weitere immunologische Faktoren der Endothelaktivierung

Neben den HLA-Klasse-l und II-Molekilen gibt es noch weitere Strukturen auf der Oberflache von EC,
die durch Antikorper gebunden werden kdnnen. Dazu zdhlen zum einen polymorphe Alloantigene, zum
Beispiels die mit dem MHC-I-Protein verwandte Sequenz A (MHC-I-chain-related-Protein A, MICA) (Zou
and Stastny 2009), und zum anderen endotheliale Autoantigene, zu denen verschiedene Oberflachen-
als auch intrazellulare Proteine gehoren. Eines dieser Proteine ist der G-Protein-gekoppelte-Rezeptor-
anti-Angiotensin-1I-Type-I-Rezeptor (AT1R), der fir die Angiotensin-lI-Effekte in den BlutgefaRen rele-
vant ist (Dragun, Catar et al. 2016). In mehreren aktuellen klinischen Studien zu Nierentransplantatio-
nen wurde eine Assoziation dieser non-HLA-Antikorper, die gegen endotheliale Autoantigene gerichtet
sind, mit einer schlechteren klinischen Entwicklung nachgewiesen (Cardinal, Dieude et al. 2017,
Delville, Lamarthee et al. 2019, Lefaucheur, Viglietti et al. 2019).

Uber welchen Mechanismus beziehungsweise iiber welche Signalwege diese non-HLA-Antikdrper
ihren Beitrag zu einer chronischen AbstoRBungsreaktion leisten, ist bisher noch wenig bekannt. Vermut-
lich haben diese Antikdrper auch einen Einfluss auf die intrazelluldren Signalkaskaden der EC (Zhang

and Reed 2009).
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1.3.3 Nicht-immunologische Faktoren der Endothelaktivierung

Vor und wahrend des Transplantationsprozesses kommt es bereits zu einer Reihe von nicht-immuno-
logischen Ereignissen, die ebenfalls zu einer Endothelaktivierung fihren.

Die Giberwiegende Anzahl von Organen wird von Patienten gespendet, bei denen der Hirntod aufgrund
einer irreversiblen kranialen Schadigung diagnostiziert wurde. Durch das Trauma oder die intrakraniale
Blutung kommt es im Schadel zu einem Druckanstieg, der durch Ausschiittung von Katecholaminen
kompensiert wird, was in einer arteriellen Hypertension (Bluthochdruck) und Bradykardie (Abfall der
Pulsfrequenz) resultiert (Smith 2004). Der Katecholaminspiegel im Blut des Organspenders fiihrt zu
einer Dysfunktion der EC und zu einer peripheren Vasodilatation, was eine mogliche Hypoperfusion
des Organs zur Folge haben kann (Szabo, Buhmann et al. 2002).

Die kardialen Transplantate von Spendern, denen ein sich rapide entwickelnder Hirntod (sprunghafte
Erhéhung des intrakranialen Drucks) diagnostiziert wurde, haben eine geringere Uberlebenszeit als die
Transplantate von Spendern, die keinen schnellen Hirntod erlitten. Hier zeigte sich, dass es im Ge-
faRsystem der Organspender mit sich rapide entwickelndem Hirntod zu einer gesteigerten Zytokinfrei-
setzung und Leukozytenaktivierung in allen peripheren Organen gekommen ist. Die transplantierten
Herzen entwickelten im Anschluss daran eine deutlich ausgepragtere Neointima als diejenigen, die
diesem Zytokinsturm nicht ausgesetzt waren (Mehra, Uber et al. 2004).

Ein weiterer, nicht-immunologischer Faktor, der zu einer Endothelaktivierung fiihrt, ist eine Ischamie-
Reperfusion-Schadigung (I/R Schadigung). Diese Schadigung kommt durch die unterbrochene Blutzir-
kulation und der gestorten Sauerstoffversorgung des Gewebes, sowohl wahrend der Ex- als auch der
Implantationsphase der Transplantation, zu Stande. Die Schadigung wird durch apoptotische und nek-
rotische Prozesse im Gewebe manifestieren, wahrend gleichzeitig Regenerationsprozesse angestoRen
werden (Nordling, Brannstrom et al. 2018). Durch die I/R Schadigung kommt es zu einer verstarken
Expression von Adhasionsmolekilen auf der Oberflache der betroffenen EC, was vor allem ein Anhaf-
ten von Neutrophilen an das aktivierte Endothel zur Folge hat (Tsukimori, Tsushima et al. 2008). Die
Adhésion der Neutrophilen induziert sowohl verschiedene strukturelle Anderungen der EC (Wang and
Doerschuk 2000) sowie die Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies (Reactive Oxygen Species,
ROS), was zu einer Nekrose der EC fihrt (Francis and Baynosa 2017).

Darliber hinaus kommt es durch die Gewebsschadigung zu einer Freisetzung zellularer Bestandteile.
Diese, mit einer Schadigung assoziierten molekularen Strukturen (Damage Associated Molecular Pat-
tern, DAMP) fungieren als endogene Liganden und kénnen inflammatorische Prozesse auslosen oder
vermitteln. Zu den DAMP zahlt beispielsweise das Hitze-Schock-Protein (HSP) 70, das tber die toll-like-
Rezeptoren (TLR) auf der Oberflache der Leukozyten gebunden wird uns diese aktiviert (Millington and

Madsen 2010).
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Diese Ergebnisse zeigen, dass neben immunologischen Faktoren auch physikalische Einflisse in die
Regulation der vaskularen endothelialen Homdostase eingreifen und fiir das Verstandnis einer so kom-

plexen Pathophysiologie wie der TV relevant sind.

1.3.4 Die Endothelaktivierung fiihrt zu einer chronischen Inflammation der GefaBwand

Im zeitlichen Umfeld einer Transplantation, also von der Explantation eines Organs (iber die Implanta-
tion in den Empfanger bis zur Wiederaufnahme der Funktion, gibt es eine Reihe verschiedener Ereig-
nisse, die zu einer sterilen Inflammation des Endothels fiihren. Darunter wird eine Schadigung von
Gewebe, die in Abwesenheit eines Pathogens eine Aktivierung des Immunsystems und einer Rekrutie-
rung von Leukozyten verursacht, subsumiert (Zindel and Kubes 2020). Der sterilen Inflammation steht
eine Inflammation aufgrund von viralen, bakteriellen oder fungalen Infektionen gegeniiber.

Die initiale Dysfunktion und Nekrose des Endothels entstehen sowohl durch physikalische und zu-
nachst nicht-immunologischen Schadigung aufgrund des Hirntods der Organspender als auch der
Kaltischamiezeit des Organs und der I/R Schidigung wahrend der Transplantation (Tab.1). Dies indu-
ziert die Rekrutierung von Leukozyten des angeborenen Immunsystems (Li, Feng et al. 2019) und spé-
ter auch die Aktivierung von Lymphozyten des adaptiven Immunsystems (Schnare, Barton et al. 2001).
Die Aktivierung des adaptiven Immunsystems fiihrt zu der Produktion von DSA, die an die EC binden
und eine akute AbstoRungsreaktion induzieren. Die phanotypische Konvertierung der EC in einen akti-
vierten Zustand duRert sich in einer erhohten Permeabilitdt des Monolayers, einer verstarkten Zyto-

kinausschiittung und einer gesteigerten Adhéasion von Leukozyten (Pober and Cotran 1990).

Tabelle 1: Auflistung der haufigsten Ursachen einer Endothelaktivierung

Ursache Zeitpunkt Mechanismus Referenz (u.A.)
Hirntod vor der Transplan-  physikalisch, (Floerchinger,
tation nicht-immunologisch  Oberhuber et al. 2012)
Kaltischdmiezeit vor der Transplan-  nicht-immunologisch  (Kayler, Srinivas et al.
tation 2011)
I/R Schadigung wahrend der Trans-  nicht-immunologisch  (Bharat and Kreisel
plantation 2018)
DSA nach der Trans- immunologisch (Thomas, Valenzuela
plantation et al. 2015)
Antikorper gegen endothe- nach der Trans- immunologisch (Lefaucheur, Viglietti
liale Autoantigene plantation et al. 2019)

Schafft es das Immunsystem nicht, die initiale Endothelschadigung zu reparieren und persistiert der
inflammatorische Status der Endothelaktivierung, fiihrt dies zu einer chronischen antikdrpervermittel-
ten AbstoRBungsreaktion. Diese ist somit vergleichbar mit einer chronischen sterilen Inflammation der

Endothelzellen des transplantierten Organs.
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1.4 Rekrutierung und Transmigration von Leukozyten

1.4.1 Aktivierte Endothelzellen @ndern ihr Expressionsspektrum

Fir eine effektive Immunantwort ist das Zusammenspiel verschiedener Zellpopulationen obligatorisch.
Daher werden Leukozyten durch proinflammatorische Signale aktiv in die Bereiche rekrutiert, in denen
ihre Effektorfunktionen bendétigt werden.

Bei einer TV produzieren EC und VSMC der Gefdallwand des Transplantats neben verschiedenen Zyto-
kinen auch ROS, die in den extrazellularen Raum sekretiert werden und Leukozyten anlocken. Diese
durch den Rekrutierungsprozess aktivierten Leukozyten beginnen ebenfalls mit der Produktion von
ROS, was zu ein Verstarkung des urspriinglichen Effekts fihrt (Land 2012).

Die Aktivierung der EC flhrt dariiber hinaus zu einer Freisetzung des Glykoproteins von-Willebrand-
Faktor (vWF) und zu einer verstarkten Expression einer Vielzahl verschiedener Adhasionsmolekiile, wie
E (Endothel)- und P (Platelet, Thrombozyten) -Selektin, ICAM-1 und VCAM-1. (Salom, Maguire et al.
1998, Valenzuela, Hong et al. 2013, Fenton, Simmonds et al. 2016).

Durch die Bindung der Adhasionsmolekile auf der Oberflache zweier Zellen kommt es zu der Ausbil-
dung von engen Zell-Zell-Kontakten. Dies ermoglicht beispielsweise den Transfer von intakten HLA-
Antigen-Komplexen von Spender-EC auf DC des Organempfingers, was einen Ubergang von direkter
zu indirekter Alloreaktion darstellt (Herrera, Golshayan et al. 2004).

Die Adhésion von proinflammatorischen Leukozyten wird zuséatzlich tGiber Fcy-Rezeptor-abhangige Me-
chanismen verstarkt. Uber die Fcy-Rezeptoren sind Leukozyten in der Lage den konstanten Teil der EC-
gebundenen DSA zu binden. Dies fiihrt zu einer Aktivierung der Leukozyten und resultiert in einem
zellular-vermittelten Absterben der EC(Hirohashi, Chase et al. 2012).

Die Interaktionen zwischen EC und Leukozyten werden nicht exklusiv tiber direkte Ausbildung von Zell-
Zell-Kontakten mittels verschiedener Rezeptoren auf der Oberflache vermittelt. Ein GroRteil der Funk-
tionen wird Uiber die Exozytose von Signalmolekiilen ausgelibt, tiber die wiederum andere Zellen regu-

liert werden kdnnen

1.4.2 Interaktionen zwischen Endothelzellen und Leukozyten mittels Chemokinen

Chemokine vermitteln sowohl die Signaltransduktion zwischen verschiedenen als auch innerhalb der
gleichen Zellpopulationen. Darliber hinaus sind sie allerdings auch in der Lage Angiogenese, also Bil-
dung neuer BlutgefiRe, und strukturelle Anderungen der GefiRwand zu induzieren (Belperio and
Ardehali 2008).

In einem kardialen Transplantationsmodell konnten erhéhte Konzentrationen der Chemokine CCL3
und CCL5 gemessen werden. Beide Chemokine binden an den Rezeptor CCR1 und dessen Blockade

reduzierte die Rekrutierung von Leukozyten in die GefaBwand des Transplantats. Mdoglicherweise
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beeinflusst der Rezeptor beziehungsweise die Bindung seiner Liganden die Integrin-vermittelte Adha-
sion von Immunzellen an EC (Gao, Topham et al. 2000, Horuk, Clayberger et al. 2001).

Ein weiteres Chemokin, das die Rekrutierung von Leukozyten in die Gefalwand vermittelt, ist das In-
terferon-induzierbare-T-Zell-alpha-Chemoattraktant (Interferon-inducible Tcell alpha chemoat-
tractant I-TAC). In einer prospektiven Studie mit Patienten, die bereits an einer CAV litten, gelang es
eine erh6hte Plasmakonzentration von I-TAC nachzuweisen. Des Weiteren konnte dieses Chemokin
auch als genereller Risikopradiktor fir die Entwicklung einer chronischen AbstoBungsreaktion etabliert
werden. I-TAC bindet den Rezeptor CXCR3 auf der Oberflache von Immunzellen. Diese CXCR3* Leuko-
zyten wurden als mononukleares Infiltrat bei immunhistologischen Analysen der GefaBwand nachge-
wiesen (Kao, Kobashigawa et al. 2003). Im Zusammenhang mit einer CLAD konnten ebenfalls erhéhte
Plasmakonzentrationen fiir I-TAC gemessen werden. Hierbei fungierte es als Chemoattraktant fir ak-
tivierte T-Zellen und fiir NK-Zellen (Shino, Weigt et al. 2017). CXCR3 und die entsprechenden Liganden
sind in einer Vielzahl von inflammatorischen Erkrankungen, wie Atherosklerose oder Hepatitis, invol-
viert. Ein therapeutischer Ansatz fiir die Behandlung dieser Erkrankungen und einer TV kdnnte darin
liegen, die Aktivierung dieser Signalwege zu verhindern (Van Raemdonck, Van den Steen et al. 2015).
In einem Nierentransplantationsmodell mit Mdusen konnte eine Hochregulation des HMGB-1 Proteins
(High-Mobility Group Box-1 Protein) nachgewiesen werden. Dieses Protein wird von apoptotischen
Zellen freigesetzt oder aktiv sekretiert (Herzog, Lorenz et al. 2014) und induziert die Expression von
weiteren Adhdasionsrezeptoren auf der Oberflache der EC. Dies wiederum fiihrt zu einer verstarkten
EC-Leukozyten Interaktion und einer beschleunigten Schadigung des Organs. Nach einer Herztrans-
plantation wird HMGB-1 sowohl von nekrotischen EC als auch von Kardiomyozyten freigesetzt und ruft
eine Aktivierung verschiedener proinflammatorischer Signalwege hervor (Park, Svetkauskaite et al.
2004, Rovere-Querini, Capobianco et al. 2004, Bell, Jiang et al. 2006). Durch das Blockieren des HMGB-

1-Signalwegs konnten diese Effekte vermindert werden (Wu, Ma et al. 2010, Chen, John et al. 2011).
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1.4.3 Die Transmigration von Leukozyten lauft in mehreren Stufen ab

Die Transmigration von Leukozyten Gber einen endothelialen Monolayer hinweg setzt eine verstarkte
Expression von Adhasionsmolekiilen auf der Oberflache der EC voraus. Uber die Adh&sionsmolekiile
kénnen die Leukozyten gebunden werden und deren Adhasion ist somit essentiell fiir die Transmigra-
tion aus der Zirkulation in die GefaBRwand. Bevor der eigentliche Prozess der Transmigration stattfin-
det, werden die Leukozyten abgebremst und beginnen liber das Endothel zu rollen (Abb.3).

Diese ersten lockeren Interaktionen zwischen EC und den Leukozyten werden vornehmlich durch die
Bindung von Integrinen und Selektinen auf der Oberflache der beteiligten Zellen vermittelt (Muller
2003). Fiir die anschlieBRende Transmigration sind weitere spezialisierte Rezeptoren, beispielsweise PE-
CAM, JAM-A und CD99, verantwortlich. Die Rezeptoren werden von EC in recycelbaren Vesikeln direkt
unterhalb der Plasmamembran gelagert. Diese Vesikel werden exozytiert und die Adhdsionsrezepto-
ren auf der Oberflache prasentiert, wo sie die Leukozyten umschlieflen und so eine Bindung initiieren

(Mamdouh, Mikhailov et al. 2009).
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der einzelnen Schritte der Transmigration von Leukozyten

Die Transmigration erfolgt hier tiber einen endothelialen Monolayer in die Gefalwand. In verschiedenen Stadien
einer vollstandigen Transmigration sind unterschiedliche Rezeptoren auf der Oberflache der beteiligten Zellen
involviert. Modifiziert nach (Vestweber 2015).

Leukozyten kdnnen auf zwei verschiedenen Wegen in die GefaBRwand transmigrieren. Die transzellu-
lare Transmigration fihrt direkt durch den Zellkorper der EC hindurch, stellt aber eine seltene Route
der Leukozyten dar. Bei der parazellularen Transmigration geschieht dies tGber engen Zell-Zell-Verbin-
dungen (Tight Junctions) zwischen einzelnen EC. (Vestweber 2015). Diese interendothelialen Verbin-
dungen werden Uber vaskuldre endotheliale (Vascular Endothelial, VE) Cadherine ausgebildet und re-
guliert und gewahrleisten die Integritdt des Endothels (Gotsch, Borges et al. 1997).

Eine weitere Barriere, die von den Leukozyten wahrend ihrer Transmigration in die GefalRwand Uber-

wunden werden muss, ist die Basallamina, auf der das Endothel verankert ist. Die Hauptbestandteile
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der Basallamina sind Glykoproteine aus der Familie der Laminine, die sich zu Heterotrimeren zusam-
menlagern und zwoélf verschiedene Isoformen bilden. Laminin 411 wird ubiquitér in der Basallamina
exprimiert, wohin gegen Laminin 511 nur an distinkten Stellen zu finden ist. Es konnte gezeigt werden,
dass die Transmigration der Leukozyten bevorzugt in Bereichen stattfindet, in denen kein Laminin 511
exprimiert wird (Sixt, Engelhardt et al. 2001). Eine Ursache fiir diese Beobachtung liegt in der, durch
Laminin 511 verstarkten, Lokalisation von VE-Cadherinen im Bereich der endothelialen Tight Junctions.
Aufgrund der hoheren Konzentration der VE-Cadherine kommt es zu einer Stabilisierung dieser Zell-
Zell-Verbindungen und geht mit einer verminderten Transmigration einher (Song, Zhang et al. 2017).
In Zellkulturexperimenten konnte nachgewiesen werden, dass Leukozyten bereits unmittelbar vor der
Transmigration dreidimensionale, mechanische Spannungen im Endothel aufbauen kénnen, was im
weiteren Verlauf eine reduzierte Integritat des Endothels zur Folge hat (Yeh, Serrano et al. 2018).
Immunhistochemische Analysen der GefdaBwande von explantierten Organen, die eine TV entwickelt
hatten, haben gezeigt, dass die Mehrzahl der infiltrierten Leukozyten zu den T-Zellen geh6ren und 8 -
15 % den Makrophagen zugeordnet werden kdnnen. Vereinzelt konnten auch B- und NK-Zellen nach-
gewiesen werden (van Loosdregt, van Oosterhout et al. 2006, Hidalgo, Sis et al. 2010). Somit stellt die
Pravention der Leukozytenrekrutierung eine mogliche Therapieoption fir eine TV dar.

Eine aktuelle Studie hat gezeigt, dass das Makromolekiil Corline-Heparin-Konjugat in der Konservie-
rungslésung eine Schutzschicht auf dem renalen Endothel wahrend der Kaltischamiezeit bildet. Nach
der Transplantation war die Anzahl der infiltrierten Leukozyten signifikant geringer als in Organen die
in einer Konservierungslésung ohne das Corline-Heparin-Konjugat gelagert wurden (Nordling,
Brannstrom et al. 2018).

Eine weitere therapeutische Moglichkeit, um das Voranschreiten einer TV in Zusammenhang mit der
Leukozyten-Transmigration zu verlangsamen, stellt die aktive Rekrutierung von immunsupprimieren-
den oder antiinflammatorischen Leukozyten in die GefaBwand dar. In einer Vielzahl von Experimenten
und klinischen Studien konnten solche tolerogenen Eigenschaften fir Tregs (Safinia, Grageda et al.
2018), T- (Sakaguchi, Sakaguchi et al. 2011) und B-Zellen (Alhabbab, Nova-Lamperti et al. 2019), NK-
Zellen (Yu, Xu et al. 2006) und NKT-Zellen (Seino, Fukao et al. 2001) nachgewiesen werden. Beispiels-
weise resultiert die Stimulation von CD4* T-Zellen in Mausen mit der gleichzeitigen Inhibition der Phos-
phodiesterase 3 in einer Expansion der Treg-Population und flihrt zu einem verldangerten Transplantat-
Uberleben (Feng, Nadig et al. 2011).

In einer klinischen Studie mit nierentransplantierten Patienten flihrte die Behandlung mit dem huma-
nisierten monoklonalen Antikérper Alemtuzumab zu einer Zunahme der naiven und regulatorischen
B-Zellen. Diese Zellen sekretieren das antiinflammtorische Zytokin IL-10 und sind mit einer verbesser-

ten Organfunktion assoziiert (Heidt, Hester et al. 2012).
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1.5 Das mononukleare Infiltrat

1.5.1 Monozyten und Makrophagen stellen eine heterogene Leukozytenpopulation dar
Monozyten sind ein Teil des mononukledren Phagozytensystems und zahlen zu den Effektorzellen des
Immunsystems. Sie besitzen sowohl Rezeptoren fiir Zytokine als auch fiir pathogene Strukturen,
koénnen aber auch selbst inflammatorische Zytokine produzieren (Geissmann, Manz et al. 2010).
Transkriptomanalysen haben gezeigt, dass Monozyten eine sehr heterogene Leukozytenpopulation
darstellen, die sich hinsichtlich Morphologie, Metabolismus und Phanotyp unterscheiden lassen
(Schmidl, Renner et al. 2014). Anhand der Expressionsstarke des LPS-Rezeptors CD14 und des Feylll-
Rezeptor CD16 auf der Oberflache werden sie als klassische, nicht-klassische und intermedidre Mo-
nozyten klassifiziert. Ungefahr 85 % der Monozyten, die in der Blutbahn zirkulieren, zdhlen zu den
klassischen Monozyten (Passlick, Flieger et al. 1989, Wong, Tai et al. 2011).

Besonders fir nicht-klassischen Monozyten konnte eine ausgepragte Patrouillekapazitdt nachgewie-
sen werden. Uber Adhésionsrezeptor-vermittelte Interaktionen wandern diese Monozyten langsam
Uber die luminale Seite des Endothels. Sie sind besonders sensitiv gegentiber Nukleinsdure und indu-
zieren hier den Abbau geschéadigter EC (Cros, Cagnard et al. 2010, Carlin, Stamatiades et al. 2013).
Intermedidaren Monozyten exprimieren eine hohe Anzahl an MHC-Klasse-lI-Molekiilen auf ihrer Ober-
flache und kénnen dadurch eine adaptive Immunantwort auslosen (Grage-Griebenow, Zawatzky et al.
2001).

Klassischen Monozyten prasentieren eine Vielzahl an Chemokin- und Adhasionsrezeptoren auf ihrer
Oberflache, wie ICAM-1, den Rezeptor fir P-Selektin und PECAM-1 und zeigen eine ausgepragtere
Migrationskapazitdt unter einem MCP-1 Gradienten (Ancuta, Rao et al. 2003). Sowohl klassischen als
auch nicht-klassischen und intermediaren Monozyten kénnen zu Makrophagen ausdifferenzieren, wo-
bei klassischen Monozyten dabei die héchste Phagoyztosekapazitdt entwickeln (Boyette, Macedo et
al. 2017).

Im murinen System werden Monozyten anhand ihrer Ly6C- und CD43-Expression klassifiziert.
Ly6C*CD43" Monozyten sind in Mausen das Aquivalent zu klassischen Monozyten in Menschen, Ly6C
CD43* Zellen entsprechen nicht-klassischen Monozyten (Thomas, Tacke et al. 2015).

Makrophagen spielen eine tragende Rolle bei einer Vielzahl von chronisch-entziindlichen Krankheits-
bildern, wie Atherosklerose, chronisch-obstruktiven Lungenerkrankungen und Alzheimer. (Doty,
Guillot-Sestier et al. 2015, Cornwell, Kim et al. 2018, Back, Yurdagul et al. 2019). Die im Gewebe nach-
weisbaren Makrophagen entstehen entweder durch Proliferation von gewebsresidenten Makropha-
gen oder durch die Differenzierung aus Monozyten im Zuge der Makrophagenaktivierung (Davies and

Taylor 2015).
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1.5.2 Die Rolle der Makrophagen in der Transplantatvaskulopathie

Die Differenzierung von Makrophagen erfolgt entweder Pathogen- und Interferon (IFN)-y-induziert zu
klassischen, inflammatorischen M1-Makrophagen oder zu alternativ-aktivierten M2-Makrophagen.
M1-Makrophagen sekretieren verschiedene proinflammatorische Zytokine und aktivieren das adap-
tive Immunsystem. Die Differenzierung zu M2-Makrophagen wird durch IL-4 oder IL-13 induziert und
diese Zellen sind fiir Wundheilung und Abklingen von Entziindungen verantwortlich (Wynn, Chawla et
al. 2013).

Histopathologische Analysen von transplantierten Organen zeigten, dass es in der GefaBwand zu einer
gesteigerten MCP-1-Expression kommt und dass der GroRteil des mononukledren Infiltrates von Mak-
rophagen gebildet wird (Grandaliano, Gesualdo et al. 1997).

Die Relevanz dieser Leukozytenpopulation zeigt sich auch bei Patienten, die unter einer chronische
AbstolRungsreaktion leiden. Bereits frith nach der Transplantation ist bei diesen Patienten eine signifi-
kant héhere Anzahl von Makrophagen in der GefaBwand nachzuweisen als Patienten, die keine chro-
nische AbstoRungsreaktion ausbilden (Pilmore, Painter et al. 2000). Bei dieser Patientenkohorte ist die
Auspragung des monozytaren Infiltrates streng mit dem Voranschreiten einer Fibrose der GefaRwand
assoziiert. Dabei ist zu beobachten, dass im Laufe der AbstoBungsreaktionen der Anteil der M1- ge-
geniber den M2-Makrophagen in der GefaBwand zunimmt (Toki, Zhang et al. 2014). Das transplan-
tierte Organ nimmt somit einen inflammatorischen Phanotyp an. In einem Mausmodell einer chroni-
schen AbstoBungsreaktion hingegen wurden die gewebsinfiltrierenden Makrophagen eher dem M2-
Kompartment zugeschrieben (Wu, Zhao et al. 2016).

In einer weiteren Studie konnte gezeigt werden, dass das Vorhandensein DSA mit der GroRe des mo-
nozytaren Infiltrates der GefaBwand korreliert und Aufschluss liber die schwere der sich entwi-
ckelnden TV gibt (Xu, Collins et al. 2014).

Viele verschiedene Experimentalansatze beschaftigen sich damit, den Beitrag der infiltrierten Monozy-
ten auf die Auspragung einer TV zu untersuchen oder deren Rekrutierung zu verhindern. Hier zeigte
sich, dass der Einsatz des T-Zell-depletierenden Antikdrpers Alemtuzumamb nach Nierentransplanta-
tionen zwar zu einer Reduktion von infiltrierten T-Zellen in der GefaBwand fiihrt, aber nicht vor Absto-
RBungsreaktionen oder der Auspragung eines monozytaren Infiltrates schitzt (Kirk, Hale et al. 2003).
Die Anzahl der transmigrierten Monozyten und somit die GréRRe des monozytaren Infiltrats korreliert
eng mit der Organfunktion (Girlanda, Kleiner et al. 2008).

Durch den Einsatz eines P-Selektin-blockierenden-Antikérpers konnte die anti-MHC-I-Antikdrper-indu-
zierte Rekrutierung von Makrophagen sowohl in vitro als auch in einem allogenen Transplantations-
modell in vivo verhindert werden. Dies fiihrte zu einer geringeren Auspragung der experimentell-indu-

zierten TV (Valenzuela, Hong et al. 2013).
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In einem weiteren kardialen Transplantationsmodel konnte durch die systemische Depletion der Mak-
rophagen die AbstoRungsreaktion in immunkompetenten Mausen verringert werden
(Oberbarnscheidt, Zeng et al. 2014). Des Weiteren fand man eine Korrelation zwischen DSA und der
GroRe des monozytaren Infiltrates und dem Auftreten einer antikdrpervermittelten Abstoung in
Menschen (Xu, Collins et al. 2014).

In vitro Experimente erzielten mit den mTOR Inhibitoren Sirolimus und Everolimus eine Repression der
mMTORC1- und mTORC2- abhangigen Mechanismen in EC, resultierend in einer verringerten Adhasion
von Monozyten an EC. Diese Ergebnisse konnten auch durch ein reduziertes monozytares Infiltrat in

einem kardialen Transplantationsmodell in vivo verifiziert werden (Salehi, Sosa et al. 2018).

In einem kardialen Transplantationsmodell verminderte die Depletion von mTOR in Makrophagen
zwar nicht deren Infiltrationskapazitat, induzierte allerdings deren Differenzierung zu M2-Makropha-
gen und war mit einer reduzierten chronischen AbstoRungsreaktion assoziiert. Dariliber hinaus expri-
mierten die gewebsinfiltrierenden Makrophagen grolRe Mengen des programmierten-Zelltod-Ligan-
den (Programmed Cell Death Ligand, PD-L)-1, welcher eine wichtige Rolle bei der Toleranz gegeniiber
Transplantaten spielt (Zhao, Chen et al. 2018).

Die teilweise deutlich divergierenden Befunde beziiglich des Phanotyps der transmigrierten Makro-
phagen lassen sich zum einen durch speziesspezifische Unterschiede zwischen dem humanen und
murinen System erklaren. Zum anderen spielen aber auch der Experimentalaufbau der murinen Trans-
plantationsmodell eine Rolle, sowie die Zeitpunkte zu denen die klinischen Studien durchgefihrt wur-
den. Hierbei kann nicht immer eindeutig zwischen akuten oder chronischen AbstoRungsreaktion un-
terschieden werden, da diese viele gemeinsame Merkmale teilen und in einander ibergehen.

Neben den klassischen M1-Makrophagen und den antiinflammatorischen M2-Makrophagen gibt es
noch die Population der regulatorischen Makrophagen (Mregs). Diese Zellpopulation vermittelt im-
munsupprimierende Eigenschaften sowohl auf die angeborene als auch auf die adaptive Immunitat.
Uber die Sekretion von IL-10 und des transformierenden Wachstumsfaktors (TGF)-B induzieren Mregs
die Proliferation von Tregs, die verschiedene tolerogene Effekte vermitteln (Schmidt, Zhang et al.
2016), beispielsweise die Inhibierung der Reifung von DC (Riquelme, Haarer et al. 2018).

In Transplantationsmodellen bei Mausen wurden fiir Mregs ebenfalls vorteilhafte Eigenschaften ge-
funden, diese Ergebnisse konnten jedoch noch nicht in klinischen Studien verifiziert werden (Zhang,

Zhang et al. 2021).
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1.6  Akkommodation im Zuge der Transplantatvaskulopathie

1.6.1 Die Expression antiinflammatorischer Gene beeinflusst das Organiiberleben positiv
Akkommodation bedeutet im Zusammenhang mit soliden Organtransplantationen eine anhaltende
stabile Organfunktion ohne das Auftreten pathologischer Veranderungen des Gewebes trotz der Pra-
senz von DSA und einer Anlagerung von einzelnen Bestandteilen des Komplementsystems an EC (Smith
and Colvin 2012).

Erstmalig beschrieben wurde dieses Phanomen zu Beginn der 1990er Jahre in einem kardialen Hams-
ter-zu-Ratte Xenotransplantationsmodell (Bach, Turman et al. 1991). Die Akkommodation duBerte sich
in einer verstarkten Expression von antiapoptotischen und antioxidativen Genen in Endothelzellen des
Transplantats. Neben der Expression eines antiinflammatorischen Phanotyps der EC kam es auch zu
einer verstarkten Exozytose der Zytokine IL-4, IL-10 und IL-13. Diese Zytokine sind Bestandteil der Th2
Immunantwort und verhindern eine Aktivierung der Monozyten, die in die GefaRwand des Transplan-
tats transmigrieren (Bach, Ferran et al. 1997).

In einem nachfolgenden Maus-zu-Ratte Transplantationsmodell konnte gezeigt werden, dass die indu-
zierbare Isoform der Him-Oxygenase 1 (HO-1) einen Hauptteil dieser antiinflammatorischen Effekte
vermittelt (Soares, Lin et al. 1998). In einer klinischen Studie in deren Rahmen Patienten nach einer
Nierentransplantation mit anti-HLA-Antikoérper sensibilisiert wurden, konnte auch eine Abhangigkeit
der Akkommodation von der Expression des antiapoptotischen Proteins Bcl-xL im Endothel nachge-
wiesen werden. Diese Ergebnisse lassen drauf schlieBen, dass eine geringe Konzentration an anti-HLA-
Antikorpern eine Akkommodation induziert beziehungsweise fordert (Salama, Delikouras et al. 2001).
In einem aktuelleren humanisierten Maustransplantationsmodell konnte gezeigt werden, dass die
Hochregulation der protektiven Gene Bcl-2, Bcl-xL und HO-1 ebenfalls vor einer AbstofRungsreaktion
schitzt. Dartiber hinaus kam es in den Organen im Zuge der Akkommodation zu einer Reduktion der
proinflammatorischen Rezeptoren ICAM-1 und VCAM-1 sowie zu einer verminderten Ausschittung
der proinflammatorischen Zytokine IL-13, Tumor Nekrose Faktor (TNF)-a und IL-6 (Fukami,
Ramachandran et al. 2012). In Einklang mit diesen Ergebnissen konnten Zilian et al zeigen, dass die
gezielte Hochregulation der HO-1 gegen eine anti-HLA-I-Antikérper-induzierte inflammatorische Akti-
vierung der EC schiitzt (Zilian, Saragih et al. 2015).

In Zellkulturexperimenten fiihrte die Bindung von Antikérpern gegen ABO-Blutgruppenantigene auf EC
zu einer gesteigerten Expression der komplementregulierenden Proteine CD55 und CD59, und zwar
sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene (Iwasaki, Miwa et al. 2012). Durch die gezielte Uberex-
pression des humanen CD55 und CD59 in Mausen konnten die Rekrutierung von Monozyten in die
GefaBwand und eine Schadigung der Niere verhindert werden (Bongoni, Lu et al. 2017). Bestétigt wer-

den konnten diese Experimente durch eine retrospektive Studie, in der eine geringe CD55-Expression
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in transplantierten Nieren als Risikofaktor fiir eine beschleunigte Entwicklung einer chronischen Ab-

stoBungsreaktion identifiziert wurde (Cernoch, Hruba et al. 2018).

1.6.2 Die HO-1 vermittelt immunmodulatorische Effekte

Das Enzym Ham-Oxygenase (HO) katalysiert die Umwandlung von Ham zu Biliverdin unter Freisetzung
dquimolarer Mengen Kohlenstoffmonoxid (CO) und Eisen (Fe (Il)). Biliverdin wird von der Biliverdin-
Reduktase weiter zu Bilirubin verstoffwechselt. Him b, auch bekannt als Fe (IlI) Protoporphyrin IX (Fe-
PPIX), ist eine prosthetische Gruppe und somit integraler Bestandteil verschiedener Proteine. Es spielt
eine wichtige Rolle bei verschiedenen oxidativen Reaktionen und mitochondrialen Elektronentrans-
portprozessen, am besten charakterisiert ist es jedoch als Sauerstoff-bindende Komponente des Ha-
moglobins.

Die Grundstruktur des Ham ist ein Porphyrinmolekiil, das durch vier Pyrrolringe gebildet wird, die tGber
Methinbricken miteinander verbunden sind (Abb.4). Die Koordinierung des Fe (llI) Atoms erfolgt durch

zwei Iminostickstoffatome (=N-) sowie zwei Pyrrol-Stickstoffatome (-NH-) (Maines 1997).

H,C

HsC CH;

OH

Abbildung 4: Chemische Struktur des HO-1 Substrates

(A) Die Grundstruktur der Hame wird durch vier Pyrrolringe gebildet, die sich zu einem Porphyrinmolekil zusam-
menlagern. Durch vier innere Stickstoffatome, kénnen verschiedene Kationen komplexiert werden. (B) Hdm b,
die prosthetische Gruppe des Himoglobins, beinhaltet ein zentrales Fe (ll) lon und unterscheidet sich durch seine
Kohlenwasserstoffreste am Porphyrinring von anderen Hamen. Modifiziert nach (Montellano 2000).

Die HO existiert in zwei distinkten Isoformen, die als HO-1 und HO-2 bekannt sind. Die Isoform HO-2
wird konstitutivim Gewebe von Gehirn und Hoden exprimiert (Trakshel, Kutty et al. 1986), wohingegen
die induzierbare Isoform HO-1 in den meisten Geweben nur schwach vorhanden ist. Unter oxidativem
Stress oder durch das Vorhandensein des Substrates Ham selbst wird das Expressionslevel der HO-1 in
den Zellen hochreguliert (Keyse, Applegate et al. 1990, Vile, Basu-Modak et al. 1994, Immenschuh and
Ramadori 2000).
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In verschiedenen Tierexperimenten konnte gezeigt werden, dass sich eine erhohte HO-1-Aktivitat oder
eine gezielte Uberexpression des Enzyms positiv auf inflammatorische Phdnotypen auswirkt (Willis,
Moore et al. 1996, Soares, Marguti et al. 2009). Im Einklang damit stehen Experimente, in denen Mause
eine verstarkte Vulnerabilitat gegenlber proinflammatorischen Stimuli und eine chronische Inflamma-
tion nach einem HO-1-Knockdown aufwiesen (Poss and Tonegawa 1997).

Die experimentelle Induktion der HO-1-Aktivitat fihrt zu einer verringerten Interaktion zwischen Leu-
kozyten und EC in einem oxidativen Stress Setting. Dies macht sich in einer verminderten Adhasion von
Leukozyten bemerkbar. Vermittelt werden diese Effekte durch das HO-1 Produkt Biliverdin, welches
eine verminderte P-Selektinexpression auf der Oberflache der ECinduziert und die VCAM-1 getriebene
Leukozytenmigration blockiert (Hayashi, Takamiya et al. 1999, Keshavan, Deem et al. 2005). Auch im
Zusammenhang mit chronischen inflammatorischen Erkrankungen schiitzt eine induzierte HO-1-Ex-
pression vor der Aktivierung der vaskuldren EC (Berberat, YI et al. 2005, Kawamura, Ishikawa et al.
2005).

Flr CO, das zweite wichtige Produkt des Him Metabolismus, konnten ebenfalls protektive Effekte so-
wohl in vitro als auch in vivo nachgewiesen werden. Schon geringe Konzentrationen des in héheren
Konzentrationen toxischen Gases, verhindern die Expression proinflammatorischer Zytokine, wie TNF-
a, IL-1B und des Makrophagen-inflammatorischen-Proteins (MIP)-1PB. Gleichzeitig fiihrt CO zu einer
gesteigerten Freisetzung des antiinflammatorischen Zytokins IL-10 (Otterbein, Bach et al. 2000). Das
Molekiil spielt dariiber hinaus eine wichtige Rolle in der Regulierung des Gefdlltonus, in dem es die
Konzentration intrazelluldarer Signalstoffe erhoht und die GefaRkontraktilitdt verringert (Sammut,
Foresti et al. 1998). Die pharmakologische Inaktivierung der HO-1 in EC resultiert in einer verstarken
TNF-a-induzierten Apoptose, ein Effekt, der durch die exogene Applikation von CO wieder aufgehoben
werden kann (Brouard, Otterbein et al. 2000). Durch Erh6hung der CO-Konzentration in der Leber wah-
rend der Transplantationsphase kommt es zu einer geringeren Oberflachenexpression des Adhdsions-
molekiils ICAM in EC und einer damit einhergehenden Reduzierung des mononukledren Infiltrats in
der GefdaBwand des Transplantats (lkeda, Ueki et al. 2009). Des Weiteren verhindert die HO-1-Expres-
sion in T-Zellen deren Proliferation. Dieser Effekt konnte ebenfalls dem gasformigen CO zu geschrieben
werden., da CO zu einer Hemmung der autokrin-wirkenden IL-2 Sekretion der T-Lymphozyten fiihrt

(Pae, Oh et al. 2004).
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1.6.3 Die Aktivitdt der HO-1 wird durch Him Analoga und Statine moduliert

Um die protektiven Eigenschaften der HO-1 auch therapeutisch nutzbar zu machen, wurden verschie-
dene Substanzen untersucht, die entweder die HO-1-Expression oder die Aktivitdt des translatierten
Proteins verstarken.

Abhangig von dem gebundenen Metallion in der Mitte des Protoporphyrinrings entstehen verschie-
dene Ham Derivate, wie Zink (II) Protoporphyrin IX (ZnPPIX) oder Cobalt (l1l) Protoporphyrin IX Chlorid
(CoPPIX). ZnPPIX ist ein nicht-metabolisierbares Derivat des HO-1 Substrates Him und inhibiert bereits
bei einer Konzentration von < 5 uM die HO-1 selektiv (Appleton, Chretien et al. 1999). Die Inkubation
mit ZnPPIX flihrt in vitro nur zu einer schwachen Reduktion der HO-1-Expression, induziert aber gleich-
zeitig eine Caspase-3-vermittelte Apoptose. Durch die Inhibition der HO-1 kommt es zwangslaufig auch
zu einer reduzierten Bilirubin-Konzentration und einer verminderten antioxidativen Wirkung (Hirai,
Sasahira et al. 2007).

Fiir CoPPIX lasst sich hingegen eine Aktivierung der HO-1-Expression in EC sowohl auf mRNA- als auch
auf Proteinebene nachweisen. Dariiber hinaus kommt es zu einer erhéhten Expression des proangio-
gentischen IL-8, das essentiell fiir die Homdostase der EC ist (Loboda, Jazwa et al. 2005). Neben den
Ham Analoga CoPPIX und ZnPPIX, die aufgrund ihrer chemischen Eigenschaften einen direkten Effekt
auf die Aktivitat der HO-1 haben gibt es weitere pharmakologische Substanzen, welche die immunmo-
dulatorischen Eigenschaften der HO-1 beeinflussen.

Statine sind Hydroxymethylglutaryl-Coenzyme-A-Reduktase-Inhibitoren und werden zum Senken des
Lipidspiegels im Plasma eingesetzt, vermitteln aber auch eine Vielzahl pleiotroper Effekte. Dazu zahlen
die Reduktion der ROS-Produktion, verminderte Exozytose proinflammatorischer Zytokine und eine
verstarkte Aktivitat der endothelialen Stickstoffoxidsynthase, die wichtig fiir die endotheliale Homéo-
stase ist (Takemoto and Liao 2001, Wierzbicki, Poston et al. 2003). Der Mechanismus fur die antiin-
flammatorischen Eigenschaften der Statine liegt unteranderem in ihrem Einfluss auf die HO-1-Expres-
sion begriindet. Die Stimulation von EC mit Statinen fuhrt zu einer zeit- und dosisabhangigen Steige-
rung der HO-1-mRNA-Expression und einer nachfolgenden erhohten Proteinkonzentration in den Zel-
len (Grosser, Hemmerle et al. 2004). Dariiber hinaus konnte fiir Herztransplantationen gezeigt werden,
dass die Behandlung mit Statinen nicht nur zu einem geringeren Cholesterolwert der Patienten fiihrt,
sondern auch die Entwicklung einer Neointima und damit die Auspragung der CAV verringert

(Kobashigawa, Katznelson et al. 1995, Wenke, Meiser et al. 1997).
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Wie bereits dargelegt, kommt es aufgrund der genetischen Unterschiede zwischen dem transplantier-
ten Organ und dem Empfanger zu der Ausbildung einer immunologischen Reaktion gegen das Trans-
plantat, wobei EC eine der ersten Zielstrukturen darstellen. Abhdngig von der Anzahl und der Starke
der Interaktionen mit verschiedenen Zellpopulation des Immunsystems oder dem Komplementsystem
werden unterschiedliche Signalwege in EC aktiviert. Viele dieser Signalwege regulieren und beeinflus-
sen sich gegenseitig und konnen daher zu einer Vielzahl verschiedener Resultate flihren (Abb.5).
Durch das Binden der DSA kann es zu einer Aktivierung des Komplementsystems kommen, das durch
unmittelbare Lyse der Zellen zu einer hyperakuten oder durch die Aktivierung des adaptiven Immun-
systems zu einer akuten AbstoRBungsreaktion fiihrt. Kommt es durch die Interaktion der DSA mit den
EC zu keiner Komplementaktivierung, fiihrt dies zu einer Endothelaktivierung und einem Verlust der
endothelialen Homoostase. Im weiteren Verlauf wird eine morphologische Umstrukturierung der Ge-
faBRwand verursacht, durch die neointimale Hyperplasie verringert sich das Lumen und Monozyten
transmigrieren aus der Zirkulation in die GefaBwand. Dies flihrt zu der Manifestation einer chronische
AbstoRungsreaktion.

Die Involvierung weiterer Zellpopulation des Immunsystems fiihrt ebenso zu einer Aktivierung der EC
und resultier in einer AbstoRungsreaktion gegen das Transplantat. Aus bisher noch nicht vollstandig
verstandenen Griinden kann es zu einer Anpassungsreaktion der Endothelzellen kommen und die Ab-
stoBungsreaktionen kdnnen herausgezégert werden. Durch die Hochregulierung antiapoptotischer
und antiinflammatorischer Proteine im Endothel kann statt einer AbstoRungsreaktion eine so ge-

nannte Akkommodation initiiert werden.
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1. Einleitung

Pathophysiologie
allogener Endothelzellen
nach Transplantation
AntikGrper-vermittelte Zellular-vermittelte
<«
Effekte Effekte
W W \l« l \lf
Non C™-
Cl-bindende i on
Antikérper bindende CD8TZellen |€ CDATZellen Treg
Antikbrper
v W A 4 l W
Clinduzierte ey . Zell- Aktivierung des angeborenen
EC Lyse pop Zytotoxizitat Immunsystems
v / 4 / 0%
Hyperakute Akute Chronische
—> | — —> | Akk dati
Abstolung AbstoBung AbstoBung emmeodation
Verlust der Endothel- Uberexpression von EC Migration und Expression anti-
Integritat, Aktivierung Adhéasions- und Proliferation: a l; totischer Gene
der C! Kaskade, Transmigrationsmole vaskuldre Hyalinose, Pop '
3 - - o . Schutz vor C* Lyse,
intravaskulare kiilen, Tubulitis and tubulére Atrophy arinherer Toleranz
Koagulation Arteritis Interstitielle Fibrose perip

Abbildung 5: Ubersicht iiber die Interaktionen zwischen EC und Leukozyten

Im Zuge einer Transplantation kommt es durch diese Interaktionen zur Ausbildung von unterschiedlichen alloge-
nen AbstoRBungsreaktionen oder einer Akkommaodation. EC, Endothelzellen; C?, Faktor des Komplementsystems.
Modifiziert nach (Kummer, Zaradzki et al. 2020).
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1. Einleitung

1.7 Fragestellung
Die bisher einzige kurative Option flir Patienten, die unter einem terminalen Organversagen von Niere,

Leber oder Herz leiden, stellt eine Transplantation des betreffenden Organs dar. Da die Anzahl der
bendtigten Organe die Anzahl der verfligbaren Organe deutlich (ibersteigt, ist die Gruppe der Patien-
ten, die von dieser Therapie profitieren kdnnen, stark begrenzt. Innerhalb der ersten Jahre nach einer
Transplantation entwickeln die Organempfanger AbstoRBungsreaktionen gegen das Transplantat, was
zu dessen Funktionsverlust fiihren kann. Die betroffenen Patienten mussen dann erneut auf die War-
teliste fiir eine Transplantation gesetzt werden. In den vergangenen Jahrzehnten wurden daher grolRe
Anstrengungen unternommen, die Qualitdt und Leistungsfahigkeit von transplantierten Organen zu
verbessen. Im Bereich der akuten AbstoRungsreaktionen sind hierbei betrachtliche Erfolge erzielt wor-
den. Lediglich fiir die Behandlung einer chronischen AbstoRBungsreaktion, der Transplantat Vaskulopa-
thie, gibt es noch keine zufriedenstellende Therapie. Bekannt ist, dass die de novo Synthese von donor-
spezifischen anti-HLA-Antikorpern ein Risikofaktor fir die Entstehung der TV ist. Diese Antikorper bin-
den unter anderem an die Endothelzellen der GefaRe des transplantierten Organs und induzieren eine
chronische Inflammation der Endothelzelle, was zu einer Transplantatvaskulopathie fiihrt.

Die Zielsetzung der vorliegenden Arbeit besteht in der Beantwortung folgender Fragestellungen:

l. Kann die gezielte Induktion der Aktivitat des antiinflammatorischen Enzyms HO-1 durch CoP-
PIX die anti-HLA-I-Antikorper-vermittelten Interaktionen zwischen Endothelzellen und Mo-
nozyten beeinflussen?

Il Induziert die Stimulation mit einem Statin dhnliche Effekte wie CoPPIX und ware damit eine
therapeutische Option fiir Patienten, die unter einer Transplantat Vaskulopathie leiden?

Il Flhrt die gezielte Induktion der HO-1 in einem allogenen Transplantationsmodell zu einer re-
duzierten Infiltration von Monozyten in die GefaBwand des Transplantats?

IV.  Werden die durch die HO-1 Aktivierung beobachteten Effekte moglicherweise (iber den HO-1
Metaboliten Kohlenstoffmonoxid vermittelt?

V. Uber welche Adhasionsrezeptoren werden mégliche Effekte vermittelt? Kann eine Blockade

dieser Rezeptoren gegebenenfalls therapeutisch genutzt werden?
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2. Material

2.1 Eukaryontische Zellen

2. Material

Bezeichnung

Herkunft

Distributor

Human Umbilical Vein Endothelial
Cells (HUVEC)

Human Coronary Artery Endothe-
lial Cells (HCAEC)

THP-1

BALB/c Endothelial cells

humane primare Endothelzellen

aus der Nabelschnur

humane primare Endothelzellen

aus den HerzkranzgefaRen

humane monozytare Leukdmie-

zellinie

murine aortale primare En-
dothelzellen

#C-12203, PromoCell, Heidel-
berg, DE

#C-1222, PromoCell, Heidel-
berg, DE

#88081201, Sigma-Aldrich,
St. Louis, MS, USA

#BALB-5052, PELOBiotech
GmbH, Planegg, DE

RAW 264.7 murine monozytare Leukdmiezel- #91062702, Sigma-Aldrich,
linie St. Louis, MS, USA
2.2 Zellkulturmedium
HUVEC/HCAEC Zusammensetzung Distributor

Kulturmedium

Starvationmedium

Transmigrationsmedium

Basal Medium MV2

Growth Medium MV 2 Supple-
ment Kit

Basal Medium MV2
2 % FCS

50 % Starvationmedium

50 % THP-1 Kulturmedium

#C-22221, PromocCell, Heidel-
berg, DE
#C-39226, PromocCell, Heidel-
berg, DE

#C-22221, PromocCell, Heidel-
berg, DE

#S-EUR30-1, Cell Concepts,
Umkirch, DE

Kryo-Medium Kulturmedium
10 % DMSO #K44917950, Billerica, MA,
USA
THP-1 Zusammensetzung Distributor
Kulturmedium RPMI #72400-021, life technologies,
Carlsbad, CA, USA
10 % FCS #S-EUR30-1, Cell Concepts,

Kryo-Medium

Kulturmedium

10 % DMSO
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Umkirch, DE

#K44917950, Billerica, MA,
USA



2. Material

BALB/c EC

Zusammensetzung

Distributor

Kulturmedium

Starvationmedium

Mouse Basal Medium

Endothelial Cell Medium Sup-
plement Kit

Mouse Basal Medium

#M1168b, PELOBiotech GmbH,
Planegg, DE

# M1168-Kit, PELOBiotech
GmbH, Planegg, DE

#M1168b, PELOBiotech GmbH,

Planegg, DE
2 % FCS #S-EUR30-1, Cell Concepts,
Umbkirch, DE
Kryo-Medium Kulturmedium
5 % DMSO #K44917950, Billerica, MA, USA
RAW 264.7

Kulturmedium
10 % FCS

Kryo-Medium Kulturmedium

5 % DMSO

2.3. Versuchstiere

DMEM high glucose, GlutaMAX #10566-016, Thermo Fisher

Scientific, Waltham, MA, USA
#S-EUR30-1, Cell Concepts,
Umkirch, DE

#K44917950, Billerica, MA, USA

Stamm (offizielle No- Beschreibung Alter Distributor

menklatur)

BALB/c Expression der MHC 8 — 10 Wochen Janvier Labs, Le Genest-
Stock No. 000651 Klasse | Molekiile H-2K¢ Saint-Isle, FR

B6.129S7- RAG2 knockout, keine 8 — 10 Wochen Dr. Thomas Fleming, Klinik
Rag2tmiMom/) funktionellen B- und T-Zel- fur Endokrinologie, Stoff-

(B6.RAG2 KO)
Stock No. 008449

len, Expression der MHC
Klasse | Molekiile H-2K"

2.4 Plastikware

Cellstar® Cell Culture Plate (6-, 12- und 24-Well)
Cellstar® Cell Culture Flask (T25, T75)

Cellstar® Suspension Flask (T25, T75)

Cellstar® Tubes (15 ml, 50 ml)

Tissue-Tek® Cryomold®, intermediate
Transwell Plate (24-Well)

CIM Plate

E 16 Plate

PCR Platten MicroAmp™ Fast Optical 96-Well
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wechsel und Klinische Che-
mie, Universitatsklinikum
Heidelberg, DE

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, DE
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, DE
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, DE
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, DE
Sakura Finetek USA, Inc., Torrance, CA, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
OMN!I Life Science, Bremen, DE

OMN!I Life Science, Bremen, DE

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA



Cellstar® Serologische Pipetten (5 ml, 10 ml, 25 ml)

Maxymum Recovery™ Pipettenspitzen, RNAse-,

DNAse-, pyrogenfrei (0.5-10 ul; 1-200 pl,
100-1000 pl)

Eppendorf ReaktionsgefalRe (0,5 ml, 1,5 ml)
Cryo.s™ Réhrchen (2 ml)

EASYstrainerTM, (40 um, 70 pm)
Spritzenvorsatzfilter (0,2 um)

Zellschaber

Omnican Feindosierungsspritzen (1ml)

Microlance3™ Kaniilen (20 G, 23 G, 27 G)
Plastipak™ Spritze (1 ml, 2 ml, 5 ml, 10 ml)

Innertkammer

25 Reagenzien
Recombinant human MCP-1 (CCL2)
Recombinant mouse MCP-1

Zn (Il) Protoporphyrin IX
Co (lll) Protoporphyrin IX
CORM-401

iCORM-401
CellTracker™ Green CMFDA Dye

Paraformaldehyd
B-Mercaptoethanol
Trypanblau

SuperSignal™ West Dura Extended Duration Sub-
strate

Trypsin-EDTA PBS, 1x, 0.05/0,02 %
Accutase ®-Losung

UltraPure™ 0.5 M EDTA, pH 8.0
Tween® 20
cOmplete™, Mini Protease Inhibitor Cocktail

RIPA Lyse- und Extraktionspuffer
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Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, DE

Axygen® Scientific, Inc., Union City, CA, USA

Eppendorf AG, Hamburg, DE

Nunc, Naperville, IL, USA

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, DE
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, MS, USA

B. Braun, Melsungen, DE

BD Biosciences, Heidelberg, DE

BD Biosciences, Heidelberg, DE

Marke Eigenbau

#300-04, PeproTech, Winterhude, DE
#SRP4207, Sigma-Aldrich, St. Louis, MS, USA

#7n625-9, Frontier Scientific Services, Inc., New-
ark, DE, USA

#Co654-9, Frontier Scientific Services, Inc., New-
ark, DE, USA

#SML1930-5mg, Sigma-Aldrich, St. Louis, MS,
USA

CORM-401 Uber Nacht auf 60 °C erhitzen

#C7025, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA
#158127, Merck KGaA, Darmstadt, DE

#M6250, Sigma-Aldrich, St. Louis, MS, USA
#T6146, Sigma-Aldrich, St. Louis, MS, USA

#34075, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

#R-L5100-H, Cell Concepts GmbH, Umkirch, DE
#A6964-100ml, Merck KGaA, Darmstadt, DE

#15575020, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA

#37470.01, SERVA Electrophoresis GmbH, Hei-
delberg, DE

#11836153001, Sigma-Aldrich, St. Louis, MS,
USA

#89900, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA



2.6  Antikorper

2. Material

Zellkultur

Mouse anti-human HLA-A, B, C (Klon: w6/32, Iso-
typ: 1gG2a)

Mouse anti-mouse H-2K¢ (Klon: SF1-1.1, Isotyp:
IgG2a)

Mouse IgG2a Isotypkontrolle (Klon: MOPC-173)
Mouse anti-human CD62E

PE mouse anti-human CD62E

Rabbit anti-human HO1 (Hsp32) polyclonal
Rabbit anti-human CD62E

Rabbit anti-human B Actin

Goat anti-rabbit HRP konj.

#MA1-19027, Thermo Fisher Scientific, Wal-
tham, MA, USA

#116601, BioLegend, San Diego, CA, USA

#400201, BioLegend, San Diego, CA, USA
#ab18981, Abcam, Cambridge, UK

#322605, San Diego, CA, USA

#SPA-895, Enzo Life Science, New York, NY, USA
#NBP1-45545ss, Novus Biologicals, CO, USA
#4967, Cell Signaling Technology, Leiden, NL
#R1364HRP, OriGene, Herford, DE

Experimentelles Tiermodell

Mouse anti-mouse H-2K¢ (Klon: SF1-1.1, Isoytp
1gG2a)

Mouse IgG2a Isotypkontrolle (Klon: MOPC-173)

Mouse anti-mouse CD62E (Klon: RME-1, Isotyp
1gG1)

Mouse IgG1 Isotypkontrolle (Klon: MG1-45)
FITC Rat anti-mouse CD3

PE Goat anti-mouse IgG

#116601, BioLegend, San Diego, CA, USA

#400201, BiolLegend, San Diego, CA, USA
#148802, BioLegend, San Diego, CA, USA

#401402, BioLegend, San Diego, CA, USA
#100204, BioLegend, San Diego, CA, USA
#405307, BioLegend, San Diego, CA, USA

Immunhistologie

Rat anti-mouse CD68

Rabbit anti-mouse CD62E

Mouse anti-vWF

Mouse anti-mouse SMA
Goat anti-rat F(ab) Alexa Fluor® 555
Goat anti-rabbit F(ab) Alexa Fluor® 555

Goat anti mouse F(ab) Alexa Fluor® 488
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#MCA1957, Bio-Rad Laboratories, Inc. Hercules,
CA, USA
#ab2497, Abcam, Cambridge, UK

#CBMAB-V0158-YC, Creative Biolabs, Shirley, NY,
USA
#A2547, Sigma-Aldrich, St. Louis, MS, USA

#ab21434, Abcam, Cambridge, UK

#A21428, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA
#A11017, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA



2.7 Molekularbiologische Kits
RNeasy Micro Kit
QuantiTect Rev. Transcription Kit

TagMan® Fast Advanced Master Mix

Pierce™ BCA Protein Assay Kit

2. Material

#74004, Qiagen, Hilden, DE
#205310, Qiagen, Hilden, DE

#4444557, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA
#23225, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,

USA
2.8 TaqMan® Genexpressions-Assay
Zielgen Assay-ID Distributor
HMOX-1 Hs01110250_m1 Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
ESAM Hs00332781_m1 Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
PECAM-1 Hs01065282_m1 Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
ICAM-2 Hs00609563 m1 Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
CD99 Hs00908458 m1 Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
JAM-1 Hs00170991_m1 Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
JAM-3 Hs00230289 _m1l Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
E-Selectin Hs00174057_m1 Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
P-Selectin Hs00927900_m1 Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
GAPDH Hs03929097_g1 Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
2.9 Immunhistologie

Adhasionsobjekttrager, Polysine®, Menzel Gla-
ser

Knittel Glaser Deckglaser, 24x50mm

Dako PAP Pen
DAPI

Mouse on Mouse (M.0.M.) Blocking Reagent

Fluorescence Mounting Medium
Eukitt® Eindeckmittel

Eosin

Mayers Hamalaun

Essigsaure 100 %

Triton® X-100
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Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

Waldemar Knittel Glasbearbeitungs GmbH,
Braunschweig, DE
Agilent Technologies, Inc., Santa Clara, CA, USA

#5748, Bio-Techne GmbH, Wiesbaden, DE

#MKB2213, VECTOR LABORATORIES, INC.,
Burlingame, CA, USA
Dako North America, Inc., CA, USA

O Kindler, ORSAtec GmbH, Freiburg, DE
SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, DE
Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe, DE
Merck KGaA, Darmstadt, DE

SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, DE


https://www.thermofisher.com/taqman-gene-expression/product/Hs00174057_m1?CID=&ICID=&subtype=
https://www.thermofisher.com/taqman-gene-expression/product/Hs00927900_m1?CID=&ICID=&subtype=
https://www.thermofisher.com/order/genome-database/details/gene-expression/Hs03929097_g1

2. Material

2.10 si-RNA- Transfektion

ON-TARGETplus Human HMOX1 (3162) si-RNA #L-006372-00-0005, Dharmacon, Lafayette, CL,

USA
ON-TARGETplus Non-targeting RNA #D-001810-01-05, Dharmacon, Lafayette, CL,
USA
OptiMEM-Medium #31985-047, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA
Lipofectamin RNAi/Max #13778-075, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA
2.11 Medikamente
Buprenorphin PZN 6318298, RB Pharma, Slough GB
Heparin-Natrium-25000 PZN 3029843, Ratiopharm, Ulm, DE
Pravastatin PZN-00483843, Hexal AG, Holzkirchen, DE
Baytril ® 25 mg/ml Injektionslosung PZN-11004142, Bayer Vital, Leverkusen, DE
Ketanest®-S 25 mg/ml Injektionslosung PZN 08509909, Pfizer DE GmbH, Berlin, DE
Xylavet® 20 mg/ml Injektionslosung CP-Pharma Handels GmbH, Burgdorf, DE
2.12 Puffer und Lésungen
Bindungspuffer HBSS 500 ml
BSA 5g
Ca* 2mM
Mg 2mM
Ladepuffer 5x Tris-HCl 62,5 mM
SDS 2%
Glycerol 10%
B-Mercaptoethanol 5%
Bromphenolblau 0,002 %
ddH,0 0,9 ml
Trenngel 10 % Acrylamid/Bis-acrylamid 3,4 ml
(30 %/0,8 % w/v)
1,5 M Tris (pH=8,8) 2,6 ml
10 % (w/v) SDS 0,1 ml
10 % (w/v) Ammonium Persul- 100pl
fat
TEMED 10l
ddH,0 3,8 ml
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javascript:linktoproduct('/sirna/on-targetplus-sirna-reagents-human/?productId=0A5D2392-CB32-4170-B4F1-659C6944E4B9&bioid=94614&cid=10&catalognumber=L-006372-00-0005');

Sammelgel

SDS-PAGE Laufpuffer (pH=8,3)

Transferpuffer (pH=8,3)

TBS Puffer 10X (pH=7,5)

TBS-T Puffer 1x

Blockingpuffer

ACK Lyse-Puffer

Eosin Stock-Losung

0,1 % Eosinlésung

Acrylamid/Bis-acrylamid
(30 %/0,8 % w/v)
0,5 M Tris (pH=8,8)

10 % (w/v) SDS

10 % (w/v) Ammonium Persul-

fat
TEMED

ddH,0

Tris
Glycin
SDS
ddH,0

Tris
Glycin
Methanol
10 % SDS
ddH,0

0,5 M Tris
1,5 M NaCl
ddH,0

1x TBS

Tween® 20

BSA
TBS-T

Ammoniumchlorid
Kaliumhydogencarbonat
0,5 M EDTA

ddH,0

Eosin

ddH,0

Eosin Stock-Losung

ddH,0
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0,67 ml

1,25 ml
50 ul
50 ul

5ul
2,975 ml

60g
288 g
20g

pH mit HCl einstellen, dann auf
2 | auffillen

60g

288 g
20%
0,0002 %

pH mit HCl einstellen, dann auf
2 | auffillen

121,1g
175,32 g

pH mit HCl einstellen, dann auf
2 | auffillen

11
0,5 ml

58
100 ml

42¢
0,5¢g
100 pl
500 ml

1g
100 ml

10 ml
90 ml



Essigsaure

Blocking-Losung (Immunhisto)  BSA

PBS

2.13 Operationsbesteck

Dumont forceps no. 5, extra fine
Mikro-Kniipfpinzette
Mini-Arterienklemme
Anlegepinzette

Mikro-Nadelhalter
Mikro-Nadelhalter, 14,5 cm, gebogen
Wundspreitzer, Alm Retractor, 7 cm

S&T Forceps, SuperGrip-Spitzen, 45° abgewin-
kelt

Praparierschere, Cottle-Knapp, 10,5 cm

Nahtmaterial, Polypropylen, monofil blau, USP
6-0, 45cm

Nahtmaterial 7 V 33, Rundspitze, schwarz, USP
11-0, 10 cm

2.14 Sonstiges

Dulbecco’s phosphate buffered saline (DPBS)
Hanks balanced salat solution (HBSS)

Natriumchloridlésung 0,9 %

Corning™ Matrigel™ Membrane Matrix

TruStain FcX™
CellWash
BSA (Albumin Fraktion V, proteasefrei)

Normal Goat Serum
Methanol

Stickstoff, flussig

Precision Plus Protein™ Kaleidoscope™ Pres-
tained Protein Standards

Western Blotting Filter Papers
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1 Tropfen

lg
100 ml

#2-1033, neolLab Migge GmbH, Heidelberg, DE
#FD280R, B. Braun, Melsungen, DE

#FD560R, B. Braun, Melsungen, DE

#FD568R, B. Braun, Melsungen, DE

#FMO21R, B. Braun, Melsungen, DE

Medicon eG, Tuttlingen, DE

Fine Science Tools GmbH, Heidelberg, DE

Fine Science Tools GmbH, Heidelberg, DE

Aesculap AG, Tuttlingen, DE
Ethicon Inc., Somerville, MA, USA

#03170, EPM Medizintechnik, Butthard, DE

#14190144Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA

#15356878, Gibco™ Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA

PZN 2737756, B.Braun, Melsungen, DE

# CB-40234C, Thermo Fisher Scientific, Wal-
tham, MA, USA
#101320, Biolegend, San Diego, CA, USA

BD Biosciences, Heidelberg, DE
#T844.3, Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe, DE

#AB_2336990, Jackson Immuno Research, Cam-
bridgeshire, UK

Omnilab-Laborzentrum GmbH & Co. KG, Bre-
men, DE

Linde, Dublin, IRL

#1610375, Bio-Rad Laboratories, Inc. Hercules,
CA, USA

#88620, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA


https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/14190144

Immobilon® PVDF Membran

Henry Schein Blutlanzetten
Vliesskompressen

Alkoholisches Hautantiseptikum

Sterile Applikatoren

Bepanthen Augen- und Nasensalbe

Tissue Tek ® 0.C.T.™ Compound Einbettme-

dium

2.15 Gerate/Instrumente

Heracell™ 240i CO,-Inkubator
Sterilbank

Olympus BX 63 Fluoreszenz Mikroskop

Leica M651 Operationsmikroskop

Leitz Cryostat MGW Lauda 1720 Digital
Matrx™ Isoflurane Key-fill VIP 3000® Vaporizer
Multifuge 3 S-R, Rotor 6445

Varifuge 3. OR, Rotor 5315

Hettich® Mikroliter Zentrifuge MIKRO 200R, Ro-
tor 2428

Polymax 1040 Orbitalschittler

NanoDrop 2000c Spectrometer

Mastercycler’ nexus X2

StepOnePlus™ System Real-Timer PCR Systems
FACSVerse™ Flow Cytometer

xCELLigence® RTCA DP instrument
Elektrophoreseapparatur

Criterion™ Blotter

Neubauer Zahlkammer

FUSION FX Spectra

Vortex-Reagenzglasmixer (7-2020)

Hot Plate 062
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#IPVH00010, Merck KGaA, Darmstadt, DE
Henry Schein Inc., Melville, NY, USA

Fink und Walter GmbH, Merchweiler, DE
Schiilke & Mayr, Norderstedt, DE

Paul Bottiger OHG, Bodenmais, DE

Bayer Vital, Leverkusen, DE

Sakura Finetek USA, Inc., Torrance, CA, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
Heraeus Holding GmbH, Hanau, DE

Olympus Life Science Solutions, Waltham, MA,
USA
Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, DE

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, DE
Midmark Corporation, Versailles, OH, USA
Heraeus Holding GmbH, Hanau, DE

Heraeus Holding GmbH, Hanau, DE

Andreas Hettich GmbH & Co. KG, Tuttlingen, DE
Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, Schwa-

bach, DE
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

Eppendorf AG, Hamburg, DE

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
BD Biosciences, Heidelberg, DE

ACEA Biosciences Inc., San Diego, CA, USA
Bio-Rad, Miinchen, DE

Bio-Rad, Miinchen, DE

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, DE
Vilbert Lourmat, Marne-la-Vallée, FR
Neolab Migge GmbH, Heidelberg, DE

Labotect Labor-Technik-Goéttingen GmbH, Got-
tingen, DE



2.16 Software

Microsoft Office, Version 2010
GraphPad Prism Version 9.0.0

IBM SPSS Statistics Version 24.0
EndNote X7.7.1

NanoDrop 2000 / 2000c DataAssist™
StepOnePlus Software v2.3

FACSuite Software Version 1.0.5.3840

CellSens Software

FusionCapt Advance
Software xCELLigence® RTCA DP instrument

Image)

2. Material
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3. Methoden
3.1 Zellbiologische Methoden

3.1.1 Kultivierung der primaren Endothelzellen (human & murin)

Auftauen der Zellen

Die Endothelzellen wurden auf Trockeneis vom jeweiligen Distributor geliefert und sofort nach Erhalt
flr zwei Minuten in einem 37 °C warmen Wasserbad erwarmt. Nach Desinfizieren mit 70 %-igem EtOH
konnte das Vial unter der Sterilbank ge6ffnet werden und durch das Hinzufiigen von 1 ml warmem
Kulturmedium tauten die Zellen vollsténdig auf. Die Zellen wurden in eine T75 Kulturflasche fiir adha-
rente Zellen tUberfiihrt und mit 10 ml warmem Kulturmedium bedeckt. Die Kultivierung der Zellen er-
folgte in einen Inkubator bei 37 °C und 5 % CO,. Sobald die Zellen adhadrent waren, konnte das Kultur-
medium aspiriert und durch 10 ml frisches Kulturmedium ersetzt werden. Nach dem Auftauen befan-
den sich die Zellen in Passage eins.

Passagieren der Zellen

Ein Wechsel des Kulturmediums fand alle zwei Tage statt, indem das verbrauchte Medium aspiriert
und durch 10 ml frisches Medium ersetzt wurde. Unter dem Lichtmikroskop wurde regelmaRig die
Konfluenz des endothelialen Monolayers tberpriift. Sobald die Zellen eine Konfluenz von 80 — 90 %
erreicht hatten, konnten diese passagiert werden. Dazu wurde das Kulturmedium aspiriert und der
Zellrasen zweimal mit 10 ml warmem PBS gewaschen. AnschlieBend erfolgte eine Inkubation von flnf
Minuten mit 3 ml Trypsin/EDTA Losung im Inkubator, um sowohl die Zell-Zell-Verbindungen, als auch
die Adhdsion am Kulturflaschenboden zu |6sen. Die Zugabe von 15 ml Basalmedium + 10 % FCS stoppte
die Trypsinierung ab. Die Zellsuspension wurde in ein 50 ml Falcon tberfiihrt und fir flinf Minuten bei
300 x g zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Zellpellet in 1 ml warmem Kulturmedium re-
suspendiert.

Mit einem Hamozytometer wurde die Zellzahl unter dem Lichtmikroskop bestimmt. Der Mittelsteg der
Neubauer Zdahlkammer ist um 0,1 mm abgesenkt und durch Aufbringen des dazugehorigen Deckglases
bildet sich ein Hohlraum, der ein genormtes Volumen von 0,1 pl aufnimmt. Auf dem Mittelsteg sind
mehrere vertikale und horizontale Linien eingraviert, die es erlauben, Zellen eines genau definierten
Bereiches zu zahlen (Abb.6). Fir die Quantifizierung der Zellzahl einer Suspension wurden vier GroR-

guadrate ausgezahlt und die Zellzahl anhand folgender Formel bestimmt:
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Zellzahl gesamt

-1 _
Zellzahl ml™ = 2

x 10* x VF (VF = Verdinnungsfaktor)

GroBquadrat

Abbildung 6: Himozytometer nach Neubauer

Fir die Quantifizierung der Zellzahl x ml't wurde die durchschnittliche Anzahl der Zellen in den 4 GroRquadraten
gezahlt und mit 10* multipliziert.

Die Endothelzellen wurden mit einer Dichte von 5-10 x 10* Zellen/cm?in einer neuen Kulturflasche
ausgesat, mit 10 ml warmem Kulturmedium Uberdeckt und kultiviert. In der vorliegenden Arbeit fan-
den Endothelzellen der Passagen vier bis sechs Verwendung.

Kryokonservierung der Zellen

Die Kryokonservierung der Zellen erfolgte in Passage drei. Nach zweimaligem Waschen der Zellen mit
4 °C kaltem PBS wurden die Zellen fiir fiinf Minuten bei 300 x g zentrifugiert, der Uberstand verworfen
und das Pellet in 1 ml 4 °C kaltem Kryo-Medium resuspendiert. Das Einfrieren von 5 x 10° Zellen x ml*

in beschrifteten Vials erfolgte bei -80 °C und die Langzeitlagerung bei -196 °C in flissigem Stickstoff.

3.1.2 Kultivierung der monozytaren Zelllinien

Auftauen der Zellen

Sowohl die humane monozytare Zelllinie THP-1, als auch die murine monozytare Zelllinie RAW 264.7,
wurden von Sigma-Aldrich tiefgefroren auf Trockeneis geliefert und fiir zwei Minuten in einem 37 °C
warmen Wasserbad inkubiert. Nach der Desinfektion des Vials mit 70 %-igem EtOH konnte es unter
der Sterilbank ge6ffnet werden und durch Hinzufiigen von 1 ml warmem Kulturmediums tauten die
Zellen vollstandig auf. Die Zellsuspension wurde in ein 50 ml Falcon uberfiihrt, mit 30 ml 37 °C warmes
Kulturmedium tberschichtet und fiir fiinf Minuten mit 600 x g zentrifugiert, der Uberstand verworfen
und das Zellpellet in 1 ml Kulturmedium resuspendiert.

Die semi-adhdrenten RAW 264.7 Zellen wurden in eine Zellkulturflasche fir adharente Zellen Uber-
fihrt, mit 20 ml 37 °C warmem Kulturmedium tberdeckt und im Inkubator bei 37 °C und 5 % CO; kul-
tiviert. Alle 48 Stunden musste das verbrauchte Kulturmedium aspiriert und durch 20 ml frisches Kul-
turmedium ersetzt werden.

Die Kultivierung der THP-1 Zellen erfolgte in Zellkulturflaschen fiir Suspensionszellen. Fiir die Anzucht

wurde das resuspendierte Zellpellet in ein Well einer 6-Well-Platte pipettiert, 4 ml 37 °C warmes
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Kulturmedium dazu gegeben und die Zellen im Inkubator kultiviert. Der Eintritt der Zellen in die Prolife-
rationsphase wurde lichtmikroskopisch sichtbar, sobald die normalerweise freischwimmenden Zellen
begannen, Cluster zu bilden. Die Zellsuspension wurde in eine T75 Kulturflasche fir Suspensionszellen
Uberfiihrt, das Kulturmedium auf 10 ml aufgefillt und nach 48 Stunden erneut 10 ml Kulturmedium
hinzugefiigt.

Passagieren der Zellen

Das Passagieren der THP-1 Zellen erfolgte alle 48 Stunden durch das Ersetzten von 10 ml Zellsuspen-

sion mit 10 ml frischem Kulturmedium.

Die RAW 264.7 Zellen bilden als semi-adharente Zellen einen Zellrasen, dessen Konfluenz regelmaRig
unter dem Lichtmikroskop kontrolliert wurde. Sobald sie eine Konfluenz von 80 — 90 % erreicht hatten
erfolgte das Passagierens Das Kulturmedium wurde aspiriert und der Zellrasen zweimal mit 10 ml 4 °C
kaltem PBS gewaschen, um abgestorbene Zellreste zu entfernen. AnschlieBend wurden die Zellen mit
10 ml frischem Kulturmedium und einem Zellschaber mechanisch vom Flaschenboden geldst. Die Zell-
suspension wurde in ein 50 ml Falcon Gberfiihrt, fiir fiinf Minuten mit 600 x g zentrifugiert, der Uber-
stand verworfen und die Zellen in einer Dichte von 10° Zellen/cm? in einer neuen Kulturflasche mit
20 ml frischem Kulturmedium weiterkultiviert.

Kryokonservierung der Zellen

Fir die Kryokonservierung der Zelllinien wurden diese aus der laufenden Kultur entnommen, fur finf
Minuten bei 4 °C mit 600 x g zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Zellpellet in 1 ml 4 °C
kaltem Kryo-Medium resuspendiert. Es wurden jeweils 10° vitale Zellen x mltin einem beschrifteten
Vial bei -80 °C tiefgefroren und anschliefend in den Stickstofftank zur Langzeitlagerung bei -196 C
Uberfihrt.

Im Unterschied zu den adhadrenten und semi-adharenten Zellen, bei denen sich tote Zellen vom Boden
ablésen, ist die Vitalitat der THP-1 Zellen nicht ohne Hilfsmittel im Lichtmikroskop zu erkennen. Um
zwischen lebenden und toten THP-1 Zellen differenzieren zu konnen, wurde nach dem Resuspendieren
des Pellets 10 pl Zellsuspension entnommen und mit 10 pl Trypanblau, einem anionischen Bisazofarb-
stoff, vermischt. Trypanblau ist nicht membrangangig und farbt daher keine vitalen Zellen blau an. Bei
abgestorbenen oder frith-apoptotischen Zellen hingegen bilden sich kleine Poren in der Membran, die

Zellen nehmen den Farbstoff auf und erscheinen unter dem Lichtmikroskop blau.
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3.1.3 Stimulation der Endothelzellen mit dem anti-HLA-I bzw. anti-MHC-I-Antikérpern

Um die Effekte von anti-HLA-I-Antikdrpern auf humane EC und deren Interaktionen mit Monozyten in
vitro zu untersuchen, wurden die EC mit dem mouse anti-human HLA-I-Antikorper (Thermo Fisher;
Klon: w6/32) stimuliert. Als Kontrolle diente eine Stimulation mit der Isotypkontrolle des w6/32-Anti-
korpers. AnschlieRens wurden Adhéasions- und Transmigrations-Assays durchgefihrt.

Fir die murinen Adhdasions- und Transmigrations-Assays wurden die Mausendothelzellen mit dem
mouse anti-mouse MHC-I-Antikorper (Biolegend; Klon: SF1-1.1) beziehungsweise mit der entsprechen-
den Isotypkontrolle stimuliert.

Die Endothelzellen wurden mit einer Antikorperkonzentration von 0,1 pg/ml oder 1 pg/ml fir die je-
weils angegebene Dauer inkubiert. Hierzu wurden die Stocklésungen der Antikorper direkt im entspre-
chenden Starvationmedium verdiinnt und die Endothelzellen damit stimuliert. Die Stocklésungen der
Isotypkontrollen wurden ebenfalls auf 1 pg/ml im Starvationmedium verdiinnt und verwendet. Die
Stimulation erfolgte in Well-Platten unterschiedlicher GroRe, sobald der endotheliale Monolayer die
angegebene Konfluenz erreicht hatte. Die in den folgenden Experimenten angegeben Zellzahlen konn-
ten zuvor durch Titrationsexperimente fir die unterschiedlichen WellgréBen ermittelt werden. Die sti-
mulierten Endothelzellen fanden sowohl fiir die Adhasions- und Transmigrations-Assays als auch fur
molekularbiologischen Gen- und Proteinexpressionsanalysen Verwendung. Alle Inkubations- und Sti-

mulationsschritte erfolgten, sofern nicht anders angegeben, im Inkubator bei 37°C und 5 % CO,.

3.1.4 Modulation der HO-1-Aktivitdt in humanen Endothelzellen

Mit der experimentellen Induktion der HO-1-Aktivitdt in humanen EC wurde deren Auswirkungen auf
die w6/32-induzierten Effekte in Adhasions- und Transmigrations-Assays untersucht. Hierzu wurden
die Endothelzellen mit verschiedenen HO-1-Modulatoren vor der w6/32-Antikorperstimulation behan-
delt.

Der HO-1-Aktivator Cobalt (lll) Protoporphyrin IX Chlorid (CoPPIX) wurde in ddH,0 gel6st und eine
Stocklésung der Konzentration 30 mM angesetzt. Zinc (ll) Protoporphyrin IX (ZnPPIX) fungierte als In-
hibitor der HO-1-Aktivitat. Hierzu wurde das ZnPPIX Pulver in DMSO geldst und ebenfalls eine Stocklo-
sung der Konzentration 30 mM angesetzt. Durch die Verdiinnung der CoPPIX und ZnPPIX Stockldsun-
gen im Starvationmedium entstanden Arbeitslésungen einer Konzentration von 5 pM.

Um einen potentiellen therapeutischen Ansatz fir die Hemmung der w6/32-Antikérper-induzierten
Effekte zu untersuchen, wurde die Verwendung eines Statins getestet. Wie alle Statine vermittelt auch
Pravastatin pleiotrope Effekte und verstarkt u.a. die Expression und Aktivitdt der HO-1 (Piechota-
Polanczyk, Kopacz et al. 2018). Die Pravastatin Filmtablette wurde in einem Morser zerkleinert und mit
ddH,0 die pharmakologisch aktiven Substanzen herausgel6st, sodass eine Stocklésung der Konzentra-

tion 1 mM entstand. Die nicht-I6slichen Partikel konnten Uber einen EASYstrainerTM mit der
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PorengroRe 70 um und 40 um herausgefiltert und die Losung mit einem Spritzenvorsatzfilter mit der
PorengroRe 0,2 um steril filtriert werden. Die Statin-Stocklésung wurde fir die Stimulation der En-
dothelzellen im Starvationmedium auf 1 uM verdinnt.

Fir die Experimente wurden die Zellen 24 Stunden mit einem der drei HO-1-Modulatoren im Starvati-
onmedium inkubiert, gefolgt von weiteren 24 Stunden Stimulation mit dem entsprechenden HO-1-
Modulator und zuséatzlich 1 pg/ml des w6/32-Antikorpers. Als Kontrolle fur die Auswirkungen der HO-
1-Modulation diente die alleinige Stimulation mit dem w6/32-Antikérper. Hierbei wurden die En-
dothelzellen fiir 24 Stunden im Starvationmedium kultiviert, gefolgt von der Stimulation mit 1 ug/ml
w6/32, ebenfalls im Starvationmedium. Dadurch konnte sichergestellt werden, dass alle Zellen in den
betreffenden Versuchen fiir 48 Stunden im Starvationmedium kultiviert wurden und die beobachteten
Unterschiede nicht aufgrund unterschiedlicher Kultivierungszeiten zustande kamen.

Nach der 48-stiindigen Stimulation der EC mit ZnPPIX, zeigten diese unter dem Lichtmikroskop deutli-
che morphologische Anderungen und eine erhdhte Apoptoserate (Hirai, Sasahira et al. 2007), im Ver-
gleich zu den CoPPIX- und Statin-behandelten Zellen. Die signifikante Zunahme der Adhéasion und
Transmigration von Monozyten an beziehungsweise Uber einen endothelialen Monolayer in diesen
Ansatzen kann daher nicht alleine der inhibierten HO-1 zugeschrieben werden. Daher wurde die ZnP-

PIX-behandelten Anséatze in den Auswertungen nicht weiter bericksichtigt.

3.1.5 si-RNA-induzierter HO-1-Knockdown

Die Auswirkungen einer reduzierten HO-1-Expression in EC auf die Adhasion und Transmigration der
Monozyten konnte mit einem zielgerichteten posttranskriptionalen HO-1-Gen-Silencing untersucht
werden (Scherer and Rossi 2003). Hierbei fiihrt die Transfektion der HCAEC mit einem si-RNA (small
interfering, RNA)-Konstrukt, das spezifisch an die HO-1-mRNA bindet, zu einem Abbau der gebundenen
mRNA.

Um festzustellen, ob die fiir die Transfektion verwendeten Reagenzien Auswirkungen auf die HO-1-
MRNA-Konzentration haben, wurde neben der HO-1-spezifischen si-RNA eine non-target (nt)-RNA als
Kontrolle verwendet. Diese bindet keine mRNA in den transfizierten Zellen und hat somit keine Aus-
wirkungen auf das mRNA-Expressionsprofil (Transkriptom) der Zellen.

Die si-RNA- und nt-RNA-Stocklésungen mit einer Konzentration von 100 mM wurden mit Nuklease-
freiem Wasser auf eine 20 mM Arbeitslosung verdiinnt. Fir jeden Transfektionsansatz wurde in zwei
Eppendorf ReaktionsgefdaRe je 150 pl OptiMEM Medium vorgelegt, das erste ReaktionsgefalR mit 2,5
ul Lipofectamin RNAi/Max (Transfektions-Reagenz) komplettiert und fur funf Minuten bei RT inkubiert.
In das andere ReaktionsgefdaR wurde 1 pl der si-RNA- bzw. nt-RNA-Arbeitslosung hinzugegeben. Der

Lipofectamin RNAi/Max-Ansatz wurde mit dem si-RNA- (bzw. nt-RNA)-Ansatz unter Vermeidung von
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Scherkraften vermischt und fiir 20 Minuten bei RT inkubiert. Hierbei bildet das Lipofectamin in dem

OptiMEM Medium kleine Lipid-Mizellen, die die si-RNA- bzw. nt-RNA-Molekiile umschlieRen.

Es wurden 5 x 10* HCAEC/Well in einer 12-Well-Platte ausgesat und bis zu einer Konfluenz von 80 %
kultiviert. Das Kulturmedium wurde von den Endothelzellen aspiriert, die Zellen zweimal mit PBS ge-
waschen, mit 700 pl OptiMEM Medium Gberdeckt und fiir zehn Minuten inkubiert. Nach der Inkuba-
tion wurde in jedes Well ein Lipofectamin/si-RNA- bzw. nt-RNA-Komplex pipettiert und die Zellen fur
die Transfektion flr vier Stunden in den Inkubator gestellt. Die mit si-RNA- bzw. nt-RNA-beladenen
Lipid-Mizellen verschmelzen mit der Lipid-Doppelmembran der EC und setzen dadurch die si-RNA bzw.
die nt-RNA im Zytoplasma der Zellen frei. Nach vier Stunden wurde das Transfektionsmedium abge-
saugt und die Zellen in 1 ml Kulturmedium weiterkultiviert. Nach 24, 36 und 48 Stunden erfolgte die
Isolierung des Transkriptoms der EC und der HO-1-mRNA-Knockdown konnte mittels qPCR (Abschnitt
3.2.1) semi-quantifiziert werden. Um festzustellen, zu welchem Zeitpunkt nach dem Knockdown die
HO-1-Proteinkonzentration in den EC am niedrigsten ist, wurde zu den gleichen Zeitpunkten auch das

Proteom der Zellen gesammelt und ebenfalls semi-quantitativ ausgewertet (Abschnitt 3.2.2).

3.1.6 Adhasions-Assay mit Endothelzellen und Monozyten (human & murin)

Die Auswirkungen der Endothelstimulation mit dem w6/32-Antikérper und der HO-1-Modulation auf
die Adhasion der THP-1 Monozyten an den endothelialen Monolayer wurde mittels eines Adh&sions-
Assays untersucht. Hierzu wurden in einer 12-Well-Platte 10> HCAEC/Well ausgesit und bis zur Kon-
fluenz kultiviert. AnschlieRend erfolgte die Stimulation mit dem w6/32-Antikorper oder mit den HO-1-
Modulatoren (Abschnitt 3.1.4).

Die Proteomanalyse nach dem si-RNA-induzierten HO-1-Knockdown zeigte eine signifikante Reduktion
der HO-1-Expression 36 bis 48 Stunden nach der Transfektion. Daher erfolgte die 24-stiindige Stimula-
tion mit dem w6/32-Antikorper beziehungsweise mit der Isotypkontrolle in diesem Experimentalteil
24 Stunden nach dem Knockdown.

Die Stimulation mit dem w6/32-Antikérper evozierte eine Zunahme der CD62E-Expression auf der
Oberflache der EC. Um festzustellen, ob die Expression dieses Rezeptors fiir die Adhasion der Monozy-
ten an den endothelialen Monolayer relevant ist, wurde das Adhdsions-Assay auch in Gegenwart eines
CD62E-blockierenden Antikorpers durchgefiihrt. Hierzu erfolgte die Inkubation der w6/32-stimulierten
HCAEC fiir eine Stunde mit 5 pg/ml eines mouse anti-human CD62E-Antikorpers im Starvationmedium,
bevor das Adhésions-Assay durchgefihrt wurde.

Um eine vergleichende Interpretation mit den im Mausmodell gewonnenen Daten zu ermdoglichen,

wurde das Adhésions-Assay auch mit murinen Zellen durchgefiihrt. Hierzu wurden 2 x 10° EC aus
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Balb/c-Mausen bis zur Konfluenz in einer 12-Well-Platte kultiviert. Die Stimulation mit dem SF1-1.1-
Antikorper beziehungsweise mit der Isotypkontrolle erfolgte flr 24 Stunden im Starvationmedium.
Versuchsaufbau

Fir die Fluoreszenz-basierte Auswertung der adharierten Monozyten wurden diese mit dem CellTra-
cker™ Green CMFDA (CTG)-Farbstoff gefarbt. CTG kann frei durch die Zellmembran diffundieren und
wird im reduzierenden intrazelluldren Milieu zu einem nicht-membrangangigen Produkt verstoffwech-
selt. Der Farbstoff kann mit einem Laser der Wellenlange A = 492 nm angeregt werden, emittiert Licht
der Wellenlange A = 517 nm und liegt damit im Absorptions- und Emissionsspektrum des Farbstoffs
Phycoerythrin (PE).

Die humanen oder murinen Monozyten wurden aus der entsprechenden Erhaltungskultur entnom-
men, flr finf Minuten mit 600 x g in einem 50 ml Falcon abzentrifugiert, das Pellet in HBSS Puffer
resuspendiert und eine Zellzahl von 10° Zellen x ml? eingestellt. Der CTG-Farbstoff wurde mit einer
Konzentration von 0,5 pl x mlI™? Zellsuspension hinzugefiigt und die Zellen anschlieRend fiir 45 Minuten
in einem 37 °C warmen Wasserbad inkubiert. Um das tberschissige CTG abzuwaschen wurde das Fal-
con auf 50 ml mit HBSS aufgefillt und die Zellen erneut fur finf Minuten mit 600 x g zentrifugiert. Das
Pellet wurde in Bindungspuffer, bestehend aus HBSS + 2 mM CaCO; und 2 mM MgCly, zur Aktivierung
der Monozyten resuspendiert. Zweiwertige Kationen sind essentiell fur die funktionale Ausbildung der
Zell-Zell-Kontakten Uber Integrine (Frenette and Wagner 1996). Eine Zellzahl von 10° x mIt wurde ein-
gestellt und die Zellen fiir 15 Minuten bei 37 °C inkubiert.

Das Stimulationsmedium wurden von den Endothelzellen aspiriert, die Zellen zweimal mit 1 ml 37 °C
warmen PBS gewaschen und 500 pl Bindungspuffer/Well vorgelegt. Die 12-Well-Platte wurde auf ei-
nem Orbitalschittler, mit einer Geschwindigkeit von 20 Umdrehungen x min, fixiert und in jedes Well
zentral 1 ml der gefarbten Monozytenzellsuspension pipettiert. Die Adhdsion erfolgte fiir 30 Minuten
bei RT auf dem Orbitalschiittler. Nach der Inkubation wurde jedes Well flinfmal mit 2 ml Bindungspuf-
fer gewaschen, um alle nicht adhéarierten Monozyten abzuwaschen. Nach dem flinften Waschschritt
wurden die EC und die Monozyten mit Trypsin/EDTA Losung abgel6st und die Zellsuspension in FACS-
Réhrchen Uberfiihrt. Die FACS-R6hrchen wurden fiir fiinf Minuten bei 600 x g zentrifugiert, der Uber-
stand verworfen und das Zellpellet in 300 ul FACSFlow™ resuspendiert und analysiert.

Auswertung

Die Quantifizierung der Adhasions-Assays erfolgte mit dem Durchflusszytometer, um eine experimen-
tatorunabhangige Auswertung zu gewahrleisten. Die physikalische Grundlage der Durchflusszytomet-
rie beruht auf der Detektion von Fluorophoren, die entweder an spezifische Antikérper gekoppelt sind
oder, wie der Farbstoff CTG, direkt von Zellen aufgenommen werden kdnnen. Zuséatzlich zu der Detek-

tion des emittierten Fluoreszenzsignals kann das Durchflusszytometer aufgrund der Streuung und
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Beugung des Laserstrahls Riickschliisse auf die GroRe (forward scatte, FSC) und Granularitat (side scat-

ter, SSC) der detektierten Zellen ziehen (Abb.7). Jede detektierte Zelle wird hierbei als ,,Event” bezeich-

net.
SSC
Granularitat
V4 [ I ] FSC
Laser { -
o GroRle

Abbildung 7: Strahlengang des Lasers der auf ein Event trifft

Die Streuung und Beugung des Laserstrahls ermoglicht eine Charakterisierung der Zellmorphologie. Granularitat
(SSC) fuhrt zu einer Beugung, GréRe (FSC) zu einem ,,Schatten”.

Gating-Strategie

Die EC und Monozyten stellen sich im Density-Plot als zwei Zellpopulationen, die sich in ihrer GréRRe
und Granularitdt unterscheiden lassen, dar. Im ersten Gate (Abb.8, A) wurden die intakten Zellen bei-
der Populationen anhand ihres FSC und SSC von Zelltriimmern separiert (P1). Um auszuschlieRen, dass
Zellen, die sich trotz Trypsinierung nicht vollstdandig voneinander gel6st hatten, falschlicherweise als
ein Event detektiert werden, wurde mit dem zweiten Gate (Abb.8, B) alle noch zusammenhangenden
Zellen (Dubletten) exkludiert (P2). Letztlich wurde der prozentuale Anteil der CTG (PE)-positiven Zellen
(P3) an der Gesamtpopulation P2 bestimmt (Abb.8, C). Die Voltage-Einstellungen des Durchflusszyto-
meters, die entsprechenden Schwellenwerte der Fluoreszenzintensitaten sowie die Hintergrundfluo-
reszenz der Zellpopulationen zum Erstellen der Gating-Strategie wurden zuvor mit Negativ- bezie-

hungsweise Positivkontrollen ermittelt.
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Abbildung 8: Gating-Strategie fiir die Auswertung der Adhadsions-Assays

(A) FSC und SSC dargestellt als Density-Plot zeigt das Vorhandensein von 2 Zellpopulationen mit unterschiedlicher
GroRe und Granularitat. Dies stellen die Endothelzellen und Monozyten dar (P1). (B) Ausschluss von Dubletten
aus P1 (P2). (C) Die einzelnen Zellen aus P2 wurden anhand ihrer CTG (PE) Intensitat in einem Histogramm dar-
gestellt. Die CTG positiven Zellen (Monozyten) bilden die von den ungefarbten Endothelzellen getrennte Popu-
lation P3.

3.1.8 Transmigrations-Assay mit Endothelzellen und Monozyten

In den Transmigrations-Assays wurde der Einfluss des w6/32-Antikorpers und der HO-1-Modulation
auf die Rate der transmigrierenden THP-1 Zellen Gber den endothelialen Monolayer hinweg unter-
sucht. Die Transmigrations-Assays wurden zunachst mit HUVEC in einem Transwell-Ansatz durchge-
fihrt, aber im Laufe dieser Dissertation durch das xCELLigence-System ersetzt. Grund hierfiir war die
experimentatorunabhangige, quantitative Auswertung der Transmigration durch die gemessene elekt-

rische Impedanz des xCELLigence-Systems.

3.1.8.1 Transmigration humaner Zellen im Transwell-System

Das Transwell-System besteht aus einer 24-Well-Platten mit Einsdtzen, deren Boden aus einem Poly-
carbonat-Filter mit einer PorengroRe von 8 um besteht. In jedes Well wurde 750 pl Kulturmedium
vorgelegt, die Transwell-Einsatze eingesetzt und auf dem Filter 10° HUVEC ausgesat (Abb.9). Die EC
wurden mit 250 pl Kulturmedium Gberdeckt und fir 24 Stunden inkubiert, bis sie einen konfluenten

Monolayer gebildet hatten. Eine freie Diffusion gel6ster Stoffe ist nur Gber den endothelialen
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Monolayer moglich. Sobald der Monolayer vollstiandig ausgebildet war, erfolgte die Stimulation mit

dem w6/32-Antikorper beziehungsweise der Isotypkontrolle oder den HO-1-Modulatoren.

basal

Abbildung 9: Aufbau des Transwell-Systems

Links: Transwell-Einsatz mit Filter, rechts: Schematische Abbildung eines Monolayers. Jeder Einsatz wird in das
Well einer 24-Well-Platte gesetzt, sodass sich der Filter, auf dem sich die EC festgesetzt haben, beidseitig von
Medium umgeben ist.

Fiir die spatere fluoreszenzmikroskopische Auswertung der transmigrierten THP-1 wurden diese mit
CTG im Transmigrationsmedium eingefarbt (Abschnitt 3.1.6) und anschlieRend eine Zellzahl von 2,5 x
10° THP-1 x ml ! eingestellt.

Versuchsaufbau

Auf die Unterseite des Filters wurden 50 pl Matrigel (Proteingemisch, das eine basalmembranartige
Matrix bildet) aufgetragen, damit die transmigrierten THP-1 an der Unterseite der Membran hangen
bleiben. Hierflir wurde das Matrigel bei 4 °C verflUssigt und auf die Filter aufgetragen. Matrigel bildet
bei 37 °C ein gallertartiges Hydrogel und héartet im Inkubator innerhalb von zwei Minuten aus.

Fir die Transmigration wurden 600 pl Transmigrationsmedium, supplementiert mit 20 ng/ml huma-
nem MCP-1, in das untere Kompartiment vorgelegt und die Einsatze mit dem Matrigel in die Wells
gesetzt. In das obere Kompartiment wurden 100 pl der THP-1 Zellsuspension pipettiert und die Trans-
wellplatte fiir vier Stunden in den Inkubator gestellt. In diesem Zeitraum transmigrierten die Monozy-
ten. Die Transmigration wurde abgestoppt, indem das Medium aus dem oberen Kompartiment vor-
sichtig aspiriert und die Filter mit einem Skalpell ausgeschnitten wurden. Die Filter wurden auf einen
Objekttrager aufgebracht, mit einem Tropfen Fluoreszenz Mounting Medium betraufelt und unter ei-
nem Deckglas eingedeckt.

Auswertung

Die Quantifizierung der transmigrierten THP-1 erfolgte unter dem Fluoreszenzmikroskop bei 40-facher
VergroRerung. Fir jeden Filter wurde die Anzahl der THP-1, die sich auf dessen Unterseite befanden,
in 15 zufallig ausgewahlten Sichtfeldern gezahlt und daraus der Mittelwert fiir einen einzelnen Filter

errechnet.
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3.1.8.2 Transmigration humaner und muriner Zellen im xCELLigence-System

Bei diesem Ansatz erfolgte die Kultivierung des endothelialer Monolayer auf den Filtern einer CIM-
Platte. Eine CIM-Platte besteht aus zwei Kompartimenten, die durch eine PET-Membran mit einer Po-
rengréfRe von 8 um getrennt sind (Abb.10). Im Unterschied zum Transwell-Ansatz erfolgte die Auswer-
tung nicht fluoreszenzmikroskopisch, sondern tber die Ermittlung der elektrischen Impedanz. An der
Unterseite der PET-Membranen ist eine Goldelektrode angebracht, die den Stromfluss misst. Hierbei
besteht eine positive Korrelation zwischen der gemessenen Impedanz und der Anzahl der Monozyten,

die durch den Filter transmigrieren und an der Goldelektrode anhaften.

b T ErrTrrT
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Abbildung 10: Schematischer Aufbau des xCELLIgence-System von OMNI Life Science

1: CIM-Platte, 2: Einzelnes Well einer CIM-Platte. a) oberes Kompartiment mit Zellen, b) Membran mit Goldelekt-
rode an der Unterseite, c) unteres Kompartiment.

In das untere Kompartiment wurden 160 pl Kulturmedium vorgelegt und im obere Kompartiment
4 x 103 HCAEC beziehungsweise 5 x 103 Balb/c Endothelzellen in 150 pl des entsprechenden Kulturme-
diums ausgesat. Nach einer 24-stlindigen Kultivierungszeit war der endotheliale Monolayer vollstandig
ausgebildet und es erfolgte die Stimulation mit den Antikérpern beziehungsweise den Isotypkontrollen
im Starvationmedium.

Die Knockdown-Versuche mit der HO-1-si-RNA hatten ergeben, dass die HO-1-Proteinexpression 36
bis 48 Stunden nach der Transfektion am niedrigsten ist. Daher wurden die transfizierten HCAEC nach
dem Knockdown auf die Transwell-Einsatze ausgesat und fiir 24 Stunden kultiviert. In diesem Zeitraum
bildetet sich ein konfluenter Monolayer und es erfolgte die Stimulation mit dem w6/32-Antikorper
beziehungsweise der Isotypkontrolle.

Fir das CD62E-blockierende-Assay wurden die w6/32-stimulierten HCAEC konkordant zu dem Adha-
sions-Assay eine Stunde vor der Transmigration mit 5 pg/ml des mouse anti-human CD62E-Antik6rpers
im Starvationmedium inkubiert.

Versuchsaufbau

Fiir das Transmigrations-Assay wurde das Medium aus dem unteren Kompartiment aspiriert und durch

160 pl Transmigrationsmedium, supplementiert mit 20 ng/ml humanem beziehungsweise murinem
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MCP-1, ersetzt. Die Monozyten wurden aus der Erhaltungskultur entnommen und eine Zellzahl von
2,5 x 10° Zellen x mItim Transmigrationsmedium eingestellt. In den oberen Kompartimenten wurde
das Medium ebenfalls aspiriert und durch 100 ul der Zellsuspension ersetzt. Die CIM-Platte wurde in
das xCELLigece-System im Inkubator gesetzt und fir vier Stunden die Impedanzmessung gestartet.
Auswertung

Zur Quantifizierung der transmigrierten Monozyten wurde die Flache unter der Kurve (area under the
curve (AUC)) der Impedanzmessungen berechnet (Abb.11) und statistisch ausgewertet. Das xCELLi-
gence System misst alle 15 Minuten die Impedanz an der Goldelektrode, die sich an der Unterseite der
Membran befindet. Jede Zelle, die an die Goldelektrode gebunden hat, unterbricht partiell den Strom-
fluss der Goldelektrode und erhéht damit die Impedanz, die in den dimensionslose Zellindex (Cell In-

dex, Cl) umgerechnet wird.

Cell Index

05 1.0 15 20 25 30 3s 40

Time {in Hour)

Abbildung 11: Schematische Darstellung der AUC einer Impedanzmessung

In einem Zeitraum von 4 h wird alle 15 min die Impedanz an der Goldelektrode gemessen und als dimensionsloser
Zellindex (Cell Index, Cl) dargestellt. Durch das Berechnen der AUC - im Gegensatz zum absoluten Cl - nach 4 h
kann eine real-time Messung durchgefiihrt werden.
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3.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.1 Genexpressionsanalyse durch qRT-PCR

Der Einfluss des w6/32-Antikérpers und die HO-1-Modulation auf die Genexpression verschiedener
Adhéasions- und Transmigrationsrezeptoren in HCAEC konnte mit gqRT-PCR-Analysen quantifiziert
werde. Des Weiteren wurde auch die Effizienz des si-RNA-induzierten HO-1-Knockdowns mit dieser
Technik Gberprift.

Probengenerierung

5 x 10* HCAEC wurden in einer 12-Well-Platte im Kulturmedium ausgesit und bis zu einer Konfluenz
von 80 % kultiviert. Danach erfolgte die Stimulation mit den HO-1-Modulatoren oder mit dem w6/32-
Antikorper beziehungsweise der Isotypkontrolle (Abschnitt 3.1.3 und 3.1.4).

Das Transksriptom der HCAEC wurde zu verschiedenen Zeitpunkten der w6/32-Stimulation bezie-
hungsweise nach erfolgter si-RNA-Transfektion (Abschnitt 3.1.5) isoliert.

RNA-Isolation und Konzentrationsbestimmung

Die Isolation und Aufreinigung der RNA erfolgte mit dem Qiagen RNeasy MicroKit nach Herstellerpro-
tokoll. Das Stimulationsmedium wurde aus den Wells aspiriert, die Endothelzellen mit 1 ml PBS gewa-
schen und die Zelllyse durch die Zugabe von 350 pl RLT Puffer induziert. Das gesamte Lysat wurde auf
eine QlAshredder Saule pipettiert und flr zwei Minuten bei 8.000 x g zentrifugiert. Das homogenisierte
Lysat wurde anschlieRend auf eine gDNA-Eliminations-Saule pipettiert und fir 30 Sekunden bei
8.000 x g zentrifugiert, die Saule verworfen und die 350 pl Eluat 1:2 v/v mit EtOH durch mehrfaches
Pipettieren vermischt. Das Eluat/EtOH-Gemisch wurde auf eine RNeasy Saule pipettiert, fiir 15 Sekun-
den bei 8.000 x g zentrifugiert und der Durchfluss verworfen. Bei diesem Schritt band die RNA an der
Saulenmatrix. Als Waschschritt wurden 700 ul RW1 Puffer auf die Saule pipettiert, fiir 15 Sekunden bei
8.000 x g zentrifugiert und der Durchfluss erneut verworfen. Als zweiter Waschschritt wurden 500 pl
RPE Puffer auf die Saule pipettiert, fir zwei Minuten bei 8.000 x g zentrifugiert und der Durchfluss
verworfen. Um die Saule vollstandig zu trocknen, wurde diese auf ein leeres 2 ml Eppendorf Reakti-
onsgefal gesetzt und fiir eine Minute bei 15.000 x g zentrifugiert. Zum Eluieren der RNA wurden 15 pl
RNase-freies Wasser mittig auf die Membran pipettiert und die Saule fiir eine Minute bei 8.000 x g
zentrifugiert. In dem aufgefangenen Eluat befand sich die RNA, deren Quantitdt und Qualitdt mit dem
NanoDrop 2000c Spektralphotometer bestimmt wurde. Die Lagerung der Proben erfolgte bis zur wei-

teren Verwendung bei -80 °C.
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cDNA-Synthese (reverse Transkription)

Die aus den HCAEC isolierte einzelstrangige RNA wurde durch eine reverse Transkription (RT) in dop-
pelstrangige cDNA (copy DNA) umgeschrieben. Dies erfolgte mit dem QuantiTect Rev. Transcription
Kit von Qiagen nach Herstellerprotokoll. Fiir jeden Ansatz wurden 500 ng RNA eingesetzt und zunachst

mit folgenden Komponenten eine gDNA (genomische DNA)-Eliminations-Reaktion durchgefihrt:

Tabelle 2: Komponenten und Volumina der gDNA-Eliminations-Reaktion

Komponenten Volumen Endkonzentration
gDNA Whipeout Puffer, 7x 2 ul 1x

RNA variabel (500 ng) -

RNase-freies H,0 variabel -

Endvolumen 14 pl -

Die Proben wurden im Mastercycler® nexus X2 fiir zwei Minuten bei 42 °C inkubiert und anschlieRBend
auf Eis gelagert. Zu jedem Ansatz wurde ein, auf Eis vorbereiteter, RT-Mastermix hinzugefiigt, der aus

folgenden Komponenten bestand.

Tabelle 3: Komponenten und Volumina des RT-Mastermix

Komponenten Volumen Endkonzentration
Reverse Transkriptase 1ul -

RT-Puffer, 5x 4 pl 1x

RT Primer-Mix 1l -

gDNA Eliminations-Reaktion 14 ul -

Endvolumen 20 pl -

Es folgte eine Inkubation der Proben im Mastercycler® nexus X2 fiir 15 Minuten bei 42 °C, gefolgt von
drei Minuten bei 92 °C zur Inaktivierung der reversen Transkriptase. Der RT Primer-Mix bestand aus
Oligo(dT)-Primern, einzelstrangige Oligonukleotide der Nukleobase Thymin. Diese Oligo(dT)-Primer
binden den poly(A)-Schwanz der mRNA und gewahrleisten somit, dass nur die mRNA des Transkrip-
toms in cDNA transkribiert wird. Die synthetisierte cDNA wurde im Anschluss in die qPCR Reaktion

eingesetzt oder bei -20 °C gelagert.

gqPCR
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Das Verfahren der quantitativen PCR (qPCR) ermoglicht es, die Amplifikation spezifischer cDNA-Ab-
schnitte in Echtzeit zu messen und dadurch Riickschliisse auf deren Ausgangskonzentration zu ziehen.
Jede gPCR-Reaktion beinhaltete ein TagMan® Genexpressions-Assay von Thermo Fisher, das spezifisch
flr ein Zielgen war (Abschnitt 2.8).

Die TagMan® Sonden bestehen aus einer Oligonukleotid-Sequenz mit einem kovalent an das 5’'Ende
gebunden Fluorophor und einem Quencher am 3’-Ende. Die Oligonukleotid-Sequenz ist spezifisch fir
das Zielgen und bindet die TagMan® Sonde an dieses. Das Fluorophor wird durch den Laser des PCR-
Cyclers angeregt und das emittierte Licht durch den Quencher auf Grundlage des Férster Resonance
Energy Transfers (FRET) unterdriickt.

Die Tag-Polymerase ist eine thermostabile, DNA-abhangige-DNA-Polymerase und synthetisiert an je-
den cDNA Strang einen komplementaren DNA-Strang. Aufgrund ihrer zusatzlichen Exonuklease-Funk-
tion baut die Tag-Polymerase wahrend der Synthese die TagMan® Sonde ab, die an das Zielgen gebun-
den ist. Dadurch kommt es zu einer raumlichen Trennung von Fluorophor und Quencher der abgebau-
ten TagMan® Sonde und das vom Fluorophor emittierte Licht wird nicht langer unterdriickt. Die Mes-
sung des emittierten Lichtes erfolgt vom PCR-Cycler nach jedem Zyklus.

Die gPCR Reaktionen wurden mit dem StepOnePlus™ System im Fast 40-Zyklen Modus durchgefihrt.
Jeder Ansatz wurde als Duplikat pipettiert, um den Einfluss von Pipettierungenauigkeiten auf die Ex-

pressionsquantifizierung der Zielgene auszuschlieRen.

Tabelle 4: Komponenten und Volumina eines gPCR Ansatzes

Komponenten Volumen Endkonzentration
TagMan® Fast Advanced Master Mix, 2x 10 ul 1x

TagMan ® Genexpressions-Assay, 20x 1l 1x
Nuclease-freies H,0O 8 ul -

cDNA 1ul

Endvolumen 19 ul -

Ein Zyklus umfasste zwei Minuten bei 50 °C fiir die Aktivierung der Uracil-N Glykollyase, gefolgt von 20
Sekunden bei 95 C, um die Tag-DNA-Polymerase zu aktivieren und die cDNA Doppelstrdange zu dena-

turieren. Das Primer Annealing und die Elongation erfolgten fiir 20 Sekunden bei 60 °C.
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Auswertung

Die relative Genexpression wird mit der 222" -Methode quantifiziert. Hierbei gibt der CT-Wert eines
gPCR Ansatzes die Zyklusanzahl wieder, nach welcher der entsprechende Ansatz ein konstantes, zuvor
definiertes Fluoreszenzniveau erreicht hat. Das definierte Fluoreszenzniveau ist fur alle gPCR-Ansatze
einer Analyse gleich.

Um die durch Matrixeffekte verursachte Varianz der Expressionsergebnisse reduzieren zu kénnen,
wird die Expression des Zielgenes in jedem Ansatz auf die Expression eines ubiquitar konstant expri-
mierten Referenzgens (Housekeeping Gen) in dem gleichen Ansatz normalisiert. In den hier durchge-
fihrten gRT-PCR-Analysen wurde GAPDH als Housekeeping Gen verwendet. Die Differenz der CT-
Werte des Housekeeping Gens und des Zielgens bildet den ACT-Wert. GAPDH wurde als Housekeeping
Gen ausgewihlt, da nicht davon auszugehen ist, dass die Stimulation mit dem w6/32-Antikdrper oder
die Modulation der HO-1-Aktivitat einen Einfluss auf dessen Expressionsniveau hat.

Die Differenz zwischen dem ACT-Wert der experimentell-behandelten Probe und dem ACT-Wert einer
Kontrolle ergibt den AACT-Wert. Fir die Berechnung der relativen Genexpression der experimentell-
behandelten Probe zur Kontrolle wird der 22T Wert bestimmt. Hierbei wird davon ausgegangen, dass

es nach jedem gPCR-Zyklus zu einer exponentiellen Zunahme der DNA-Konzentration kommt.

3.2.2 Proteinexpressionsanalysen mittels Western Blot

Fur die Quantifizierung unterschiedlicher Proteinexpressionen in HCAEC, verursacht durch die w6/32-
Stimulation und die HO-1-Modulation, wurde ein elektrophoretisches Trennverfahren mit nachfolgen-
dem Western Blot angewendet.

Probengenerierung

In den gRT-PCR-Analysen der verschiedenen Adhasions- und Transmigrationsrezeptoren auf der Ober-
flache der HCAEC hatte sich die mRNA-Expression von CD62E als sensitiv gegenliber einer Stimulation
mit dem w6/32-Antikorper gezeigt. Mit einer Proteinexpressionsanalyse wurde untersucht, ob sich die
gesteigerte CD62E-mRNA-Expression auch in einer gesteigerten CD62E-Proteinkonzentration nieder-
schlagt. Hierfiir wurden 10° HCAEC/Well in 6-Wells kultiviert, bis sie eine Konfluenz von 80 % erreicht
hatten, fir 24 Stunden mit dem w6/32-Antikorper beziehungsweise der Isotypkontrolle im Starvation-
medium stimuliert und anschliefend das Proteom extrahiert.

Flr die HO-1-si-RNA-Transfektion zeigten die gRT-PCR-Analysen bereits nach 24 Stunden eine deutli-
che Reduktion der HO-1-mRNA-Expression. Um festzustellen, ob dies einen Einfluss auf die HO-1-Pro-
teinkonzentration in den Zellen hat, erfolgte eine HO-1-Proteinexpressionsanalyse. Hierzu wurde 24,
36 und 48 Stunden nach dem si-RNA-induzierten HO-1-Knockdown (Abschnitt 3.1.5) ebenfalls das Pro-

teom der HCAEC isoliert.
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Proteinextraktion und Konzentrationsbestimmung

Fur die Proteinextraktion wurde eine cOmplete™ Mini Protease Inhibitor Cocktail-Tablette in 7 ml RIPA
Lyse- und Extraktionspuffer gelést und bei 4 °C gelagert. Zu den angegebenen Zeitpunkten nach den
Stimulationen der HCAEC oder dem si-RNA-Knockdown wurde das Medium vorsichtig von den EC as-
piriert, 70 ul RIPA Puffer auf die Zellen pipettiert und diese fiir zwei Minuten auf Eis lysiert. Anschlie-
Rend erfolgte die Proteinkonzentrationsbestimmung der Zelllysate.

Die Konzentrationsbestimmung wurde mit dem Pierce™BCA Protein Assay Kit von Thermo Fisher nach
Herstellerprotokoll durchgefiihrt. Ein Mischen der Reagenzien A und B in einem Verhaltnis von 50:1
ergab das Arbeitsreagenz. Mit der BSA-Stocklésung und dem RIPA-Puffer wurde eine Standardreihe
mit Konzentrationen von 25 pg/ml — 2.000 pg/ml hergestellt. Von jedem Standard und jeder Probe
wurden 25 pl in eine 96-Well-Platte in Duplikaten pipettiert. In jedes Well wurden 200 pl des Arbeits-
reagenz hinzugefiigt und die Platte fiir 30 Sekunden auf einen Schiittler gestellt, um eine ausreichende
Durchmischung zu gewahrleisten. Nach einer anschlieBenden Inkubation von 30 Minuten bei 37 °C
wurde die Absorption der einzelnen Standards und Proben bei einer Wellenlange von A = 562 nm mit
einem Spektralphotometer gemessen. Die unbekannten Proteinkonzentrationen der Proben konnten
mithilfe der bekannten Proteinkonzentrationen der Standardreihe berechnet werden.

SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Als elektrophoretisches Trennverfahren wurde eine SDS-PAGE mit einem 10 %-igem Trenngel durch-
gefiihrt. Flr jede Probe wurde eine Proteinmenge von 10 pug in einem Gesamtvolumen von 25 pl ein-
gesetzt. Die Proben wurden auf Eis aufgetaut und mit 6 pl Probenpuffer (5x) vermischt, sodass der
Probenpuffer zum Schluss in einfacher Endkonzentration vorlag. AnschlieBens erfolgte eine Denatu-
rierung der Proben fiir zehn Minuten bei 65 °C, diese wurden dann fiir eine Minute bei 10.000 x g
zentrifugiert und auf Eis zwischengelagert. In die erste Tasche des Gels wurden 5 ul des Precision Plus
Protein™ Kaleidoscope™ Prestained Protein Standards pipettiert, gefolgt von den einzelnen Proben in
den restlichen Taschen.

Mit einer Spannung von 30 V wurde fiir 30 Minuten ein Sammeln der Proteine induziert. Sobald die
einzelnen farbigen Banden des Markers zu erkennen waren, erfolgte eine Erh6hung der Spannung auf
170V, bis die Laufbande das untere Ende des Gels erreicht hatten.

Western Blot

Der Transferpuffer wurde bei 4 °C gekihlt und die Filterpapiere sowie die Immobilon® PVDF Membran
auf die GroRe des Gels zugeschnitten. Die Membran wurde fiir 20 Sekunden in MeOH, gefolgt von
einer Minute in ddH,0, aktiviert und anschliefend in Transferpuffer gelegt.

Das Gel wurde aus der Elektrophoresekammer ausgebaut, auf die aktivierte PVDF Membran gelegt
und beides blasenfrei zwischen drei Filterpapieren in die Blottingkammer geklemmt. Der Transfer der

Proteine auf die Membran erfolgte fiir eine Stunde bei 110 mA und 4 °C. Durch das Anlegen der
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elektrischen Spannung wandern die negativ geladenen Proteine aus dem Gel in Richtung Anode und

bleiben dabei auf der PVDF Membran hangen.

(-) Kathode (-)

| ] ] Filterpapier

Gel

[ | ] Filterpapier

(+) Anode (+)

Abbildung 12: Schematischer Aufbau eines Western Blots

Aufgrund der elektrischen Spannung wandern die negativ geladenen Proteine aus dem Gel in Richtung Anode
und bleiben dabei auf der PVDF Membran hangen.

Nach dem Blotten erfolgte die Inkuabtion der Membran iber Nacht bei 4 °C in einem Blockingpuffer
aus TBS-T und 5 % BSA, um die unspezifischen Proteinbindungsstellen zu blockieren. Nach dem Blo-
cken wurde die Membran dreimal fiir fiinf Minuten in TBS-T bei RT gewaschen und mit dem jeweiligen
primaren Antikorper fir das Zielprotein beziehungsweise fiir die Ladekontrolle, gemal Tabelle 5, inku-
biert. Die Menge des zu analysierenden Proteins wurde relativ zu einer Ladekontrolle ausgedriickt, um
den Einfluss einer unterschiedlichen aufgetragenen Proteinmenge auszugleichen. Als Ladekontrolle
wurde B-Aktin verwendet, da dessen Proteinexpression nicht von der w6/32-Stimulation oder dem si-

RNA-induzierten Knockdown beeinflusst wird.

Tabelle 5: Im Western Blot verwendete Antikdrper mit Verdiinnung und Inkubationszeit

Antikérper Verdiinnung Verwendung Inkubation
Rabbit anti-human HO-1 1:1000 primar 1h, RT
Rabbit anti-human CD62E 1:1000 primar 1h, RT
Rabbit anti-human B-Actin ~ 1:5000 primar 1h, RT
Goat anti-rabbit HRP konj.  1:10.000 sekundar 1h, RT

Die in Blockingpuffer verdiinnten Antikorper wurden auf die Membran aufgetragen und fiir eine
Stunde bei RT inkubiert. Danach erfolgte ein dreimaliger Waschschritt mit je finf Minuten in TBS-T und
die Inkubation mit dem sekundaren Antikorper (Tab.5) fir eine Stunde bei RT. Es folgten drei weitere

Waschschritte fur finf Minuten mit TBS-T.
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Auswertung und relative Quantifizierung

Die Detektion des HRP-konjugierten sekundaren Antikorpers erfolgte mit dem SuperSignal™ West
Dura Extended Duration Substrat. Die Peroxid Losung wurde mit der Luminol/Enhancer Losung 1:2 v/v
gemischt und 1 ml dieser Detektionslésung fir drei Minuten auf der Membran inkubiert. Nach dem
Entfernen liberschiissige Detektionslosung konnte das Signal mit dem FUSION FX Spectra Chemilumi-
nescence Imaging System detektiert werden. Die Quantifizierung des Signals erfolgte mit Imagel.
Hierzu wurde die Bilddatei des Western Blots in Imagel) gedffnet und um jede Bande ein Rechteck
gezogen. Die ausgewahlten Banden wurden in einen Profil-Plot konvertiert, der die relative Dichte der
einzelnen Banden, dargestellt als Peaks, angibt. Hohere Peaks reprasentieren hierbei dunklere Banden
und breitere Peaks spiegeln die Breite der Banden wider (Abb.13). Nach Bestimmung des Hintergrun-
des fiir jeden Peak, konnte die Flache der Peaks kalkuliert und auf die Peakflache der Ladekontrolle in
der gleichen Bahn normalisiert werden. Somit konnten die relativen Proteinintensitdten der Zielprote-

ine in unterschiedlichen Bahnen untereinander in Relation gesetzt werden.

—
’_——'
—_—
—— —

Abbildung 13: Darstellung von Proteinbanden und des korrespondierende Profilplots
Die Intensitat und die GroRe der Bande korrelieren mit der Hohe und der Breite des dazugehorigen Peaks.
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3.2.3. CDG62E-Expressionsanalyse mittels durchflusszytometrischer Verfahren

Mit dem Western Blot der Proteine konnte nachgewiesen werden, dass die Stimulation der HCAEC mit
dem w6/32-Antikorper eine gesteigerten CD62E-Proteinexpression induziert. Um festzustellen, ob die
Antikdrperstimulation und die Modulation der HO-1-Aktivitat auch zu einer gesteigerten CD62E-Ex-
pression auf der Oberflaiche der HCAEC fiihren, wurde eine durchflusszytometrische Analyse der
CD62E-Oberflachenexpression durchgefiihrt.

Probengenerierung

5 x 10* HCAEC wurden in 12-Well-Platten ausgesat und bis zu einer Konfluenz von ca. 80 % kultiviert.
Danach erfolgte die Inkubation mit den HO-1-Modulatoren und die Stimulation mit dem w6/32-Anti-
korper beziehungsweise der Isotypkontrolle, im Starvationmedium (Abschnitt 3.1.3 und 3.1.4).
Farbeprotokoll

Nach der Stimulation wurde das Medium aspiriert und die Zellen mit PBS gewaschen. Um die Zellen
aus den Wells zu l6sen, wurden sie fiir finf Minuten mit 500 pl Accutase-Losung inkubiert, die Zellsu-
spension in ein FACS-Réhrchen tiberfiihrt und fir fiinf Minuten bei 600 x g zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen und die Zellen mit 1 pl des mouse anti-human CD62E-Antikérpers, der mit dem Flu-
orophor Phycoerythrin (PE) gekoppelt war, fir 30 Minuten bei 4 °Cim Dunkeln inkubiert. Zum Waschen
der Zellen wurde jedem FACS-R6hrchen 2 ml CellWash hinzugefiigt und fir finf Minuten bei 600 x g
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet in 300 pl FACSFlow™ resuspendiert und die
Zellen im Durchflusszytometer analysiert.

Gating-Strategie

Abbildung 14 stellt die angewendete Gating-Strategie dar. Im FSC und SSC konnten zundachst alle in-
takten HCAEC von im Ursprung des Koordinatensystems sichtbaren Zelltrimmern getrennt werden
(P1) (Abb.14, A). Mit dem zweiten Gate (P2) wurden alle Dubletten exkludiert (Abb.14, B). Dies verhin-
derte, dass zwei Zellen die noch Uber Zell-Zell-Kontakte adharierten, falschlicher Weise als singulares
Event detektiert werden. Von allen in P2 inkludierte Zellen wurde die mittlere Fluoreszenzintensitat
(Mean Fluorescence Intensity, MFI) des PE-Farbstoffes in einem Histogramm dargestellt (Abb.14, C).
Abhéangig von ihrer CD62E-Expression auf der Oberflache binden HCAEC unterschiedlich viele anti-
CD62E-Antikdrper und unterscheiden sich in ihrer Fluoreszenzemission.

Die Spannungseinstellungen des Durchflusszytometers, die entsprechenden Schwellenwerte der Fluo-
reszenzintensitdten sowie die Hintergrundfluoreszenz der Zellpopulation zum Erstellen der Gating-
Strategie wurden mit Negativ- beziehungsweise Positivkontrollen ermittelt. Als Negativkontrolle dien-
ten ungefarbte HCAEC und als Positivkontrolle gefarbte HCAEC nach einer 24-stiindigen Stimulation
mit TNF-a.
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Abbildung 14: Gating-Strategie zur Quantifizierung der CD62E-Oberflachenexpression

(A) Darstellung der HCAEC anhand ihrer GroRe (FSC (Vorwartsstreuung)) und Granularitat (SSC (Seitwartsstreu-
ung)). (B) Ausschluss von Dubletten. (C) Overlay; Histogramm der durchschnittlichen PE-Fluoreszenz einzelner

HCAEC aus P2.
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3.3 Tierexperimentelle Methoden

3.3.1 Zucht und Haltung der Versuchstiere

Aufzucht und Haltung aller verwendeter Mauslinien erfolgte innerhalb der interfakultdren biomedizi-
nischen Forschungseinrichtung (IBF) der Universitat Heidelberg streng nach den aktuellen Richtlinien
der Gesellschaft flir Versuchstierkunde/ Society of Laboratory Animal Science (GV-SOLAS). Die Zucht
erfolgte exklusivim Barrierebereich der Unit 6, Haltung und Durchfiihrung der Experimente im klinisch
experimentellen Bereich (KEB) der IBF. Beide Einrichtungen haben einen ,spezifische Pathogene
freien” (SPF) Status und standardisierte Umweltbedingungen. Dies bedeutete eine kontinuierliche Hy-
gieneliberwachung der Tiere, 50 - 60 % Luftfeuchtigkeit, 12-stiindiger hell-dunkel Zyklus und eine
Raumtemperatur von 22 °C £ 2 °C. Es wurden Kafige des Typus Il und Il L mit ABBEDD LT-E-001 Einstreu
und Haltungsanreicherungen verwendet. Futter (Altromin Rod 16 oder Rod 18) sowie Wasser wurden
den Tieren ad libitum angeboten.

B6.129S7-Rag2'™Mom/) (B6.RAG2 KO)

Zwei Zuchtpaare der Linie B6.129S7-Rag2t™Mem/) (B6.RAG2 KO) (im folgenden Rag2-KO) wurden
freundlicherweise von Dr. Thomas Fleming gestellt.

Bei dieser Mauslinie flihrte die Insertion einer Neomycin-Resistenzkasette zu einer Depletion von Exon
3, welches das einzige codierende Exon des Rekombinase-aktivierenden-Gens (Recombinase activating
gene, Rag)2 darstellt (Shinkai, Rathbun et al. 1992). Eine homozygote Rag2-Knockout (KO)-Mutation
verhindert die Produktion reifer B- und T-Zellen, was bei Mausen, die diese KO-Mutation tragen, eine
B- und T-Zell Defizienz zur Folge hat.

Die Zuchttiere wurden in regelmaRigen Abstdnden durch Tansnetyx® Inc. genotypisiert, um den ho-
mozygoten KO-Status nachweisen zu kdnnen. Die dafiir notwendigen Bioproben wurden durch Ohrbi-
opsien im Rahmen der routinemaRigen Markierung der Mause gewonnen. Die Kolonie der Rag2-KO
Mause wurde durch Zuchttrios (ein Mdnnchen und zwei Weibchen) aufrechterhalten. Nach Feststel-
lung einer Fertilisation eines Weibchens, wurde dieses Tier separiert, um die zuldssige Besatzungs-
dichte der Kafige in Folge einer Geburt nicht zu tberschreiten. Die Jungtiere verblieben bis zum Alter
von zwei Wochen bei den Muttertieren und nach einer Markierung am Ohr in Dreiergruppen in eigene
Kafige gesetzt. Im Alter von finf bis sechs Wochen wurden die Mdnnchen aus der Unit 6 ins KEB trans-

feriert und die Weibchen, sofern sie nicht flir die Zucht eingesetzt wurden, abgetotet.
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Balb/c

Die Balb/c Mause wurden kauflich bei Janvier Labs erworben und direkt ins KEB geliefert. Die Haltung
der Tiere erfolgte bis zu ihrer Verwendung unter den gleichen standardisierten Bedingungen wie die
der Rag2-KO Mause.

Flr das heterotope Aorten-Transplantationsmodell wurden, sowohl von den Rag2-KO als auch den

Balb/c-Mausen, nur Mannchen verwendet.

3.3.2 Etablierung des allogenen Aorten-Transplantationsmodells

Das Modell einer chronischen AbstoRungsreaktion im Rahmen einer aortalen Transplantation in Mau-
sen ist urspriinglich von Koulack et al entwickelt worden (Koulack, McAlister et al. 1995). Fir die vor-
liegende Arbeit wurde diese Model adaptiert und modifiziert.

Genetische Grundlage

Balb/c M3use exprimieren den MHC-I-Haplotyp H-2K und fungierten als Spender eines Segmentes der
thorakalen Aorta. Rag2-KO Mé&use exprimieren den MHC-I-Haplotyp H-2K® und dienten als Empfanger
des explantierten Aortensegmentes. Aufgrund der unterschiedlichen Allelexpression (H2-K® vs. H2-KP)
stellen die hier verwendeten Méause ein ,,MHC-Mismatch“ Modell dar. Da Rag2-KO Mause keine funk-
tionalen B- und T-Zellen bilden kénnen, kommt es trotz der genetischen Unterschiede zwischen Spen-
der und Empfanger zu keiner spontanen AbstoRungsreaktion des Transplantats. Die TV wurde in den
Rag2-KO Mausen nach erfolgreicher Transplantation experimentell durch die Applikation des anti-H2-
Kd-Antikérpers (Biolegend; Klon: SF1-1.1, Isotyp: IgG2a) induziert.

Entnahme des Transplantats

Die fiir den Versuch verwendetet Balb/c Mause befanden sich in einem Alter von acht bis zehn Wochen
und fur die Entnahme der thorakalen Aorta mit CO, euthanasiert. Nach einer medianen Thorako-La-
parotomie (Eréffnung des Bauchraums und des Brustkorbs) erfolgte eine Inzision der Leber. Der linke
Ventrikel des Herzens wurde punktiert und das Tier mit 2 ml NaCl perfundiert, bis die BlutgefaRe blut-
leer waren. AnschlieBend wurde die Aorta descendens bis zum Durchtritt durch das Diaphragma
(Zwerchfell) von Binde- und Fettgewebe freiprdpariert (Abb.15). Nach dem Durchtrennen der dorsal
(zum Ricken hin) abgehenden interkostalen Arterien wurde die thorakale Aorta entnommen. Hierzu
erfolgte das Absetzen der Aorta descendens sowohl direkt distal (von der Kérpermitte weg) zum Aor-
tenbogen als auch am Hiatus aorticus (der Durchtritt der Aorta descendens durch das Diaphragma).
Die Aorta wurde nach Moglichkeit in mehrere Segmente unterteilt, um die Anzahl der bendétigten

Spendermause so gering wie moglich zu halten.
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Aortenbogen
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ascendens
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Abbildung 15 Schematische Darstellung der anatomischen Abschnitte der murinen Aorta.
Aorta bis Diaphragma (berproportional, Aorta abdominals verkiirzt dargestellt. Modifiziert nach (Briston and
Daniels 2019).

Anasthesie und Analgesie der Rag2-KO Mause

Die Rag2-KO Mause wurden in einem Alter von acht bis zehn Wochen fiir die Transplantation verwen-
det. Die Operation erfolgte in Rickenlage und unter Inhalationsanasthesie. Die komplette Operation
wurde unter dem Mikroskop bei 40-facher VergréRerung durchgefiihrt. Zum Einleiten der Anasthesie
wurden die Mause in eine Plastikkammer gesetzt und diese mit 600 ml x min™* Sauerstoff und 5 Vol. %
Isofluran kontinuierlich geflutet. Sobald die Mause einen ausreichend tiefen Anasthesiestatus erreicht
hatten, wurden diese auf einer 37 °C warmen Heizplatte mit Klebestreifen an den Pfoten vorsichtig
fixiert. Die Augen wurden mit Bepanthensalbe gegen Austrocknung geschiitzt. Die Aufrechterhaltung
der Anisthesie wurde durch Maskenbeatmung mit einer Sauerstoffflussrate von 400 ml x min " und
1,5 - 2,5 Vol. % Isofluran gewahrleistet. Die Analgesie wurde durch die intraperitoneale (i.p.) Applika-
tion von 0,05 mg/kg Kérpergewicht (KG) Buprenorphin zu Beginn der Anasthesie initiiert. Tabelle 6
listet die verwendeten Andasthesie- und Analgesieverfahren fiir das Transplantationsmodell inklusive

Organentnahme nach Beendigung des Experiments auf.
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Tabelle 6: Angewendete Andsthesie- und Analgesieverfahren

Eingriffe Wirkstoff Dosis Applikationsart
Euthanasie Spendertier CO; letal Inhalation
Einleitung:
Sauerstoff/ Isofluran > Vol. %in 100 % 02 Inhalation
Erhaltung:
1.5-2.5 Vol. % in
100 % 02
Aortentransplantation i.p.,
via Laparotomie Buprenorphin 0,05 mg/kg KG unmittelbar vor

Operationsbeginn
i.p., unmittelbar nach
Beendigung der Ope-

Buprenorphin 0,05 me/kg KG ration dann alle 6 h
(fir 48 h)
120 mg/kg KG Keta-
Transplantat- und finale ) ) m|n.+ 16 mg/kg KG .
Ketamin/Xylazin Xylazin auf 10ml ver- i.p.
Blutentnahme ; _
diinnen; Dosis:
10 ml/kg KG

Ablauf der Operation

Der Bauch der Rag2-KO Mause wurde sorgfaltig rasiert und grol¥flachig desinfiziert, das Abdomen
durch eine mediane Laparotomie eréffnet und die Blase gegebenenfalls mit einer 1 ml Spritze und
einer 27G Kandle entleert. Der Wundspritzer wurde an beiden Seiten der Bauchdecke angesetzt und
die Er6ffnung vorsichtig erweitert. AnschlieBend wurde der Darm mobilisiert und mit zwei sterilen Ap-
plikatoren nach aulRen verlagert. Um ein Austrocknen wahrend der Narkose zur verhindern, wurde der
Darm in Kompressen gewickelt und regelmaRig mit NaCl hydriert. Die Aorta abdominalis wurde frei-
prapariert und von der Vena cava inferior getrennt; etwaige abgehende Arterien wurden legiert und
durchtrennt. Danach wurden zwei GefdaRBklemmen infrarenal (unterhalb der Nierenarterien) an der
Aorta abdominalis angebracht, um den Blutfluss zu unterbrechen. Zwischen den beiden Klemmen
wurde die Aorta mit einem sauberen Schnitt durchtrennt (Abb.16) und die Stimpfe mit NaCl ausge-
spilt, um Blutfreiheit sicherzustellen. Ein passendes Segment der Spenderaorta wurde anschliefend
in End-zu-End Technik in die durchtrennte Aorta abdominalis integriert. Daflir wurde eine Anastomose
(Verbindung zwischen zwei BlutgefaRen) proximal (zur Korpermitte hin) und eine Anastomose distal
mit Prolen 11-0 Faden in Einzelknopfnahten gesetzt. Es folgte die Er6ffnung der Aortenklemmung un-
ter Entliftung und Wiederherstellung der Blutzirkulation. Die mediane Laparotomie wurde zweimal
(Peritoneum und Haut) mit Prolen 6-0 Faden verschlossen, wobei der Verschluss des Peritoneums mit
einer durchgehenden Naht und der Verschluss der Haut mit Einzelknopfnahten erfolgte. Vor Schluss
des Situs wurde zur Flussigkeitssubstitution 0,5 ml NaCl appliziert und erneut 0,05 mg/kg KG Bupren-

orphin verabreicht.
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native Rag2-KO Aorta
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Abbildung 16: Positionsbeschreibung der Implantation des Aortensegmentes

A. abdominalis der Rag2-KO Maus wurde infrarenal geklemmt und durchtrennt. In anschlieRender End-zu-End
Technik wurde das Transplantat, das zuvor einer Balb/c Maus entnommen worden war, mit der nativen Aorta
der Rag2-KO Maus vernaht.

Postoperative Behandlung

Wahrend der Aufwachphase wurden die Rag2-KO Mause in einen Kafig auf eine Heizplatte gesetzt und
flr die ersten vier Stunden postoperativ mit Rotlicht bestrahlt. Hierbei zeigte sich bereits friih, ob der
Schwanz und die Hinterlaufe bewegt werden konnten, oder ob in Folge der Operation und der Ischa-
miezeit des Rickenmarks und der hinteren Extremitdten eine Paraplegie aufgetreten war. Die
Schmerzmedikation mit Buprenorphin wurde fir die ersten 48 Stunden nach der Operation alle sechs
Stunden aufrechterhalten.

Wahrend der Implantation des Aortensegmentes kommt es zu einer starken Manipulation des Darms
und es kann nicht ausgeschlossen werden, dass dadurch vereinzelte Bakterien aus dem Darm austre-
ten und die Mause aufgrund ihrer genetischen Immunsuppression eine Peritonitis entwickeln. Daher
bekamen die M3use an den ersten drei postoperativen Tagen prophylaktisch 0,3 ml/kg KG des Antibi-
otikums Baytril. Dies fiihrte zu einer engmaschigen Uberwachung der Tiere fiir die ersten drei posto-
perativen Tage. Das Entwickeln einer Paraplegie oder eine anhaltenden Schmerzsymptomatik (Verhal-
tensauffalligkeiten, duRerlichen Belastungsmerkmale) der Tiere iber den dritten postoperativen Tag
hinaus, fuhrte zum Abbruch des Versuchs.

Versuchsende und Organentnahme

An Tag 30 nach der Transplantation wurden die Mause in tiefe Ketamin/Xylazin Narkose (Tab.6) ver-
setzt. Nach Erreichen einer ausreichenden Narkosetiefe erfolgte eine mediane Thorako-Laparotomie,
der linke Herzventrikel wurde mit einer 24G Kanile punktiert und Blut mit einer 1 ml Spritze entnom-
men. Hierbei verstarben die Tiere. Um eine Koagulation des Blutes zu verhindern wurde das Innere der
Spritze mit 0,5 M EDTA Losung benetzt. Das Blut wurde bei 2.500 x g flir zehn Minuten abzentrifugiert

und das daraus gewonnene Plasma bei -80 °C gelagert. Nach der Blutentnahme erfolgte eine erneute
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Herzpunktion und eine Perfusion der Tiere mittels 0,9 %-iger NaCl-Loésung. Anschlielend wurde der
Darm vorsichtig mobilisiert und das neu gebildete Binde- sowie Fettgewebe von der V. cava inferior
und der A. abdominalis entfernt. Das Transplantat der Balb/c Maus wurde chirurgisch freiprapariert
und ungefdahr 5 mm unterhalb der distalen Naht sowie direkt oberhalb der proximalen Naht abgesetzt.
Das Transplantat wurde entnommen, inein Cryomold Schilchen gelegt und mit O.C.T.™ (Optimal Cut-
ting Temperatur) Einbettmedium bedeckt. Somit wurde nicht nur das Transplantat, sondern auch ein
Stiick der nativen Rag2-KO Aorta explantiert (Abb.16). Alle Proben lagerten bis zur weiteren immun-

histologischen Verarbeitung bei -80 °C.

3.3.3 Versuchsaufbau

3.3.3.1 Versuchsteil 1 - Experimentelle Induktion der Transplantatvaskulopathie

Die experimentelle Induktion der Transplantatvaskulopathie begann drei Tage nach erfolgreicher
Transplantation eines Segmentes der thorakalen Aorta einer Balb/c Maus in die Aorta abdominalis
einer Rag2-KO Maus. Abbildung 17 zeigt den schematischen Ablauf der experimentellen Induktion der
Transplantatvaskulopathie. Den M3usen wurden wéchentlich 1,5 ug/g KG des anti-H2-K¢-Antikérpers
(Klon: SF1-1.1) i.p. appliziert (Gruppe II, Tab.7). Die Mause in der Kontrollgruppe bekamen statt des
Antikorpers 1,5 pg/g KG der Isotypkontrolle (Klon: MOPC-173) ebenfalls durch i.p. Injektion appliziert
(Gruppe |, Tab.7). Das hierbei angewendete Behandlungsschema und die Antikdrperkonzentrationen
wurden von einem bereits publizierten Mausmodell einer chronischen AbstoBungsreaktion adaptiert

(Valenzuela, Hong et al. 2013).

‘ Transplantation ‘ ‘ Transplantat- und Blutentnahme

SF1-1.1 oder SF1-1.1 oder SF1-1.1 oder SF1-1.1 oder SF1-1.1 oder

Isotyp Isotyp Isotyp Isotyp Isotyp
- . .. :
Tag -3 Tag1 Tag 8 Tag 15 Tag 22 Tag 29 Tag 30

Abbildung 17: Schematischer Versuchsaufbau zur Induktion der TV

3 Tage nach erfolgreicher Transplantation eines Segmentes der thorakalen Aorta beginnt der Versuch. Den Tieren
wurde wochentlich der SF1-1.1-Antikorper zur Induktion der TV oder die Isotypkontrolle appliziert. Nach 30 Ta-
gen endet der Versuch mit Transplantat- und Blutentnahme.

Die Rag2-KO Mause wurden jede Woche vor der Antikdperapplikation gewogen, um die Konzentratio-
nen der Reagenzien an die Gewichtszunahme anpassen zu kénnen. Des Weiteren diente die Gewichts-

kontrolle dem Monitoring des Gesundheitszustandes der Tiere.
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3.3.3.2 Versuchsteil 2 - Einfluss der HO-1-Modulation auf die Transplantatvaskulopathie
Effekte des HO-1 Aktivators CoPPIX

Der Experimentalaufbau der Induktion der Transplantatvaskulopathie wurde erweitert, um den Ein-
fluss der HO-1-Aktivitat auf die pathophysiologische Ausbildung der TV zu untersuchen. Abbildung 18
zeigt den schematischen Aufbau des Versuches. Zusatzlich zu der wochentlichen Applikation des SF1-
1.1-Antikorpers wurde den M&usen einmal pro Woche 5 pg/g KG Cobalt (111) Protoporphyrin IX (CoPPIX)
(Gruppe lll, Tab.7) Gber eine i.p. Injektion appliziert. Das CoPPIX Pulver wurde in H,O (pH-Wert = 9,5)
geldst und eine Stocklosung von 25 mg/ml hergestellt. Um ein praktikables Injektionsvolumen zu er-

reichen, wurde das bendtigte Volumen der Stocklésung in 100 pul des entsprechenden Solvens gelost.

Transplantation ‘ ‘ Transplantat- und Blutentnahme
SF1-1.1 SF1-1.1 SF1-1.1 S5F1-1.1 SF1-1.1
- -
|
Tag -3 Tag 1l Tag 8 Tag 15 Tag 22 Tag 29 Tag 30
coPPIX coPPIX coPPIX coPPIX coPPIX

Abbildung 18: Schematisches Applikationsschema zur Testung des Einflusses von CoPPIX

auf die Entstehung und Ausbildung der Transplantatvaskulopathie. Zusatzlich zu der SF1-1.1-Antikorperapplika-
tion wurde den Mausen 1 x in der Woche 5 pg/g KG des HO-1 Aktivators CoPPIX i.p. gespritzt.

Statine als moégliche therapeutische Intervention der Transplantatvaskulopathie

Um die Wirkung einer kontinuierlichen Gabe von Statinen auf die pathophysiologische Entwicklung der
TV zu untersuchen, bekamen die Rag2-KO Mausen nach der Transplantation Gber den kompletten Zeit-
raum von 30 Tagen taglich 40 ug/g KG Statine tber das Trinkwasser zugefihrt (Gruppe 1V, Tab.7). Die
Konzentration des Statins stammt aus vorherigen Tierversuchen der Arbeitsgruppe, bei denen fiir die
verwendete Konzentration Effekte nachgewiesen werden konnten.

Es wurde eine Pravastatin-Stocklésung mit einer Konzentration von 8 mg/ml hergestellt (Abschnitt
3.1.4). Eine Maus nimmt ungeféahr 6 ml Wasser am Tag auf, daher wurden die Trinkflaschen mit 0,1 ml
der Statin-Stockl6sung pro 6 ml Wasser aufgefiillt, um die anvisierte Dosis von 40 ug/g KG zu erreichen.

Abbildung 19 zeigt den schematischen Ablauf der Statin-Applikation im Rahmen des Versuchs.
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Transplantation ‘ ‘ Transplantat- und Blutentnahme
SF1-1.1 SF1-1.1 SF1-1.1 SF1-1.1 SF1-1.1
L u N |
||
Tag -3 Tag 1l Tag 8 Tag 15 Tag 22 Tag 29 Tag 30

Kontinuierliche Applikation eines Statins

Abbildung 19: Schematisches Applikationsschema zur Testung des Einflusses von Statinen

als mogliche therapeutische Intervention der Transplantatvaskulopathie. Zusétzlich zu der wéchentlichen SF1-
1.1-Antikérperapplikation wurden den Mausen téaglich 40 ug/g KG Statin Gber das Trinkwasser verabreicht.

Einfluss des HO-1 Metaboliten Kohlenstoffmonoxid auf die Transplantatvaskulopathie

Der HO-1 Metabolit Kohlenstoffmonooxid (CO) vermittelt teilweise die antiinflammatorischen Eigen-
schaften der HO-1 (Otterbein, Bach et al. 2000). Um den Einfluss von CO auf die Auspragung der TV zu
guantifizieren, wurde den Rag2-KO Mausen in einer weiteren Versuchsgruppe das CO-freisetzende
Molekiil (CO-Releasing Molecule, CORM)-401 (ber eine Schlundsonde verabreicht (Gruppe V, Tab.7).
Hierfir wurde ein Stocklosung von 10 mg/ml CORM-401 in DMSO hergestellt. Da die Stocklésung an
Luft instabil ist, musste diese in einer Inert-Kammer unter N,-Atmosphare hergestellt werden. Die Ap-
plikation erfolgte dreimal pro Woche mit einer Konzentration von 30 pg/g KG (Adach and Olas 2019).
In hohen Konzentrationen und Uber langere Zeitraume verabreicht, vermittelt DMSO zytotoxische Ei-
genschaften, wohingegen geringere Konzentrationen antiinflammatorische Effekte haben (de Abreu
Costa, Henrique Fernandes Ottoni et al. 2017). Um auszuschlieRBen, dass das Lésungsmittel DMSO und
nicht das freigesetzte CO Auswirkungen auf die Entstehung einer TV hat, wurde einer entsprechende
Kontrollgruppe eine inaktivierte Form (iCORM) verabreicht (Gruppe VI, Tab.7). Fir die Inaktivierung
wurde eine Stocklosung von 10 mg/ml CORM-401 in DMSO hergestellt und tiber Nacht bei 60 °C inku-
biert, um eine vollstdndige CO-Liberation zu gewahrleisten. Applikationsschema und Konzentration
waren kongruent zur CORM-401 Gruppe. Abbildung 20 zeigt das schematische Applikationsschema zur
Testung des Einflusses von CORM-401 auf die Entstehung und Ausbildung der TV.

72



3. Methoden

Transplantation Transplantat- und Blutentnahme
SF1-1.1 SF1-1.1 SF1-1.1 SF1-1.1 SF1-1.1
|
L B |
1
Tag -3 Tag 1l Tag 8 Tag 15 Tag 22 Tag 29 Tag 30

3 x in der Woche Applikation von CORM bzw. iCORM

Abbildung 20: Schematisches Applikationsschema zur Testung des Einflusses von CORM-401

auf die Entstehung und Ausbildung der Transplantatvaskulopathie. Zusatzlich zu der woéchentlichen SF1-1.1-An-
tikorperapplikation wird den Mé&usen 3 x in der Woche 30 ug/g KG CORM-401 bzw. iCORM-401 Uber eine
Schlundsonde appliziert.

3.3.3.3 Versuchsteil 3 — CD62E-Blockade zur Reduktion des monozytaren Infiltrats

In den in vitro Versuchen zeigte sich, dass es durch die Stimulation der EC mit dem w6/32-Antikorper
zu einer verstarkten Expression des Adhdsionsrezeptors CD62E kommt. Dies spiegelte sich auch in ei-
ner signifikant hoheren Oberflachenexpression des Proteins wider. Um festzustellen, inwieweit die
CD62E-vermittelte Adhasion von Monozyten an EC einen Beitrag zu der Formierung eines monozyta-
ren Infiltrats in vivo leistet, wurden die Mdause in diesem Versuchsteil (Versuchsteil 3) zusatzlich zu der
Applikation des SF1-1.1-Antikérpers zweimal die Woche mit dem CD62E-blockierenden Antikorper
(Klon: RME-1) behandelt (Gruppe VII, Tab.7) (Abb.21).

‘ Transplantation ‘ Transplantat- und Blutentnahme
SF1-1.1 SF1-1.1 SF1-1.1 SF1-1.1 SF1-1.1
|
LB B |
1
Tag -3 Tag 1 Tag 8 Tag 15 Tag 22 Tag 29 Tag 30

2 x in der Woche Applikation des CD62E-blockierenden-Antikérpers bzw. Isotypkontrolle

Abbildung 21: Schematisches Applikationsschema zur Testung einer CD62E-Blockade

auf die Entstehung der Transplantatvaskulopathie. Die Transplantatvaskulopathie wurde durch die wéchentliche
Applikation des SF1-1.1-Antikorper induziert. Zuséatzlich dazu wurde den Mausen 2 x in der Woche 3,5 ug/g KG
des CD62E-blockierenden Antikorpers bzw. die Isotypkontrolle appliziert.
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Den Mé&usen wurde 3,5 pg/g KG des Antikorpers (Valenzuela, Hong et al. 2013) beziehungsweise der

entsprechenden Isotypkontrolle (Klon: MG1-45) (Gruppe VIII, Tab.7) i.p. appliziert.

Tabelle 7 gibt eine Ubersicht tiber alle in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Versuchsgruppen.
Dargestellt sind die Induktion der TV durch den SF1-1.1-Antikérper sowie die zusatzlichen applizierten
Reagenzien. Diese fungierten entweder als Aktivator (CoPPIX) der HO-1-Aktivitat oder als eine mogli-
che therapeutische Intervention der TV (Statin).

In den Gruppen V und VI wurde untersucht, ob der HO-1 Metabolit CO zu einer Verminderung der
Transplantatvaskulopathie fihrt. Gruppe VI ist in diesem Fall die Kontrollgruppe zu Gruppe V. Die In-
tervention in den Gruppen VII und VIII hat keinen direkten Einfluss auf die Aktivitdat oder auf das Ex-

pressionsniveau der HO-1.

Tabelle 7: Ubersicht {iber alle in diesem Experiment durchgefiihrten Versuchsgruppen

Versuchs- . HO-1-Modulator bzw. HO-1-Aktivitét /
. Gruppe | TV Induktion . Schweregrad
teil Metabolit
der TV

I Isotyp - =/0

1
[ - =/ 4
1 CoPPIX f / ¢
\V; Statin f/ ¢

2
Vv SF1-1.1 CORM f/ ¢
Vi iCORM =/ 4
VI CD62E-blockierender- )

3 Antikorper
VI CD62E-Isotypkontrolle -
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3.3.4 Histologische Aufarbeitung des Gewebes

3.3.4.1 Herstellung von Gefrier-Schnittpraparaten

Der Querschnitt des explantierten Transplantats wurde durch transversale Gefrierschnitte am Kryotom
bei -24 °C dargestellt. Hierfuir wurden serielle Schnitte mit einer Starke von 5 pum/Schnitt angefertigt.
Startpunkt der Schnitte war die Einzelknopfnaht der proximalen Anastomose und es wurden alle
Schnitte bis zum Erreichen der distalen Anastomose abgenommen. Um durch die verschiedenen Far-
bungen eine gute Ubersicht tiber das gesamte Transplantat zu erhalten, erfolgte die Anfertigung von
Serien bestehend aus jeweils 15 Objekttragern (OT) mit je vier Schnitten. Hierzu wurden die ersten 15
Schnitte auf 15 verschiedene OT aufgetragen, wobei der 16. Schnitt wieder auf den ersten OT aufge-
tragen wurde und somit der zweite Schnitt auf dem ersten OT war. Die Schnitte auf einem OT repra-
sentierten damit einen Abstand von 75 um im Transplantat. Das bedeutet, dass durch das Farben eines
einzelnen OT alle 75 um des Transplantats die gleiche Farbung angefertigt wird. Eine Serie, bestehend
aus 15 OT mit jeweils vier Schnitten, deckt somit 300 um des gesamten Transplantats ab. Ein Trans-
plantat wurde in drei bis fiinf OT-Serien geschnitten und bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gela-
gert.

Um einen Vergleich der transplantierten Aortensegmenten aus Balb/c M&usen mit der nativen Aorta
der Rag2-KO Mause anstellen zu kénnen, wurde auch der explantierte Teil dieser Aorta mit dem Kryo-

tom geschnitten und immunhistologisch aufgearbeitet.

3.3.4.2 Berechnung des Neointimal-Indexes
Eine ZielgroBe der pathophysiologischen Veranderung, die im Zuge einer sich entwickelnden TV ent-
steht, ist die Quantifizierung des Neointima-Indexes (NI-Index) (Armstrong, Strauch et al. 1997). Der

NI-Index wird durch folgende Formel berechnet:

N = Intimaflache 100
~ Lumenfliche + Intimaflache x

Um den Bereich der Intima von der Media unterscheiden zu kdnnen, wurde eine HE-Farbung durchge-
fihrt. Hierzu wurde jeweils der erste OT einer Serie verwendet. Die OT wurden fir 20 Minuten bei RT
vollstandig an der Luft getrocknet, bevor sie fir flinf Minuten in eine Kernfarbungslésung mit Hdma-
laun nach Meyer inkubiert wurden.

Die Bindung des Hamalaun erfolgt an allen basophilen Strukturen der Zellen in einem stark sauren
Milieu. Die typische Blaufarbung entsteht nach einer Erhéhung des pH-Wertes auf > 3. Dafiir wurden
die OT nach der Inkubation fir finf Minuten unter lauwarmes, flieRendes Leitungswasser gehalten.

AnschlieBend erfolgte die Gegenfarbung fir vier Minuten in 0,1 %-iger Eosin-Losung. Eosin ist ein
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Farbstoff, der alle eosinophilen Strukturen, wie das Zytoplasma und Proteine, rot beziehungsweise
rotlich farbt.

Durch eine aufsteigende Alkoholreihe wurden die OT entwassert. Hierzu wurden die OT kurz in 70 %-
igen Alkohol gehangt, bevor sie zweimal fir jeweils eine Minute in 96 %-igem Alkohol inkubierten.
AnschlieBend erfolgte eine dreimalige Inkubation in 100 %-igem Alkohol flr jeweils zwei Minuten be-
vor die OT durch zweimal finf Minuten Inkubation in dem organischen Lésungsmittel Roticlear® in
selbiges Uberfiihrt wurden. Die OT wurden mit Eukitt® Eindeckmedium eingedeckt und fir 24 h bei RT
getrocknet.

Fir die Auswertung wurden die gefarbten Schnitte mit 100-facher VergréRerung durch das Olympus
BX 63 Fluoreszenz-Mikroskop eingescannt. Fiir die Berechnung des NI-Indexes wurde mit der dazuge-
horigen CellSens Software sowohl die Flache, die von der Membrana elastica interna (trennt die Intima
von der Media) umschlossen wird, als auch die Flache des Lumens berechnet. Die Fliche der Neointima
ergibt sich aus der Differenz der von der Membrana elastica interna umschlossenen Flache und dem
Lumen. Es wurde der NI-Index des jeweils ersten und dritten Gewebeschnittes auf jedem gefarbten
Objekttrager gemessen und somit alle 150 um des Transplantats der NI-Index kalkuliert. Aus diesen

Werten wurde dann der durchschnittlicher NI-Index flir das jeweilige Transplantat berechnet.

3.3.4.3 Quantifizierung des monozytaren Infiltrates

Eine weitere ZielgroRe fiir die Quantifizierung der TV stellt die GroRe des monozytaren Infiltrates in
der Gefallwand des Transplantats dar. Zur Quantifizierung der Gréf3e der monozytaren Infiltrats wurde
der jeweils zweite OT jeder Serie mit einem anti-CD68-Antikorper gefarbt. CD68 ist ein Oberflachen-
protein, das sowohl von zirkulierenden als auch von gewebsresidenten Makrophagen exprimiert
(Wang, Jiang et al. 2017) und daher zur Anfarbung dieser Zellpopulation verwendet wird. Tabelle 8
zeigt die verwendeten Antikdrper und deren Inkubationszeiten.

Die zu farbenden OT wurden fiir 30 Minuten bei RT getrocknet, bevor sie zum Fixieren der Schnitte fur
zehn Minuten in eiskaltes Aceton gehdngt wurden. Anschlielend erfolgte wieder eine Trocknungs-
phase flr 20 Minuten bei RT. Die weitere Farbeprozedur erfolgte in einer Feuchtkammer.

Die Schnitte wurden fir fiinf Minuten mit PBS-T (0,05 %) rehydriert, gefolgt von 30 Minuten Inkubation
mit dem M.O.M. Blocking-Reagenz. Der primare Antikérper wurde mit dem Blocking-Reagenz ver-
diinnt und auf den Gewebeschnitten inkubiert. Am nachsten Tag wurden die OT dreimal fir finf Mi-
nuten mit PBS gewaschen, um die (iberschiissige Farbelosung zu entfernen, bevor der sekundére An-
tikérper verdiinnt und auf die Schnitte pipettiert wurde. Die Inkubationszeit fiir den sekundaren Anti-
korper betrug zwei Stunden bei RT. Anschlieend wurden die Schnitte erneut fiir finf Minuten mit PBS
gewaschen und eine Farbung der Zellkerne mit DAPI fir weitere finf Minuten durchgefihrt. Zum
Schluss wurden die OT dreimal fiinf Minuten in PBS gewaschen und kurz in ddH,0 gehangt. Auf jeden

Gewebeschnitt wurde ein Tropfen Fluoreszenz Mounting Medium aufgetragen und ein Deckglas
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vorsichtig auf den OT gedrlickt. Nachdem Trocknen der OT fiir zwei Stunden bei RT, wurden sie bis zum

Einscannen bei 4 °C gelagert.

Tabelle 8: Verwendete Antikdrper der CD68-Farbung

Antikérper Verdiinnung Inkubation
Rat anti-mouse CD68  1:400 Uber Nacht, 4 °C
Goat anti-rat AF555 1:100 2h, RT

Fir die Quantifizierung des CD68*-Zellen wurden die OT bei 100-facher VergrofRerung durch das Olym-
pus BX 63 Fluoreszenz-Mikroskop eingescannt und mit der CellSens Software ausgewertet. Durch die
Autofluoreszenz der Membrana elastica interna und externa konnte auf den Aufnahmen zwischen Me-
dia und Neointima unterschieden werden. In beiden anatomischen Strukturen wurden zufallig vier
gleichgrofRe ROIs (Region of Interest) umrandet, die absolute Anzahl der CD68* "Zellen innerhalb der

ROIs gezahlt und normalisiert.

3.3.4.4 Quantifizierung der CD62E-Expression auf Endothelzellen

In den in vitro Versuchen hatte sich gezeigt, dass der w6/32-Antikorper sowohl eine gesteigerte CD62E-
Expression auf mRNA- als auch auf Proteinebene in HCAEC induziert. Um zu untersuchen, ob der SF1-
1.1- Antikorper auch im Mausmodell zu einer gesteigerten CD62E-Expression auf den Endothelzellen
fuhrt, erfolgte eine CD62E/Endothel-Doppelfarbung. Als Endothelzellmarker wurde der von-Wille-
brand-Faktor (vWF) verwendet (Kanaji, Fahs et al. 2012).

Fir diese Farbung wurden von jeder Maus der Gruppe | und Il (Isotyp und SF1-1.1) je zwei OT und die

in Tabelle 9 gelisteten Antikdrper verwendet.

Tabelle 9: Verwendete Antikorper der CD62E/Endothel-Farbung

Antikérper Verdiinnung Inkubation
Rabbit anti-mouse CD62E  1:300 Uber Nacht, 4 °C
Mouse anti-mouse VWF 1:50 Uber Nacht, 4 °C
Goat anti-rabbit AF 555 1:200 2h, RT

Goat anti-mouse AF 488 1:100 2h, RT

Nach Lufttrocknung der OT fiir 30 Minuten bei RT erfolgte anschliefend fiir zehn Minuten die Fixierung
in eiskaltem Aceton und erneut eine Trocknung fiir 20 Minuten. Die OT wurden in eine Feuchtkammer
gelegt, um sie gegen das Austrocknen zu schiitzen und fiir 5 Minuten mit PBS-T (0,05 %) rehydriert.
Die 30-mintige Inkubation in 0,2 % Triton X-100 in PBS permeabilisierte die Zellmembranen und

machten die intrazelluldren Epitope zuganglicher fir den Antikdrper. Danach erfolgte das Blocken der
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unspezifischen Bindungsstellen mit dem M.0.M Blocking-Reagenz fiir 30 Minuten. Die primaren Anti-
korper wurden in PBS + 1 % BSA verdinnt und auf den Schnitten inkubiert.

Nach der Inkubation wurden die Gewebeschnitte dreimal fir finf Minuten mit PBS gewaschen und mit
den verdlinnten sekundaren Antikérpern fir zwei Stunden bei RT inkubiert. Die Schnitte wurden er-
neut fir finf Minuten mit PBS gewaschen und anschlieend fiir die Kernfarbung fir fiinf Minuten mit
DAPI inkubiert. Anschlieend erfolgte ein dreimaliges Waschen fiir finf Minuten mit PBS und die OT
wurden anschliefend kurz in ddH,0 gehangt. Zum Schluss wurden die Gewebeschnitte mit je einem
Tropfen Fluoreszenz Mounting Medium betrdufelt und mit einem Deckglas eingedeckt. Nach einer
Trocknungsphase von zwei Stunden bei RT wurden die OT bis zur fluoreszenzmikroskopischen Auswer-
tung bei 4 °C gelagert.

Fur die Quantifizierung der CD62E*/vVWF*-Zellen wurden die OT bei 100-facher VergréRerung durch das
Olympus BX 63 Fluoreszenz-Mikroskop eingescannt und anschlieRend mit der Imagel) Software der
prozentuale Anteil der CD62E*/VWF*-Zellen an der Population der vWF*-Zellen berechnet. Hierzu wur-
den zunachst alle vWF*-Zellen mit einem Zellkern bestimmt (VWF und DAPI doppeltpositiv) und dann

der Anteil der CD62E*/vVWF*-Zellen kalkuliert.

3.3.4.5 Quantifizierung der CD62E-Expression auf glatten Muskelzellen

Der Groliteil der Zellen, die die Neointima im Zuge der Entwicklung einer TV bildet, sind glatte Muskel-
zellen. Vaskulare glatte Muskelzellen, die sich wahrend einer pathologischen Dedifferenzierung gebil-
det haben, kénnen mit einem Antikdrper gegen die a-Untereinheit des muskuldren Aktins (aSMA) vi-
sualisiert werden (Yan, Liu et al. 2016).

Um die CD62E-Expression auf der Oberflache der Zellen in der Neointima des Transplantats zu quanti-
fizieren, erfolgte eine CD62E/aSMA Doppelfirbung. Fir diese Farbung wurden von jeder Maus der
Gruppe | und Il (Isotyp und SF1-1.1) je zwei OT und die in Tabelle 10 gelisteten Antikdrper verwendet.
Die OT wurden flir 30 Minuten bei RT luftgetrocknet, anschliefend fiir zehn Minuten in eiskaltem Ace-
ton fixiert und fir 20 Minuten bei RT getrocknet. Die weitere Farbeprozedur erfolgte in einer Feucht-
kammer, um ein Austrocknen der Gewebeschnitte zu verhindern. Um diese zu rehydrieren wurden sie
fir finf Minuten mit PBS-T (0,05 %) inkubiert und dann fiir 30 Minuten mit dem M.O.M Blocking-
Reagenz, das die unspezifischen Epitope blockiert, inkubiert. Die primaren Antikdrper wurden in dem
Blocking-Reagenz verdiinnt und Gber Nacht bei 4 °C auf den Schnitten inkubiert. Nach der Inkubations-
zeit wurden die OT dreimal fur finf Minuten in PBS gewaschen und die sekundaren Antikorper, eben-
falls in Blocking-Reagenz verdiinnt, fiir zwei Stunden bei RT auf den Schnitten inkubiert. AnschlieSend
folgte ein weiterer Waschschritt fir fiinf Minuten mit PBS, bevor die Zellkerne der Gewebeschnitte fir
finf Minuten mit DAPI gefarbt wurden. Nach erneutem dreimaligem Waschen mit PBS fir jeweils finf

Minuten wurden die OT kurz in ddH,0 getaucht, mit Fluoreszenz Mounting Medium betraufelt und mit
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einem Deckglas abgedeckt. Nachdem die OT fiir zwei Stunden bei RT getrocknet waren, wurden sie bei

4 °C gelagert und anschlieBend eingescannt.

Tabelle 10: Verwendete Antikorper der CD62E/a-SMA-Farbung

Antikorper Verdiinnung Inkubation
Rabbit anti-mouse CD62E  1:200 Uber Nacht, 4 °C
Mouse anti-mouse aSMA  1:400 Uber Nacht, 4 °C
Goat anti-rabbit AF 555 1:200 2h, RT

Goat anti-mouse AF 488 1:100 2h, RT

Fur die Quantifizierung der CD62E*/aSMA*-Zellen wurden die OT bei 100-facher VergroBerung durch
das Olympus BX 63 Fluoreszenz-Mikroskop eingescannt. AnschlieRend wurde mit der ImageJ Software
der prozentuale Anteil der CD62E*/aSMA*-Zellen an der Population der aSMA*-Zellen berechnet.
Hierzu wurden zunéchst alle a-SMA*-Zellen mit einem Zellkern bestimmt (a-SMA und DAPI doppeltpo-

sitiv) und dann der Anteil der CD62E*/aSMA*-Zellen kalkuliert.

3.3.5 Durchflusszytometrischer SF1-1.1-Nachweis

Das Vorhandensein des SF1-1.1-Antikorpers im Blut der Maduse wurde mittels eines durchflusszyto-
metrischen Ansatzes nachgewiesen. Als zelluldre Grundlage fiir dieses Assay dienten CD3* Zellen aus
der Milz (Splenozyten) von Balb/c Mausen. Hierfir wurde die Milz entnommen und in einem 50 ml
Falcon mit 30 ml eiskaltem PBS, 2 mM EDTA und 0,1 % BSA auf Eis gelagert. Um eine Einzelzell-Suspen-
sion herzustellen, wurde die Milz zerkleinert und durch eine Zellsieb mit der PorengrofRe 70 um ge-
drickt. Anschliefend wurde die Suspension fir fiinf Minuten bei 4 °C und 1.000 x g zentrifugiert und
der Uberstand verworfen. Das Pellet wurde in 6 ml ACK-Lysepuffer resuspendiert und fiir acht Minuten
bei 4°Cim Dunklen inkubiert, um die verbliebenen Erythrozyten zu lysieren. Um die Lyse abzustoppen,
wurde das Falcon mit 30 ml PBS aufgefiillt, die Suspension erneut zentrifugiert, das Pellet in PBS resus-
pendiert und eine Zellzahl von 5 x 10° Zellen x mI? eingestellt.

Fur jeden Messung wurden 0,5 x 108 Zellen in ein FACS Tube transferiert und fir zehn Minuten mit 2 pl
TruStain auf Eis inkubiert, um die unspezifischen Bindungsstellen auf den Splenozyten zu blockieren.
Danach wurden in jedes FACS Tube 25 pl Plasma einer Maus gegeben und fiir 30 Minuten bei 4 °C im
Dunklen inkubiert. Da die CD3* Splenozyten aus einer Balb/c Maus stammten, exprimieren sie neben
dem Oberflichenmolekiil CD3 auch das H2-K* MHC Molekiil, das der SF1-1.1-Antikérper spezifisch bin-
det.

Nach der Zugabe von 2 ml CellWash wurden die FACS Tubes fiir fiinf Minuten bei 1.000 x g zentrifugiert
und der Uberstand verworfen. Jedem Tube wurden 1 pl FITC Rat anti-mouse CD3-Antikérper und 1 pl

PE Goat anti-mouse IgG-Antikdrper zugegeben, gevortext und fir 30 Minuten bei 4 °C im Dunkeln
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inkubiert. Es folgte ein erneuter Waschgang mit 2 ml CellWash und einer anschlieBenden Zentrifuga-
tion von fiinf Minuten bei 1.000 x g. Nachdem der Uberstand verworfen und das Pellet in 300 pl FACS-

Flow™ resuspendiert wurde, konnte die durchflusszytometrische Messung durchgefiihrt werden.

Gating-Strategie

Flr den qualitativen Nachweis des SF1-1.1-Antikorpers wurde die MFI der CD3* Splenozyten bewertet.
Hierzu wurden zunachst die intakten Splenozyten von Zelltrimmern und abgestorbenen Zellen anhand
des FSC und SSC separiert (Abb.22, A). CD3* Splenozyten konnten anhand ihrer FITC-Emission im Gate
P1 identifiziert werden (Abb.22, B). Flir den schlussendlichen SF1-1.1-Nachweis wurde die MFI des PE-
Farbstoffes der Zellpopulation in Gate P2 ermittelt (Abb.22, C).
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Abbildung 22: Gating-Strategie zum qualitativen Nachweis der SF1-1.1-Antikoérper im Plasma
(A) Darstellung der Zellen anhand ihrer GroRe (FSC (Vorwartsstreuung)) und Granularitat (SSC (Seitwartsstreu-
ung)). (B) Identifizierung der FITC gefarbten CD3* Splenozyten (C) Darstellung der Intensitat des Fluorochroms PE

der CD3* Splenozyten aus Gate 2. Zum Erstellen der Gating-Strategie wurde 1 ul SF1-1.1 (rosa) bzw. 1 ul der
Isotypkontrolle (violett) den Splenozyten vor der Farbung hinzugefiigt.
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Die Spannungseinstellungen des Durchflusszytometer, die entsprechenden Schwellenwerte der Fluo-
reszenzintensitdten sowie die Hintergrundfluoreszenz der Zellpopulationen zum Erstellen der Gating-
Strategie wurden mit Negativ (1 ug/ul Isotyp)- beziehungsweise Positivkontrollen (1pg/ul SF1-1.1) er-

mittelt.

3.3.6 Ethische Begutachtung des Tierversuches

Zum Erlernen des in der vorgelegten Arbeit angewendeten allogenen Aorten-Transplantationsmodells
wurde dem Regierungsprasidium Karlsruhe eine Ausbildungsanzeige vorgelegt und am 12.06.2019 un-
ter dem Aktenzeichen A-9/18 genehmigt.

Fiir die Durchfiihrung der tierexperimentellen Arbeiten wurde ein vollumfanglicher Tierversuchsantrag
beim Regierungsprasidium Karlsruhe gestellt und am 17.10.2019 unter dem Aktenzeichen G-222/19
genehmigt. Die Laufzeit dieses Tierversuchsantrages belduft sich auf fiinf Jahre. Zusatzlich zu dem Tier-
versuchsantrag wurde eine nicht-technische Projektzusammenfassung (NTP) beim Bundesinstitut fir
Risikobewertung hinterlegt (NTP-ID: 00030992-1-0). Jegliche Anderungen an dem genehmigten Tier-
versuchsantrag wurden vorab dem Regierungsprasidium Karlsruhe vorgelegt und genehmigt.

Alle hier an Tieren durchgefiihrten Arbeiten erfolgten in Ubereinstimmung mit dem Tierschutzgesetz

und der Tierschutz-Tierversuchsordnung.

3.4  Statistik
Die Daten wurden mit GraphPad Prism 9.0.0 ausgewertet und dargestellt. Die Balkendiagramme sind,

wenn nicht anders angegeben, als Mittelwert und Standardfehler dargestellt. Bei allen Datensatzen
wurde die ROUT-Methode angewandt, um mogliche AusreiRer zu identifizieren und diese dann in den
weiteren statistischen Analysen zu exkludieren.

Alle Werte wurden bei ausreichend groem Stichprobenumfang mittels D’Agostino-Pearson Test auf
Normalverteilung getestet. Bei einem Stichprobenumfang, der fiir diesen statistischen Test nicht aus-
reichend groR war, wurde der Shapiro-Wilk Test auf Normalverteilung durchgefihrt.
Gruppenvergleiche mit nur einer unabhangigen Variablen (einfaktoriell) wurden durch eine One-Way
ANOVA Varianzanalyse der Mittelwerte durchgefiihrt und durch die anschlieRende Holm-Sidék’s Kor-
rektur fir multiples Testen korrigiert. Konnte bei einzelnen oder mehrere Datensatzen innerhalb eines
Gruppenvergleiches keine Normalverteilung nachgewiesen werden, erfolgte der Gruppenvergleich
ausschlieBlich mit einem nicht-parametrischen Testverfahren. Der hierfir angewendete Kruskal-Wallis
Test wurde mit dem post-hoc Dunn’s Test flir multiples Testen korrigiert.

Mehrfaktorielle Gruppenvergleiche wurden mit einer Two-Way ANOVA Varianzanalyse der Mittel-

werte durchgefiihrt. Die Korrektur fiir multiples Testen erfolgte hierbei mit dem Siddk’s Test.
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Ein Vergleich zweier Mittelwerte aus parametrischen Datensatzen wurde mit dem Student’s t-Test
durchgefiihrt. Lagen nicht-parametrische Datensatze zugrunde, erfolgte der Vergleich unter der An-
nahme gleicher Varianzen durch einen Mann-Whitney-U Test fiir kontinuierlich verteilte Variablen.

Ein signifikanter Unterschied wurde bei einem p-Wert < 0,05 angenommen.
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4, Ergebnisse
4.1. Quantifizierung der Effekte des si-RNA-induzierten HO-1-Knockdowns

Um die Rolle der HO-1-Expression in HCAEC in Zusammenhang mit der w6/32-antikérperinduzierten
Adhéasion und Transmigration von Monozyten zu untersuchen, erfolgte ein HO-1-Knockdown. Hierzu
wurden die HCAEC mit einem HO-1-si-RNA Konstrukt transfiziert. Die Proben wurden zu unterschied-
lichen Zeitpunkten nach erfolgter Transfektion generiert, um den zeitlichen Verlauf dokumentieren zu
koénnen. Die Effizienz des si-RNA-induzierten Knockdowns auf die HO-1-Expression konnte sowohl auf
mRNA- als auch auf Proteinebene quantifiziert werden.

Fir die folgenden Adhasions- und Transmigrations-Assays erfolgte die Stimulation der HCAEC mit dem

w6/32-Antikdrper zu dem Zeitpunkt der geringsten HO-1-Proteinexpression.

4.1.1 Reduktion der HO-1-mRNA in HCAEC durch si-RNA-Transfektion

Der Effekt der si-RNA-Transfektion auf die HO-1-mRNA-Expression wurde mit einer qRT-PCR-Analyse
quantifiziert. Das Transkriptom der HCAEC wurde 24, 36 und 48 Stunden nach erfolgtem si-RNA-indu-
zierten Knockdown isoliert und die HO-1-mRNA-Expression in si-RNA-transfizierten HCAEC relativ zur
Kontrolle (nt-RNA) angegeben.

Bereits 24 Stunden nach dem induzierten Knockdown kam es zu einer signifikanten Reduktion der HO-
1-mRNA-Expression in si-RNA-transfizierten HCAEC um 90,8 % im Vergleich zur Kontrolle (nt-RNA
[100 %] vs. si-RNA [9,8 %]; p < 0,0001). Die signifikante Reduktion blieb auch 36 Stunden (nt-RNA [100
%] vs. si-RNA [9,8 %]; p < 0,0001) und 48 Stunden (nt-RNA [100 %] vs. si-RNA [10,5 %]; p < 0,0001) nach
der Transfektion bestehen (Abb.23, A).

Diese Ergebnisse konnte die erfolgreiche Reduktion der HO-1-mRNA in HCAEC durch eine Transfektion

mit einem HO-1-spezifischen si-RNA-Konstrukt verifiziert.
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Abbildung 23: Effekte des si-RNA-induzierten Knockdowns auf die HO-1-Expression

(A) RT-gPCR der HO-1-mRNA zu verschiedenen Zeitpunkten nach si-RNA-induziertem Knockdown. Darstellung
der HO-1-mRNA in si-RNA-behandelten HCAEC relativ zur nt-RNA Kontrolle. (B) Reprasentativer Western Blot der
HO-1-Proteinkonzentration. Das Proteom der HCAEC wurde zu den indizierten Zeitpunkten nach der Transfektion
isoliert und analysiert, als Ladekontrolle diente B-Aktin. (C) Relative Quantifizierung und statistische Auswertung
des HO-1-Western Blots. Darstellung der si-RNA-behandelten Anséatze in Relation zu der zeitlich korrespondie-
renden nt-RNA Kontrolle.

Daten sind dargestellt als Mittelwerte + SEM, Werte wurden mit einer Two-Way ANOVA Varianzanalyse auf sig-
nifikante Differenzen getestet, Korrektur fir multiples Testen erfolgte mit dem Sidak’s Test (ns: nicht signifikant;
*p <0,05; **p <0,01; ****p <0,0001); n = 3.

4.1.2 HO-1si-RNA-Transfektion fiihrt zu verminderter HO-1-Proteinexpression in HCAEC

Fir den Nachweis, ob und zu welchem Zeitpunkt nach dem si-RNA-induzierten Knockdown eine Re-
duktion der HO-1-Proteinexpression folgt, wurde die HO-1-Proteinexpression quantifiziert. Hierzu
wurde eine SDS-PAGE mit anschlieRendem Western Blot der Proteinproben durchgefiihrt, welche 24,
36 oder 48 Stunden nach dem si-RNA-induzierten HO-1-Knockdown gewonnen wurden (Abb.23, B).
Zum Vergleich der HO-1 Proteinkonzentration in den unterschiedlichen Laufbahnen des Gels wurden
diese auf die jeweilige B-Aktin-Proteinkonzentration normalisiert.

Bereits 24 Stunden nach dem si-RNA-induzierten HO-1-mRNA-Knockdown kam es zu einer numerisch
verringerten HO-1-Proteinexpression in HCAEC relativ zu der Proteinexpression in den Kontrollzellen
(nt-RNA [100 %] vs. si-RNA [45,39 %]; p = 0,059) (Abb.23, C). Die Proteinexpression sank in den folgen-

den Stunden weiter und erreichte 36 Stunden nach dem Knockdown einen signifikanten Unterschied
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zwischen si-RNA- und nt-RNA-behandelten Zellen (nt-RNA [100 %] vs. si-RNA [16,26 %]; p = 0,03). Die-
ser Effekt verstarkte sich weiter, so dass 48 Stunden nach dem Knockdown der Proteingehalt der HO-
1 in si-RNA-transfizierten HCAEC auf 11,7 % relativ zur Kontrolle gesunken war (nt-RNA [100 %] vs. si-
RNA [11,7 %]; p = 0,0022).

Somit lasst sich feststellen, dass die Transfektion von HCAEC mit einer HO-1-si-RNA neben einer Re-
duktion der Genexpression ebenso in einer signifikanten Verringerung der Proteinexpression resul-
tiert. FUr die nachfolgenden Experimente, in denen der Einfluss des HO-1-Knockdowns auf die Adha-
sion (Abschnitt 4.2) und Transmigration (Abschnitt 4.3) der Monozyten quantitativ untersucht wurde,
erfolgte die Stimulation mit dem w6/32-Antikdrper beziehungsweise der Isotypkontrolle 24 Stunden

nach si-RNA-induziertem Knockdown.

4.2 Quantifizierung der Adhdsion von Monozyten an einen endothelialen Monolayer

4.2.1 w6/32-Antikorper induziert konzentrationsabhéngige Steigerung der Adhéasion

Mit einem Adhésions-Assay wurde der Einfluss der Endothelstimulation mit dem w6/32-Antikérper auf
die Adhéasion der Monozyten (THP-1) quantifiziert. Die HCAEC wurden 24 Stunden mit 0,1 ug/ml oder
1 ug/ml des w6/32-Antikorpers inkubiert und anschlieBend das Adhéasions-Assay durchgefihrt. Als
Kontrolle diente die Stimulation mit 1 pg/ml der Isotypkontrolle fir den gleichen Zeitraum. Als Ziel-
groRRe wurde der prozentuale Anteil der zuvor CTG-gefarbten Monozyten (P3) an der Gesamtzellzahl
mit einer durchflusszytometrischen Messung erfasst (Abb.24, A).

Die 24-stindige Stimulation der Endothelzellen mit 0,1 pg/ml w6/32 fiihrte zu einer signifikanten Zu-
nahme der adhérierten THP-1 um das 2,5-fache relativ zu einer Stimulation mit der Isotypkontrolle
(1 pg/ml Isotyp [100%] vs. 0,1 pg/ml w6/32 [264,8 %]; p = 0,0004) (Abb.24, B). Dieser Wert konnte
durch eine Stimulation mit der 10-fachen Konzentration des w6/32-Antikdrpers weiter gesteigert wer-
den. Wurden die HCAEC mit 1 pg/ml w6/32 stimuliert, kam es zu einer Steigerung der THP-1 Adhé&sion
auf 360,2 % im Vergleich zur Isotypkontrolle (1 ug/ml Isotyp [100 %] vs. 1 pg/ml w6/32 [360,2 %];
p < 0,0001).

Da es auch zwischen den Experimentalansitzen, in denen die verschiedenen Konzentrationen des
w6/32-Antikorper verwendet wurden, zu einer statistisch signifikanten Zunahme der THP-1 Adhéasion
kam (0,1ug/ml w6/32 [264,8 %] vs. 1 ug/ml w6/32 [360,2 %]; p = 0,03), kann von einem konzentrati-
onsabhangigen Effekt der w6/32-induzierten Adhdsion gesprochen werden.

Mit den hier durchgefiihrten Assays konnte gezeigt werden, dass die Stimulation der humanen En-
dothelzellen mit dem anti-HLA-I-Antikorper w6/32 zu einer konzentrationsabhangigen Steigerung der

Adhéasion von Monozyten an den endothelialen Monolayer fihrt.
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Abbildung 24: Relative Quantifizierung der w6/32-induzierten Adhasion von THP-1

Stimulation der EC erfolgte fiir 24 h mit 0,1 ug/ml oder 1 ug/ml des w6/32-Antikorpers bzw. der Isotypkontrolle
(1 pg/ml). (A) Reprasentatives durchflusszytometrisches Schaubild zeigt eine deutliche Zunahme der adhérenten,
gefarbten Monozyten in Gate P3 in Abhangigkeit der Intervention. (B) Statistische Auswertung der durchflusszy-
tometrischen Daten. Ergebnisse sind dargestellt als MW x SEM relativ zur Isotypkontrolle. Die parametrischen
Werte wurden durch eine One-Way ANOVA Varianzanalyse verglichen. Eine Korrektur fir multiples Teste er-
folgte durch die Sidak’s Korrektur (*p < 0,05; ***p < 0,001; ****p < 0,0001); n =9

4.2.2 Expression und Aktivitit der HO-1 beeinflusst w6/32-induzierte Adh&sion

In weiteren Versuchen wurde der Einfluss der HO-1-Aktivitat beziehungsweise deren Expression auf
die w6/32-induzierte Adhasion der Monozyten untersucht. Die HCAEC wurden 24 Stunden mit dem
HO-1-Aktivator CoPPIX oder einem Statin (Pravastatin) inkubiert. AnschlieRend erfolgte die Stimulation
mit 1 ug/ml des w6/32-Antikorpers in Gegenwart des entsprechenden HO-1-Modulators. Als Kontrolle
dienten HCAEC, die 24 Stunden mit 1 pg/ml w6/32 stimuliert wurden. Auch in diesem Ansatz wurde
der prozentuale Anteil der CTG-gefdrbten THP-1 Monozyten an der Gesamtzellzahl bestimmt (Abb.25,

A).
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Die Inkubation der HCAEC mit dem HO-1-Aktivator CoPPIX fihrte zu einer signifikanten Reduktion der
w6/32-induzierten Adhéasion von THP-1 im Vergleich zum Kontrollansatz (1 pg/ml w6/32 [100 %] vs.
CoPPIX + 1 pg/ml w6/32 [42,3 %]; p < 0,0001).

Ahnliche Ergebnisse konnte die Inkubation der HCAEC mit dem Statin erzielen. Auch hier zeigte sich,
dass die Stimulation mit dem Statin die w6/32-induzierte Adhéasion gegentber einer alleinigen Stimu-
lation des Antikorpers um signifikant 65,8 % verringerte (1 ug/ml w6/32 [100 %] vs. Statin + 1 pug/ml
w6/32 [34,2 %]; p < 0,0001) (Abb.25, B).

Wie bereits gezeigt, liel sich durch eine si-RNA-Transfektion die HO-1-Proteinexpression in HCAEC re-
duzieren (Abschnitt 4.2.1). Dementsprechend wurden die HCAEC 24 Stunden nach erfolgter Transfek-
tion mit dem w6/32-Antikorper stimuliert, um die Auswirkungen der reduzierten HO-1-Proteinexpres-
sion auf die antikdrperinduzierte Adhdsion der THP-1 zu quantifizieren.

Die 24-stiindige Stimulation der HCAEC mit 1 pg/ml w6/32 fihrte in Abwesenheit einer HO-1-Protein-
reduktion (nt-RNA) zu einer signifikanten Steigerung der Adhasion im Vergleich zu isotypstimulierten
HCAEC (nt-RNA: 1 pg/ml Isotyp [100 %] vs. 1 ug/ml wé6/32 [176,3 %]; p = 0,0002) (Abb.25, C).

Der si-RNA-induzierte HO-1-Knockdown verursachte eine signifikante Steigerung der w6/32-vermittel-
ten THP-1 Adhésion relativ zu den nt-RNA transfizierten HCAEC (nt-RNA: 1 pg/ml w6/32 [176,3 %] vs.
si-RNA: 1 pg/ml w6/32 [309,2 %]; p < 0,0001).

Die Stimulation mit dem Isotyp hatte diesen Effekt nicht auf si-RNA-transfizierte HCAEC. Vergleicht
man nt-RNA-transfizierte-HACEC mit si-RNA-transfizierten, zeigte sich nach Isotypstimulation keine
signifikante Zunahme in der Adhé&sionsrate der Monozyten (nt-RNA: 1 pug/ml Isotyp [100 %] vs. si-RNA:
1 pg/ml Isotyp [129,3 %]; p = 0,28).

Dahingegen kam es bei HCAEC nach erfolgtem HO-1-Knockdown und anschlieRender w6/32-Stimula-
tion zu einer signifikanten Steigerung der Adhasion im Vergleich zur Stimulation mit dem Isotyp (si-
RNA: 1 pug/ml Isotyp [129,3 %] vs. 1 ug/ml w6/32 [309,2 %]; p < 0,0001).

Diese Ergebnisse zeigen den Einfluss einer HO-1-Aktivitat beziehungsweise Expression auf die Monozy-
ten-EC-Interaktionen. Die gezielte Induktion der HO-1-Aktivitdt in HCAEC mit CoPPIX oder dem Statin
resultiert in einer Reduktion der w6/32-induzierte Adhadsion von Monozyten. Demgegeniiber bewirkt

ein HO-1-Knockdown in HCAEC eine Intensivierung der w6/32-abhangigen Adhésion.
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Abbildung 25: Effekte der HO-1-Aktivitat bzw. Expression auf die w6/32-induzierte THP-1-Adhésion

Relative Quantifizierung der Adhasion von THP-1 Monozyten an einen HCAEC Monolayer nach Stimulation mit
dem w6/32-Antikérper und in Abhéngigkeit der HO-1-Modulation. (A) Das reprasentative durchflusszytometri-
sches Schaubild zeigt eine deutliche Zunahme der CTG gefarbten THP-1 Zellen in Gate P3 in Abhangigkeit der
Intervention. (B) Statistische Auswertung der durchflusszytometrischen Daten relativ zur Kontrolle (1 pug/ml
w6/32). (C) Statistische Auswertung des Adhéasions-Assays nach erfolgtem HO-1-Knockdown und w6/32-Stimu-
lation relativ zu der Isotypkontrolle im nt-RNA Ansatz.

Daten sind dargestellt als MW * SEM. Auswertung erfolgte mit einer One-Way ANOVA Varianzanalyse fiir para-
metrische Daten. Signifikante Anderungen wurden mit einer Sidak’s Korrektur fur multiples Testen korrigiert.
CoPPIX = HO-1-Aktivator, Statin = gesteigerte HO-1-Aktivitat und Expression (ns: nicht signifikant; ***p < 0,001;
**¥%**¥p <0,0001); n=9.
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4.3 Quantifizierung der Transmigration von Monozyten iiber den endothelialen Mo-
nolayer

4.3.1 w6/32-Antikérper induziert Steigerung der Transmigration

Mit den folgenden Assays wurde die Transmigration der THP-1 lber einen endothelialen Monolayer
untersucht. Die Stimulation der HCAEC erfolgte 24 Stunden mit 0,1 pug/ml oder 1 ug/ml des w6/32-
Antikorpers. Die ZielgroBe der Experimente war die Messung der Impedanz des xCELLigence-Systems,
die proportional zu der Anzahl der transmigrierten Monozyten ist (Abb.26, A). Um der zeitlichen Kom-
ponente der Transmigration der THP-1 Rechnung zu tragen, wurde die AUC des dimensionslosen Zellin-
dexes berechnet. Als Kontrolle diente die Rate der transmigrierten Monozyten Ulber einen isotypsti-
mulierten endothelialen Monolayer.

Die Stimulation mit 0,1 ug/ml w6/32 induzierte eine signifikante Steigerung der Transmigration auf
280 % im Vergleich zu isotypstimulierten HCAEC (1 pug/ml Isotyp [100 %] vs. 0,1 pug/ml w6/32 [280,4 %];
p = 0,025) (Abb.26, B). Dieser Effekt konnte durch eine Stimulation der HCAEC mit 1 pg/ml w6/32 wei-
ter verstarkt werden. Hierbei stieg die Transmigration auf 449 % gegeniiber der Kontrolle (1 pg/ml
Isotyp [100 %] vs. 1 ug/ml w6/32 [449,4 %]; p < 0,0001).

Durch die Stimulation mit 1 ug/ml w6/32 konnte die Transmigration fast verdoppelt werden gegen-
Gber der Stimulation mit 0,1 pg/ml w6/32 (1 ug/ml w6/32 [280,4 %] vs. 1 ug/ml w6/32 [449,4 %];
p =0,025).

Hiermit lieR sich nachweisen, dass die Stimulation von HCAEC mit dem anti-HLA-I-Antik6rper w6/32
eine signifikante Zunahme der Transmigration von THP-1 (iber den Monolayer bewirkt. Dieser Effekt
trat, wie bei den Adhéasions-Assays, ebenfalls in einer Konzentrationsabhangigkeit des w6/32-Antikor-

pers auf.
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Abbildung 26: Relative Quantifizierung der Transmigration von THP-1

Stimulation der EC erfolgte 24 h mit 0,1 pg/ml oder 1 pg/ml des w6/32-Antikorpers bzw. der Isotypkontrolle
(1 pg/ml). (A) Représentatives Schaubild der Impedanzkurve. Fiir die Inkorporierung der zeitlichen Komponente
wurde die Area-under-the-curve (AUC) berechnet. (B) Statistische Auswertung des dimensionslosen Zellindexes,
dargestellt sind die MW = SEM. Werte wurden mittels One-Way ANOVA Varianzanalyse auf signifikante Unter-
schiede getestet. Mit einer Sidak’s Analyse wurden die Ergebnisse der Signifikanzauswertung fiir multiples Testen
korrigiert (*p < 0,05; ****p < 0,0001); n =9.

4.3.2 Expression und Aktivitit der HO-1 beeinflusst w6/32-induzierte Transmigration

Um den Einfluss der HO-1 auch auf die w6/32-induzierte Transmigration zu untersuchen, wurde erneut
der HO-1-Aktivator CoPPIX und ein Statin getestet. Mit der Stimulation der HCAEC nach dem si-RNA
induzierten HO-1-Knockdown wurde simultan zu den Adhasions-Assays die Auswirkungen einer redu-
zierten HO-1-Proteinkonzentration auf die Rate der transmigrierten THP-1 Monozyten liber den en-
dothelialen Monolayer quantifiziert.

Die 24-stiindige Inkubation mit CoPPIX, gefolgt von weiteren 24 Stunden Stimulation mit CoPPIX und
1 ug/ml we/32 fihrte zu einer signifikanten Reduktion der Transmigration im Vergleich zu dem Kon-
trollansatz, welcher ausschlieRlich fir 24 Stunden mit 1 pg/ml w6/32 inkubiert wurde (1 pg/ml w6/32
[100 %] vs. CoPPIX + 1 pg/ml w6/32 [84,3 %]; p = 0,013) (Abb.27, A).
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Die Stimulation der Endothelzellen mit dem Statin fiihrte ebenfalls zu einer signifikanten Reduktion
der wb/32-evozierten Transmigration der THP-1 um 33 % (1 pug/ml w6/32 [100 %] vs. Statin + 1 ug/ml
w6/32 [77 %]; p = 0,0005).

Um die Auswirkungen der HO-1-Reduktion auf die w6/32-induzierte Transmigration zu untersuchen,
wurden die HCAEC 24 Stunden nach dem si-RNA induzierten Knockdown mit 1 pg/ml w6/32 bezie-
hungsweise der Isotypkontrolle stimuliert, (Abb.27, B). In Einklang mit den Ergebnissen in Abschnitt
4.3.1 resultierte die Stimulation mit dem w6/32-Antikérper im Vergleich zum Isotyp zu einer signifi-
kanten Zunahme der Transmigration bei nt-RNA-transfizierten HCAEC (nt-RNA: 1 pg/ml Isotyp [100 %]
vs. 1 ug/mlw6/32 [169,5 %]; p = 0,046).

Der HO-1-Knockdown verstarkte den w6/32-verursachten Effekt. Die Antikérperstimulation der si-
RNA-transfizierten HCAEC induzierte eine signifikante Steigerung der Transmigration im Vergleich zum
nt-RNA-transfizierten-Ansatz (nt-RNA: 1 pg/ml w6/32 [169,5 %] vs. si-RNA: 1 pg/ml w6/32 [383,81 %];
p = 0,009). Der w6/32-Antikorper fihrte nach einem HO-1-Knockdown ebenso zu einer verstarkten
Transmigration der THP-1 im Vergleich zu den isotypbehandelten Zellen (si-RNA: 1 pg/ml Isotyp
[208,48 %] vs. 1 ug/ml w6/32 [383,81 %]; p = 0,046).

Interessanterweise verursachte bereits der si-RNA-induzierte HO-1-Knockdown, unabhangig von einer
Stimulation mit dem w6/32-Antikérper, eine signifikante Steigerung der THP-1 Transmigration um das

2-fache (nt-RNA: 1 ug/ml Isotyp [100 %] vs. si-RNA: 1 ug/ml Isotyp [208,48 %]; p = 0,009).
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Abbildung 27: Auswirkung der HO-1-Aktivitat auf die w6/32-induzierte Transmigration

(A) HCAEC wurden 24 h mit den HO-Modulatoren inkubiert, gefolgt von weiteren 24 h mit den Modulatoren und
1 ug/ml des w6/32-Antikdrpers. (B) 24 h nach dem HO-1-Knockdown wurden die HCAEC mit 1 pg/ml w6/32 fir
24 h stimuliert mit anschlieRendem Transmigrations-Assay.

Werte sind dargestellt als MW * SEM normalisiert auf die w6/32-Stimulation bzw. auf die nt-RNA Transfektion
mit Isotypstimulierung. Signifikante Unterschiede wurden mit einer One-Way ANOVA Varianzanalyse fiir para-
metrische Daten bzw. einer zweifaktoriellen Varianzanalyse (B) untersucht und mittels Sidak’s Test fir multiples
Testen korrigiert (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p <0,001); n=9.
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In Einklang mit den Ergebnissen der Adhasions-Assays zeigte sich auch hier, dass eine verstarkte HO-
1-Aktivitat die w6/32-induzierten Effekte signifikant abmildert. Eine si-RNA-induzierte Reduktion der
HO-1 in HCAEC geht mit einer signifikanten Steigerung der w6/32-abhangigen Transmigrationsrate der
THP-1 einher.

4.4 Stimulation mit dem w6/32-Antikorper induziert CD62E-Expression in HCAEC

Sowohl die Adhasion als auch die Transmigration von Monozyten an beziehungsweise Uber einen en-
dothelialen Monolayer werden durch die Bindung von Adhasions- und Transmigrationsmolekiilen auf
der Oberflache der EC vermittelt. Diese Rezeptoren binden an ihre spezifischen Liganden, die auf der
Oberflache von Monozyten exprimiert werden. Um festzustellen, welche Rezeptoren auf Seiten der EC

die w6/32-induzierten beobachteten Effekte vermitteln, wurde das Transkriptom der EC analysiert.

4.4.1 Expressionsnachweis auf mMRNA-Ebene

Die HCAEC wurden mit 0,1 ug/ml oder 1 ug/ml des w6/32-Antikorpers stimuliert und das Transkriptom
der HCAEC nach 6, 12, 18 und 24 Stunden extrahiert. AnschlieRend wurden RT-gPCR-Analysen flr Ad-
héasions- und Transmigrationsrezeptoren durchgefiihrt, fir die eine w6/32-vermittelte Expressionsan-
derung wahrscheinlich erschien.

Fir den endothelzellenselektiven Adhasionsrezeptor (Endothelial Cell Selective Adhesion Molecule,
ESAM) zeigte sich nach sechs Stunden Stimulation mit 0,1 pug/ml w6/32 eine signifikante Reduktion der
mRNA-Expression im Vergleich zu isotypbehandelten Zellen, jedoch nicht fir die Stimulation mit
1 pug/ml w6/32 (6 h: 1 ug/ml Isotyp [1] vs. 0,1 ug/ml w6/32 [0,78]; p = 0,03 beziehungsweise. 1 ug/ml
w6/32 [1,06]; p = 0,8) (Abb.28, A). Ahnlich verhielt es sich mit dem Thrombozyten-Endothelzellen-Ad-
hasionsmolekil (Platelet Endothelial Cell Adhesion Molecule, PECAM). Auch hier kam es nach sechs
Stunden Stimulation nur bei der niedrigeren Antikdrperkonzentration zu einer Reduktion der mRNA
(6 h: 1 pg/ml Isotyp [1] vs. 0,1 ug/ml w6/32 [0,77]; p = 0,006) (Abb.28, B). Die Stimulation mit 1 pg/ml
w6/32 zeigte erst nach zwolf Stunden einen Effekt auf die PECAM-Expression. Interessanterweise kam
es auch hier zu einer signifikanten Reduktion der mRNA in HCAEC (12 h: 1 pg/ml Isotyp [1] vs. 1 pg/ml
w6/32 [0,77]; p = 0,015). Fur die restlichen, haufig in der Literatur beschriebenen Oberflachenrezep-
toren wie CD99, dem junktionale Adh&sionsmolekiil (Junctional Adhesion Molekule, JAM) 1 und 3 so-
wie ICAM-2 und P-Selektin konnte kein signifikanter Einfluss der w6/32-Stimulation auf das Expressi-
onsspektrum nachgewiesen werden (Abb.28, C-G).

Im Unterschied dazu wies die mRNA-Konzentration des Oberflachenrezeptors CD62E eine zeitliche Ab-
hangigkeit ihrer Expressionsstdrke nach Stimulation mit dem w6/32-Antikdrper auf. Bereits nach sechs
Stunden kam es in HCAEC, die mit 1 pg/ml w6/32 stimuliert wurden, zu einer signifikanten Zunahme
der CD62E-Expression (6 h: 1ug/ml Isotyp [1] vs. 1 ug/ml w6/32 [1,99]; p = 0,014) (Abb.28, H). Diese

induzierte Expression setzte sich in den folgenden Stunden weiter fort und nach zwolf Stunden stieg
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die CD62E-mRNA in 1 pg/ml w6/32-stimulierten HCAEC auf das 2,7-fache im Vergleich zu den Kontroll-
zellen (12 h: 1 pug/ml Isotyp [1] vs. 1 ug/mlw6/32 [2,71]; p < 0,0001) und blieb bis 18 Stunden bestehen
(18 h: 1 pg/mlisotyp [1] vs. 1 ug/mlw6/32 [2,66]; p =0,0001). Der Effekt der w6/32-induzierten CD62E-
Expression war nach 24 Stunden vollstandig verschwunden und die mRNA-Konzentration wieder auf
den Wert der Kontrolle gesunken (24 h: 1 mg/ml Isotyp [1] vs. 1 ug/ml w6/32 [1,09]; p = 0,99).

Auch fur die mit 0,1 pg/ml w6/32-stimulierten HCAEC zeigte sich eine zeitliche Abhangigkeit der
CD62E-mRNA-Expression, erreichte aber zu keinem Zeitpunkt einen signifikanten Unterschied zur Kon-
trolle (6 h: 1 pg/ml Isotyp [1] vs. 0,1 ug/mlw6/32 [1,06]; p=0,99; 12 h: 1 pg/ml Isotyp [1] vs. 0,1 pg/ml
w6/32 [1,84]; p = 0,176; 18 h: 1 pg/ml Isotyp [1] vs. 0,1 pg/ml w6/32 [1,89]; p = 0,14; 24 h: 1 pg/ml
Isotyp [1] vs. 0,1 ug/ml w6/32 [0,81]; p = 0,982).

Das Screening verschiedener prominenter Oberflaichenproteine auf HCAEC zeigte, dass deren mRNA-
Konzentrationen sensitiv auf die Stimulation mit dem anti-HLA-I-Antikdrper w6/32 reagieren. Lediglich
fir den Adhéasions-Rezeptor CD62E konnte eine w6/32-abhéngige signifikante Steigerung beobachtet

werden, die die Resultate der Adhéasions- und Transmigrations-Assays erklaren kénnte.
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Abbildung 28: mRNA-Expressionsanalysen in Abhangigkeit der w6/32-Stimulation

HCAEC wurden mit 0,1 ug/ml (dunkel) bzw. 1 pug/ml (hell) w6/32 oder der Isotypkontrolle stimuliert und zu den
indizierten Zeitpunkten das Transkriptom isoliert. Nach mRNA-Extraktion erfolgten RT-qPCR-Analysen mit
TagMan-Assays spezifisch flr die angegeben Adhasionsmolekiile (A-H). Werte sind dargestellt als Durchschnitt
von 3 unabhingigen Experimenten relativ zur Isotypkontrolle, auf deren Darstellung aus Griinden der Ubersicht-
lichkeit verzichtet wurde. Die Daten wurden mit einer zweifaktoriellen Varianzanalyse auf signifikante Unter-
schiede untersucht und fiir multiples Testen korrigiert (*p < 0,05; ***p < 0,001; ****p < 0,0001); n = 3.

4.4.2 Expressionsnachweis auf Proteinebene

In den vorangegangenen Experimenten hatte sich gezeigt, dass die Stimulation von HCAEC mit dem
w6/32-Antikdrper eine signifikante Steigerung der CD62E-mRNA-Expression induziert. Um zu Uberpri-
fen, ob die gesteigerte mRNA-Konzentration auch Auswirkungen auf den CD62E-Proteingehalt hat,
wurde dies mit einem Western Blot und durchflusszytometrischen Analysen untersucht.

Die HCAEC wurden dazu 24 Stunden mit den unterschiedlichen w6/32-Konzentrationen 0,1 pug/ml und
1 ug/ml oder mit der Isotypkontrolle (1 ug/ml) stimuliert. Danach erfolgte die Entnahme des Proteoms
und die molekularbiologischen Analysen.

Nach der gelelektrophoretischen Separierung erfolgte der Western Blot und die Detektion von CD62E
bei 66 kDa mit einem anti-CD62E-Antikérper (Abb.29, A). Um etwaige Ungenauigkeiten beim Auftra-
gen der Proben ausgleichen zu konnen, wurde ebenfalls die Konzentration des B-Aktins bei 45 kDa

(Ladekontrolle) bestimmt und in Relation zu der CD62E-Konzentration gesetzt.
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Die statistische Auswertung der Western Blots ergab eine signifikante Zunahme der CD62E-Protein-
konzentration in HCAEC, die im Vergleich zur Isotypkontrolle mit 0,1 pg/ml w6/32-Antikorper stimu-
liert wurden (1 pug/ml Isotyp [100 %] vs. 0,1 ug/ml w6/32 [241,7 %]; p = 0,046). Nach Stimulation der
HCAEC mit 1 pg/ml w6/32 stieg die CD62E-Expression nahezu auf das 3-Fache der Kontrolle (1 pg/ml
Isotyp [100 %] vs. 1 ug/ml w6/32 [299,9 %]; p = 0,009). Zwischen den Stimulationen mit den zwei un-
terschiedlichen Antikérperkonzentrationen kam es hingegen zu keiner signifikanten Zunahme der
CD62E-Proteinmenge (0,1 pg/ml [241,7 %] vs. 1 pg/ml w6/32 [299,9 %]; p = 0,52) (Abb.29, B).

Mit dem Western Blot konnte lediglich die gesamte CD62E-Proteinkonzentration in HCAEC quantifi-
ziert. FUr die Verifikation einer gedanderten CD62E-Expression auf der Oberflache der HCAEC wurde
dies mit einer durchflusszytometrischen Analyse untersucht. Die HCAEC wurden erneut mit dem Anti-
korper oder der Isotypkontrolle 24 Stunden stimuliert und nachfolgend mit einem anti-CD62E-Antikor-
per, der zusatzlich mit dem Fluorophor PE gekoppelt war, gefarbt. Mit dem Durchflusszytometer er-
folgte die Quantifizierung der mittleren PE-Intensitdt (Mean Fluorescence Intensity, MFI) der einzelnen
Zellen in Abhangigkeit der Stimulation (Abb.29, C).

Die statistische Auswertung zeigte, dass die PE-MFI der 0,1 pg/ml w6/32-stimulierten HCAEC nach 24
Stunden signifikant hoher ist als die der isotypstimulierten Zellen (1 ug/ml Isotyp [100 %] vs. 0,1 ug/ml
w6/32 [225 %]; p < 0,0001) (Abb.29, D). Die Stimulation mit 1 pg/ml w6/32 erhdhte die PE-MFI um das
3-Fache gegeniber der Isotypkontrolle (1 pg/ml Isotyp [100 %] vs. 1 ug/ml w6/32 [305 %]; p < 0,0001).
Auch zwischen beiden w6/32-stimulierten Ansidtzen kam es zu einer signifikanten Steigerung der PE-
MFI (0,1 pg/ml w6/32 [225 %] vs. 1 pg/ml w6/32 [305 %]; p = 0,002) und somit offenbarten die durch-
flusszytometrischen Daten einen w6/32-konzentrationsabhingigen Effekt auf die CD62E-Expression
auf der Oberflache der HCAEC.

In diesem Versuchsteil zeigte sich, dass sowohl die Menge an intrazelluldr translatiertem CD62E als
auch die Expression auf der Oberfldche humaner EC durch eine Stimulation mit dem w6/32-Antik6rper,

in Abhangigkeit der eingesetzten Konzentration, induziert werden konnte.
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Abbildung 29: CD62E-Proteinexpressionsanalysen in HCAEC nach w6/32-Stimulation

Reprasentativer Wester Blot fir CD62E und B-Aktin (Ladekontrolle). Das Proteom der HCAEC wurde nach 24 h
Stimulation mit der Isotypkontrolle (Bahn 1), 0,1 pug/ml (Bahn 2) bzw. 1 pug/ml (Bahn 3) w6/32 extrahiert, gel-
elektrophoretisch aufgetrennt und mit einem Western Blot ausgewertet. (B) Statistische Auswertung der Wes-
tern Blots; n = 3. (C) Reprasentatives durchflusszytometrisches Schaubild fir die Analyse der CD62E-Oberflachen-
expression. (D) Statistische Auswertung der durchflusszytometrischen Analysen; n = 9. Die parametrischen Daten
wurden mit einer One-Way ANOVA Varianzanalyse auf signifikante Unterschiede untersucht und mit einem
Sidak’s Test fiir multiples Testen korrigiert. (ns: nicht signifikant; *p < 0,05; **p < 0,01; ****p < 0,0001).

4.4.3 HO-1-Aktivitit reduziert wé/32-induzierte CD62E-Expression

4.4.3.1 Expressionsnachweis auf mRNA-Ebene

Die HCAEC wurden fur 24 Stunden mit dem HO-1-Aktivator CoPPIX oder mit dem Statin inkubiert, um
festzustellen, ob die w6/32-induzierte CD62E-mRNA-Expression sensitiv gegeniiber der HO-1-Modula-
tion ist. AnschlieBend erfolgte die Stimulation mit 1 ug/ml w6/32-Antikérper in Anwesenheit von Co-
PPIX oder des Statins. Zu den indizierten Zeitpunkten wurde das Transkriptom isoliert und die CD62E-
mMRNA-Expression mittels RT-qPCR quantifiziert.

Nach einer Stimulation der HCAEC mit 1 pug/ml w6/32 kam es zu einer signifikanten Induktion der
CD62E-Expression im Vergleich zu isotypbehandelten Zellen (Abschnitt 4.4.1, Abb.8, H). Bereits sechs
Stunden nach der Stimulation zeigte sich eine signifikante Zunahme, die sich im weiteren Verlauf ver-

starkte und nach 24 Stunden wieder auf das Niveau der Kontrolle abgefallen war (Abb. 30, A).
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Eine vorausgehende 24-stiindige CoPPIX Stimulation verhinderte die w6/32-vermittelte Zunahme der
CD62E-mRNA-Expression nach sechs und zwolf Stunden der w6/32-Stimulation. Nach 18 Stunden
zeigte sich eine signifikante Reduktion der CD62E-mRNA-Expression in CoPPIX behandelten HCAEC im
Vergleich zu HCAEC, die ausschlieBlich mit 1 ug/ml des w6/32-Antikorpers stimuliert wurden (18 h:
1 ug/ml w6/32 [1] vs. CoPPIX + 1 pug/ml w6/32 [0,15]; p = 0,0005). Nach 24 Stunden war die mRNA in
den CoPPIX behandelten Zellen auf 21,5 % im Vergleich zu der Kontrolle reduziert (24 h: 1 pg/ml w6/32
[1] vs. CoPPIX + 1 ug/ml w6/32 [0,21]; p = 0,026) (Abb.30, B).
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Abbildung 30: Quantifizierung des Effekts der HO-1-Modulation auf die CD62E-mRNA-Expression

(A) HCAEC wurden fir 24 h mit 1 ug/ml w6/32 stimuliert und fungierten in diesem Set-up als Kontrolle fiir Zellen,
die fiir 24 h mit (B) CoPPIX oder (C) Statin inkubiert und anschlieRend mit dem entsprechenden HO-1-Modulator
und 1pg/ml w6/32 stimuliert wurden. RT-qPCR-Analysen wurden zu den indizierten Zeitpunkten durchgefihrt.
Dargestellt sind die Mittelwerte relativ zur w6/32-Kontrolle. Signifikante Unterschiede zu jedem Zeitpunkt wur-
den mit einer zweifaktoriellen Varianzanalyse und anschlieRender Sidak’s Korrektur fiir multiples Testen errech-
net. (ns: nicht signifikant; *p < 0,05; **p < 0,01; ***p <0,001); n = 3.

Bei den statinbehandelten Zellen zeigte sich bereits nach sechs Stunden eine signifikante Reduktion
der CD62E-mRNA-Expression auf 34,3 %, verglichen mit der Kontrolle (6 h: 1 ug/ml w6/32 [1] vs. Statin

+1 pug/mlw6/32 [0,34]; p = 0,039). Nach zwolf Stunden war die Expression auf 25,2 % weiter gesunken

(12 h: 1 pg/mIlw6/32 [1] vs. Statin + 1 ug/mlw6/32 [0,25]; p = 0,018) und erhdhte sich nach 18 Stunden
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wieder auf 67,1 % (18 h: 1 pg/ml w6/32 [1] vs. Statin + 1 ug/ml w6/32 [0,67]; p = 0,6.) und weiter auf
66,5 % nach 24 Stunden (24 h: 1 ug/ml w6/32 [1] vs. Statin + 1 ug/ml 6/32 [0,66]; p = 0,79). Es ergaben
sich zu den zwei spateren Zeitpunkten keine signifikanten Unterschiede mehr (Abb.30, C).

Sowohl fir den HO-1 Aktivator CoPPIX als auch fir die Inkubation mit einem Statin konnte gezeigt
werden, dass beide Stimulanzien in der Lage sind, die w6/32-induzierte CD62E-mRNA-Expression zu

verringern.

4.4.3.2 Expressionsnachweis auf Proteinebene

Um die bisherigen Ergebnisse der CD62E-mRNA-Expression, die eine Sensitivitat gegeniber der HO-1-
Modulation gezeigt hatten, auch auf Proteinebene verifizieren zu kénnen, wurde die CD62E-Oberfla-
chenexpression erneut durchflusszytometrisch bestimmt.

Die HCAEC wurden 24 Stunden mit den Modulatoren inkubiert und anschlieRend mit 1 ug/ml wé/32-
Antikorper plus dem Modulator stimuliert. Nach 24 Stunden erfolgte die Farbung mit einem PE-gekop-
pelten anti-CD62E-Antikorper und mit dem Durchflusszytometer die Quantifizierung der PE-MFI der
Zellen (Abb.31). Sowohl bei den mit CoPPIX als auch bei den mit dem Statin behandelten HCAEC kam
es zu einer signifikanten Reduktion der PE-MFI im Vergleich zur Kontrolle (1 pug/ml w6/32 [100 %] vs.
CoPPIX + 1 pg/ml w6/32 [42,5 %]; p < 0,0001 beziehungsweise Statin + 1 pg/ml w6/32 [49,4 %]; p <
0,0001) (Abb.31).
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Abbildung 31: CD62E-Oberflachenexpression in Abhangigkeit der HO-1-Aktivitat

HCAEC wurden 24 h nach der Inkubation mit den entsprechenden HO-1-Modulatoren fiir weitere 24 h zusatzlich
mit 1 pg/ml des w6/32-Antikdrper stimuliert. AnschlieBend erfolgte die Farbung der HCAEC mit einem PE-gekop-
pelten anti-CD62E-Antikérper und eine Analyse der PE-MFI. Dargestellt sind die MW + SEM. Die Datensatze wur-
den mit einer parametrischen One-Way ANOVA Varianzanalyse auf signifikante Unterschiede untersucht. Die
Korrektur fiir multiples Testen erfolgte mit einem Sidék’s Test. (ns: nicht signifikant; ****p < 0,0001); n = 9.

98



4. Ergebnisse

Die durchflusszytometrische Analyse zeigte, dass es durch die gezielte Induktion der HO-1-Expression
und Aktivitat zu einer Reduktion der w6/32-induzierten CD62E-Proteinexpression auf der Oberflache

der HCAEC kommt.

4.5 CD62E-Blockade reduziert w6/32-induzierte Adhésion und Transmigration

In den vorangegangenen Experimenten konnte beobachtet werden, dass die Stimulation von HCAEC
mit dem w6/32-Antikorper zu einer signifikanten Steigerung der Adh&sion und Transmigration von
THP-1 flihrt. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass der Antikdrper die Expression von CD62E so-
wohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene induziert. Das legt die Vermutung nahe, dass die gemesse-
nen Effekte teilweise durch die CD62E-Expression auf der Oberflaiche der HCAEC vermittelt werden.
Aus diesem Grund wurden die Effekte eines CD62E-blockierenden Antikorpers auf die w6/32-indu-
zierte Adhéasion und Transmigration untersucht.

Die HCAEC wurden 24 Stunden mit dem w6/32-Antikorper oder der Isotypkontrolle stimuliert. Danach
erfolgte eine einstiindige Inkubation mit einem CD62E-blockierenden Antikérper oder der entspre-
chenden Isotypkontrolle (Blockkontrolle). Im Anschluss daran wurden die Adhasions- und Transmigra-
tions-Assays durchgefiihrt.

Ein Vergleich der w6/32-stimulierten HCAEC offenbarte, dass die Inkubation mit dem CD62E-blockie-
renden Antikoérper eine signifikante Reduktion der adharierten Monozyten im Vergleich zu der Block-
kontrolle verursacht (Blockkontrolle: 1 ug/ml w6/32 [340,5 %] vs. CD62E-Block: 1 pg/ml w6/32 [198,6
%]; p < 0,0001) (Abb.32, A). Die Inkubation mit der Blockkontrolle wirkte sich hingegen nicht auf die
w6/32-induzierte Adhdsion der THP-1 aus (Blockkontrolle: 1 pug/ml Isotyp [100 %] vs. 1 pg/ml w6/32
[340,5 %]; p < 0,0001). Jedoch konnte der Einsatz des CD62E-blockierenden Antikérpers die w6/32-
induzierte Adhasion nicht vollstdndig unterbinden, da es in Gegenwart des blockierenden Antikérpers
immer noch zu einer signifikanten Zunahme der Adhéasion zwischen isotyp- und w6/32-behandelten
HCAEC kam (CD62E-Block: 1 pg/ml Isotyp [106,5 %] vs. w61 pg/ml /32 [198,6 %]; p < 0,0001).

Auch in den Transmigrations-Assays fiihrte die Inkubation der HCAEC mit dem CD62E-blockierenden
Antikorper dazu, dass die w6/32-induzierten signifikante Zunahme der Transmigration nicht mehr zu
beobachten war (CD62E-Block: 1 pug/ml Isotyp [151,9 %] vs. 1 ug/ml w6/32 [138,5 %]; p = 0,96). Bei
den mit der Blockkontrolle inkubierten HCAEC blieb die w6/32-induzierte signifikante Steigerung der
Transmigration im Vergleich zum Isotyp bestehen (Blockkontrolle: 1 ug/ml Isotyp [100 %] vs. 1 pug/ml
w6/32 [226,3 %]; p < 0,0001). Durch den Einsatz des CD62E-blockierenden Antik6rpers kam es zu einer
signifikanten Reduktion der w6/32-induzierten Transmigration, verglichen mit der Blockkontrolle

(Blockkontrolle: 1 pg/ml w6/32 [226,3 %] vs. CD62E-Block: 1 ug/ml w6/32 [138,5 %]; p = 0,0018).
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Abbildung 32: Effekte der CD62E-Blockade auf die w6/32-induzierte Adhdsion und Transmigration

HCAEC wurden 24 h mit dem w6/32-Antikorper stimuliert und anschlieRend mit einem CD62E-blockierenden
Antikorper bzw. der entsprechenden Isotypkontrolle fur 1 h inkubiert. Im Anschluss erfolgte ein (A) Adh&sions-
bzw. (B) Transmigrations-Assay. Dargestellt sind die MW + SEM relativ zu HCAEC, die mit der Isotypkontrolle
stimuliert und mit der Blockkontrolle inkubiert wurden. Das Vorhandensein signifikanter Unterschiede wurde
mit einer One-Way ANOVA analysiert und mit einem Sidak’s Test fiir multiples Testen korrigiert (ns: nicht signi-
fikant; **p < 0,01; ****p < 0,0001); n =9.

Die Stimulation der HCAEC mit dem anti-HLA-I-Antikdrper w6/32 fiihrte zu einer konzentrationsabhén-
gigen Steigerung der Adhasion und Transmigration von THP-1 an beziehungsweise Uber einen en-
dothelialen Monolayer. Diese Effekte lieRen sich durch die Inkubation der HCAEC mit einem CD62E-
blockierenden Antikérper vor den Adhasions- und Transmigrations- Assays reduzieren. Dieser Befund

legt nahe, dass die w6/32-induzierten Effekte teilweise durch die Bindung des Adhésionsrezeptors

CD62E auf der Oberflache der HCAEC vermittelt werden.

4.6  SF1-1.1-Antikorper induziert Adhasion und Transmigration im murinen System

Der Haupteffekt des anti-HLA-I-Antikorpers w6/32 auf HCAEC ist eine konzentrationsabhangige Stei-
gerung sowohl von Adhésion als auch von Transmigration der THP-1. Diese im humanen System beo-
bachtet Effekte wurden ebenfalls im murinen System in vitro untersucht. Hierfiir wurden Endothelzel-
len aus einer Balb/s-Maus 24 Stunden mit dem anti-MHC-I-Antik6rper SF1-1.1 stimuliert und anschlie-
Rend die Adhasions- und Transmigrations-Assays mit murinen Monozyten (RAW 264.7) durchgefiihrt.
Simultan zu den humanen Assays wurden bei den murinen Adhasions-Assays die Anzahl der CTG ge-
farbten Monozyten an der Gesamtzellzahl mit einem Durchflusszytometer quantifiziert (Abb.33, A).
Hierbei zeigte sich, dass es durch Stimulation mit 0,1 pg/ml SF1-1.1 zu einer signifikanten Zunahme der
adhérierten RAW 264.7 kommt (1 pug/ml Isotyp [100 %] vs. 0,1 pg/ml SF1-1.1 [183,58 %]; p = 0,0008).
Auch die Stimulation mit der 10-fachen Konzentration des SF1-1.1-Antikorpers fihrte zu einer signifi-
kant héheren Adhasion der RAW 264.7 an den endothelialen Monolayer verglichen mit der Kontrolle

(1 pg/ml Isotyp [100 %] vs. 1 pug/ml SF1-1.1 [161,27 %]; p = 0,004). Im Unterschied zu den humanen
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Adhéasions-Assays kam es im murinen System zu keiner konzentrationsabhangigen Steigerung der Ad-
héasion (0,1 pg/ml SF1-1.1 [183,58 %] vs. 1 ug/ml SF1-1.1 [161,27 %]; n.s.) (Abb.33, B).

Die SF1-1.1-induzierte Transmigration wurde Uber die Impedanzmessung des xCELLigence-Systems
quantifiziert (Abb.33, C). Die murinen Endothelzellen wurden 24 Stunden mit zwei unterschiedlichen
Konzentrationen des SF1-1.1-Antikérpers stimuliert und anschlieRend das Transmigrations-Assay ge-
startet. Die Rate der transmigrierten RAW 264.7 war nach einer Stimulation der Endothelzellen mit 0,1
pug/ml SF1-1.1 im Vergleich zur Isotypkontrolle signifikant héher (1 pg/ml Isotyp [100 %] vs. 0,1 pg/ml
SF1-1.1 [181,73 %]; p = 0,008). Auch die Stimulation mit 1 pg/ml SF1-1.1 induzierte eine signifikante
Zunahme der transmigrierten Monozyten relativ zu den isotypbehandelten Zellen (1 pg/ml Isotyp
[100 %] vs. 1 ug/ml SF1-1.1 [196,28 %]; p < 0,011) (Abb.33, D).

Damit lasst sich feststellen, dass ein anti-MHC-I-Antikdrper auch im murinen System Einfluss auf die
Interaktionen zwischen Monozyten und Endothelzellen ausiibt. Die Stimulation der EC resultiert in ei-

ner gesteigerten Adhdsion und Transmigration der Monozyten.
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Abbildung 33: Quantifizierung der SF1-1.1-Antikoérper-induzierten Adhasion und Transmigration

Die murinen Endothelzellen aus Balb/c M3usen wurden 24 h mit 0,1 pg/ml oder 1ug/ml des SF1-1.1-Antikérpers
bzw. der Isotypkontrolle inkubiert. (A) Das reprasentative durchflusszytometrische Schaubild zeigt eine Zunahme
der adhérierten Monozyten im Gate P3 nach Antikérperstimulation. (B) Statistische Auswertung der durch-
flusszytometrischen Daten normalisiert auf die Isotypkontrolle; n = 12. (C) Das reprasentatives xCELLigence
Schaubild zeigt die Zunahme der Transmigration der Monozyten abhangig von der gewahlten Intervention. (D)
Statistische Auswertung der AUC, normalisiert auf die Isotypkontrolle; n = 9.

Werte sind dargestellt als Mittelwert £ SEM und wurden mit dem nicht parametrischen Kruskal-Wallis Test auf
signifikante Unterschiede untersucht, Korrektur fiir multiples Testen erfolgte mit der Dunn’s Methode. (ns: nicht
signifikant; *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001)

101



4. Ergebnisse

4.7 SF1-1.1-Antikorper verursacht eine Transplantatvaskulopathie in vivo

4.7.1 SF1-1.1-Antikorper induziert neointimale Hyperplasie

Flr die vorliegende Arbeit wurde ein anerkanntes Mausmodell der allogenen Aorten-Transplantation
etabliert und zunachst dessen Effekte liberprift (Koulack, McAlister et al. 1995). Die wdchentliche Ap-
plikation des SF1-1.1-Antikorpers in Rag2-KO Mausen, denen eine Segment der thorakalen Aorta von
Balb/c Mausen transplantiert wurde, fiihrt zu einer Hyperplasie der Intima und damit zu der Bildung
einer Neointima, ein Merkmal der TV (Abb.34, A + B). Fir die Quantifizierung der Neointima und den
Vergleich der TV-Auspragung zwischen den Gruppen wurde der Neointima-Index fir den gesamten
GefalRquerschnitt berechnet (Abschnitt 3.34.2). Hierbei wird der prozentuale Anteil der Neointima an
der von der Membrana elastica interna umschlossenen Flache (Neointima + Lumen) berechnet.

Die kollagenhaltigen Bindegewebsschichten in der GefaBwand kénnen in der histochemischen Abbil-
dungen gut identifiziert werden (Abb.34, B, Pfeile). Diese definieren den Bereich der Media, die Uber-
wiegend aus glatten Muskelzellen bestehen. Die Transplantate der SF1-1.1-behandelten Mause zeig-
ten eine signifikante Zunahme des Neointima-Indexes und somit eine Reduktion des GefaRlumens im
Vergleich zu den Mausen der Kontrollgruppe, welche nur mit dem Isotyp behandelt wurden (Isotyp
[20.23] vs. SF1-1.1 [51.27]; p = 0,0013) (Abb.34 C).

Da Rag2-KO Mause aufgrund der Nullmutation des Rekombinase-aktivierenden Gens-2 keine funktio-
nalen T- und B-Zellen bilden kénnen und daher keinen immunkompetenten Mausstamm darstellen,
wurde das Gewicht der Maduse wochentlich Gberprift (Abb.34, D), um Infektionen oder andere Kom-
plikationen auszuschlieRen, die sich in einem rapiden Gewichtsverlust duern wiirden. Die Gewichts-
bestimmung diente des Weiteren dem Zweck, die zu applizierende Antikérperdosis an das aktuelle
Gewicht anzupassen. Die Entwicklung der Gewichtszunahme zwischen Mausen, die mit dem Isotyp
behandelt wurden, zeigte keinen signifikanten Unterschied zu den Mausen, die mit dem SF1-1.1-Anti-
korper behandelt wurden. Es ist daher nicht davon auszugehen, dass sich durch die Applikation des
Antikorpers eine systemische Inflammation entwickelt hat, die zu einer Formation der Neointima bei-
tragt.

Fir den Nachweis des SF1-1.1-Antikorpers im Plasma der Mause wurde eine durchflusszytometrische
Messung durchgefiihrt. Das Plasma der Mause wurde mit CD3* Balb/c Splenozyten inkubiert, die das
MHC-Molekiil H-2K? exprimieren. Der Nachweis der gebundenen SF1-1.1-Antikérper auf den Splenozy-
ten erfolgte mit einem PE-gekoppelten anti-IgG-Antikorper. Splenozyten, die mit dem Plasma der SF1-
1.1-behandelten Mause inkubiert wurden, zeigten eine signifikant hohere PE Fluoreszenzintensitat im
Vergleich zu dem Plasma der isotypbehandelten Mause (Isotyp [100 %] vs. 1 ug/ml SF1-1.1 [379,2 %];
p =0,0001) (Abb.34, E).
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Abbildung 34: Quantifizierung der SF1-1.1-induzierten neointimalen Hyperplasie in vivo

Lichtmikroskopische Aufnahme der chromogenen HE Farbung der Kryoschnitte von transplantierten Balb/c Aor-
ten bei (A) 200-facher (Messbalken = 100 um) und (B) 400-facher VergroRerung (Messbalken = 5 um). Schnitt
durch das Transplantat einer Isotyp (links; n = 8) - bzw. SF1-1.1 (rechts; n = 7) - behandelten Maus. (C) Quantifi-
zierung des Neointimal Indexes der Transplantate, berechnet anhand der HE Bilder. Die Daten sind dargestellt
als MW = SEM und wurden mit einem parametrischen Student’s t-Test auf signifikante Unterschiede Gberpruft
(**p < 0,01). (D) Der Verlauf der Gewichtsentwicklung (MW + SEM) zwischen der Isotyp (schwarz)- und der SF1-
1.1 (grau)- behandelten Gruppe wurde mit einer Two-Way ANOVA Varianzanalyse bewertet; (n.s.: nicht signifi-
kant). (E) Statistische Auswertung der Durchflusszytometeranalysen fiir den Nachweis des SF1-1.1-Antikorpers
im Plasma der Mause. Gemessen wurde die MFI (MW + SEM) des PE-gekoppelten anti-lgG-Antikorpers auf CD3*
Balb/c Splenozyten. Die parametrischen Daten wurden mit einem Student’s t-Test auf signifikante Unterschiede
untersucht (***p < 0,001).

Mit den morphometrischen Analysen konnte gezeigt werden, dass die wochentliche Gabe eines anti-
MHC-I-Antikorpers ausreichend ist, um in dem Transplantat eine spezifische TV auszulésen. Die TV
manifestiert sich in der Ausbildung einer Neointima und einem damit einhergehenden reduzierten Ge-

faklumen.

4.7.2 SF1-1.1-Antikorper vermittelt keine Effekte in den nativen GefiBen
Bei der Entnahme der Transplantate am Ende des Versuchs wurde auch ein kurzes Segment der nativen
Aorta abdominalis der Rag2-KO Mause entnommen und immunhistochemisch aufbereitet. Fiir die HE-

Farbungen in Abbildung 35 wurden native Aorten von Mausen verwendet, die entweder mit dem SF1-

103



4. Ergebnisse

1.1-Antikorper oder mit der Isotypkontrolle behandelt wurden. Dies diente dem Nachweis, dass die
Entwicklung der TV durch spezifische Wechselwirkungen zwischen dem SF1-1.1-Antikérper und den
H-2K¢ Molekiilen auf der Oberfliche der EC im Transplantat zustanden kommen. Die HE-Bilder der
nativen Rag2-KO Aorta zeigten, dass es zu keiner neointimale Hyperplasie gekommen ist und keine
Neointima gebildet wurde (Abb.35). Die Media wird zum Lumen hin von der Membrana elastica in-
terna (Abb.35, B, Pfeil) abgegrenzt und es zeigte sich keine Reduktion des GefaRlumens.

Hiermit konnte bestatigt werden, dass der SF1-1.1-Antikorpers spezifisch an die EC des Transplantats
bindet und sich auch nur im Transplantat eine TV entwickelte. Der Antikorper verursachte keine syste-

mische Reaktion, die auch die restlichen GefaRe aulRerhalb des Transplantats betroffen hatten.
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Abbildung 35: HE-Bilder der Kryoschnitte von Segmenten der nativen Rag2-KO Aorta

Der Aufbau der GefaBwand ist regelrecht und ldsst keine Formation einer Neointima erkennen. Lichtmikrosko-
pische Aufnahme der chromogenen HE Farbung der Kryoschnitte von nativen Rag2-KO Aorten bei (A) 200-facher
(Messbalken = 50 um) und (B) 400-facher VergroRerung (Messbalken = 10 um). Schnitt durch die Aorta einer
isotyp- bzw. SF1-1.1-behandelten Maus.

4.7.3 SF1-1.1-Antikorper induziert ein monozytaren Infiltrates und CD62E-Expression

In den in vitro Versuchen konnte gezeigt werden, dass die Stimulation mit dem w6/32- oder SF1-1.1-
Antikorper zu einer verstarkten Adhasion und Transmigration der Monozyten an beziehungsweise
Uber einen endothelialen Monolayer fiihrt. Neben der Bildung einer Neointima und einer damit ver-
bunden Reduktion des Lumens ist ein weiteres Kennzeichen der Pathophysiologie der TV ein mo-
nozytares Infiltrat, das sich in der GefaBwand bildet. Um die Auswirkungen des SF1-1.1-Antikorpers in
dem Mausmodell auf die Interaktionen zwischen Monozyten und EC zu quantifizieren, wurden an den

Gefrierschnittpraparaten der transplantierten Aorten eine Monozytenfarbung durchgefiihrt.

4.7.3.1 Quantifizierung des monozytiren Infiltrats
Die Monozyten konnten durch eine CD68-Farbung visualisiert werden. In den immunhistochemischen

Abbildungen war die Formierung eines monozytdren Infiltrates in der GefaBwand der SF1-1.1-
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behandelten Mause deutlich zu erkennen (Abb.36, A.). Fiir eine bessere Ubersicht der GefaRstrukturen
ist die Autofluoreszenz des Elastins der Tunica media in griin dargestellt und die einzelnen Schichten
der GefaBwand sind kenntlich gemacht (NI = Neointima, M = Media, A = Adventitia). Zellkerne wurden
mit DAPI blau angefarbt. Die statistische Auswertung zeigte eine signifikante Steigerung der Anzahl der
Monozyten in der GefaBwand in Abhangigkeit der SF1-1.1-Antikorperapplikation im Vergleich zu den
Mausen, die mit dem Isotyp behandelt wurden (Isotyp [4,28] vs. SF1-1.1 [10,03]; p = 0,002) (Abb.36,
B.).
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Abbildung 36: Quantifizierung des SF1-1.1 induzierten monozytaren Infiltrats

(A) Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen bei 200-facher VergroRerung der immunhistochemischen Farbungen
flr Elastin (griin, Autofluoreszenz), CD68* Monozyten (rot), Zellkerne (DAPI), und Overlay; Messbalken = 50 um.
A = Adventitia, M = Media, NI = Neointima. Gekennzeichnete Ausschnitte wurden bei 400-facher VergrofRerung
aufgenommen. Pfeile indizieren Monozyten; Messbalken = 5 um. (B) Statistische Auswertung der Monozyten-
zahl; (MW + SEM). Daten wurden mittels parametrischen Student’s t-Test auf signifikante Unterschiede getestet
(**p <0,01).
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Es konnte belegt werden, dass der SF1-1.1-AntikOrper neben einer neointimalen Hyperplasie auch die
Formierung einer monozytaren Infiltrats in der GefaBwand induziert. Die Transmigration von Leukozy-

ten in die GefdBRwand von Transplantaten ist ein weiteres Merkmal einer sich ausbildenden TV.

4.7.3.2 Quantifizierung der CD62E-Expression auf Endothelzellen

In den in vitro Experimenten fihrte die Stimulation mit dem w6/32-Antikorper zu einer gesteigerten
Expression des Adhdsionsrezeptors CD62E auf der Oberflache der EC. Der Einsatz eines CD62E-blockie-
renden Antikérpers reduzierte die w6/32-induzierten Adhasion und Transmigration von Monozyten.
In dem Mausmodell resultierte die Applikation des SF1-1.1-Antikdrpers in einer TV in dem transplan-
tierten GefaR und in der Bildung eines monozytaren Infiltrats in der Gefalwand. Um zu (iberprifen,
ob die Expression von CD62E auf EC durch den Antikdrper auch in vivo induziert wird und dies die
vermehrte Transmigration von Monozyten bewirkt, erfolgte an den Gefrierschnitten der Transplantate
eine CD62E/EC-Doppelfarbung. Als EC-Marker wurde der von-Willebrand-Faktor (VWF) verwendet
(Abb.37).

In den immunhistologischen Aufnahmen zeigte sich, dass vor allem diejenigen Zellen viel VWF expri-
mieren, die die Neointima zur Zirkulation abgrenzen. Diese Zellen kdnnen daher dem EC-Kompartment
zugerechnet werden. Die vaskularen Strukturen sind in den Fluoreszenzaufnahmen des vWF-Faktors
gekennzeichnet (NI + M = Neointima + Media, A = Adventitia). Das starke Signal in der Media geht
teilweise auf die Autofluoreszenz von Elastin zuriick. Elastin emittiert Licht mit einer Wellenlange von
A =490 nm (Li, Yan et al. 2020) und wird damit mit dem gleichen Detektor wie das fiir den vWF-Nach-
weis verwendetet AF488 gemessen. In den Aufnahmen, die mit 400-facher VergroRerung aufgenom-
men wurden, zeigt sich eine deutliche Abgrenzung der Neointima durch EC. Die relative Anzahl der
CD62*/VWF* doppeltpositiven Zellen an vWF* positiven Zellen unterschied sich nicht zwischen den
Transplantaten aus der SF1-1.1- und isotypbehandelten Mausen. Die Anzahl der doppeltpositiven Zel-
len in der antikdrperbehandelten Gruppe lag bei 56,18 % und bei der Kontrollgruppe bei 53,28 %
(Abb.37, B).
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Abbildung 37: Quantifizierung der CD62E-Expression auf EC in Transplantaten

(A) Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der immunhistochemischen Farbungen fir CD62E (rot), EC (VWF,
grin), Zellkerne (DAPI) und Overlay bei 200-facher VergroRerung (Messbalken = 50 um). Gekennzeichnete Aus-
schnitte wurden bei 400-facher VergroRerung (Messbalken = 5 pum) aufgenommen; Pfeile indizieren CD62E-ex-
primierende EC. (B) Statistische Auswertung der relativen Anzahl der CD62E-exprimierenden EC. Die parametri-
schen Werte sind dargestellt als Mittelwert + Standardfehler und wurden mit einem Student’s t-Test auf signifi-
kante Unterschiede getestet, (n.s.: nicht signifikant)

4.7.3.3 Quantifizierung der CD62E-Expression auf glatten Muskelzellen

Die Reduktion des GefaRlumens wahrend einer TV ist auf die Migration und Proliferation von VSMC
aus der Media in die Intima zurickzufuihren. Die Proliferation der Zellen verursacht eine Neointima
und bildet den dominanten Zelltyp dieser Struktur. Die Gefrierschnittpraparate wurden mit einem anti-
aSMA-Antikorper behandelt, um die VSMC sichtbar zu machen (Abb. 38, A). Die VSMC erstrecken sich

Uber den kompletten Bereich von Neointima und Media (NI+ M), sind aber nicht in der Adventitia zu

finden (A).
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Abbildung 38: Quantifizierung der CD62E-Expression auf VSMC in Transplantaten

(A) Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der immunhistochemischen Farbungen fiir CD62E (rot), VSMC (griin),
Zellkerne (DAPI) und Overlay bei 200-facher VergroRerung (Messbalken = 50 um). Gekennzeichnete Ausschnitte
wurden bei 400-facher VergréRerung (Messbalken = 5 um) aufgenommen; Pfeile indizieren CD62E-exprimie-
rende VSMC. (B) Statistische Auswertung der relativen Anzahl der CD62E-exprimierenden VSMC. Die parametri-
schen Werte sind dargestellt als Mittelwert t Standardfehler und wurden mit einem Student’s t-Test auf signifi-
kante Unterschiede getestet (**p < 0,01).

Auf den fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen sind die Neointima-bildenden VSMC zu erkennen.
Dariber hinaus ist bei den Transplantaten der SF1-1.1-behandelten Mausen auch die Struktur der
Neointima deutlich zu erkennen. Diese ist nicht kompakt und maximal geordnet wie bei der Media,
sondern zeigt stellenweise eine ungeordnete Zusammensetzung. Verursacht wird dies durch die Pro-
duktion und Akkumulation von ECM.

Um zu Uberprifen, ob es wahrend der Entwicklung einer Transplantatvaskulopathie zu einer gestei-
gerten CD62E-Expression auf den VSMC kommt, wurde eine CD62E/VSMC Doppelfarbung durchge-
fihrt. Die immunhistologischen Abbildungen zeigten das Vorhandensein von CD62E */aSMA* doppelt-

positiven Zellen. Durch die statistische Auswertung konnte eine signifikant hohere Anzahl an CD62E-
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exprimierenden VSMC in Relation zu der Gesamtzahl an VSMC festgestellt werden. In den Transplan-
taten der mit dem SF1-1.1-Antikdrper behandelten Mausen zeigten 59 % der VSMC eine CD62E-Ex-
pression auf ihrer Oberflache. Bei den Transplantaten der Kontrollmause waren es lediglich 29 % der
VSMC, die dieses Oberflachenmolekil exprimierten (Isotyp [29,05 %] vs. SF1-1.1 [59,22 %]; p = 0,003)
(Abb.38, B.).

Somit |dsst sich festhalten, dass es durch die Gabe des Antikérpers zu keiner verstarkten CD62E-Ex-
pression der EC in der GefaBwand gekommen ist. Allerdings fihrte die SF1-1.1-Applikation zu einer

verstarkten CD62E-Expression auf den VSMC.

4.8 HO-1 Aktivitat moduliert die Auspragung der Transplantatvaskulopathie in vivo

4.8.1 Aktivierte HO-1 reduziert die neointimale Hyperplasie

In den zellkultur- und molekularbiologischen Experimenten wurde gezeigt, dass eine Stimulation mit
CoPPIX oder dem Statin die antikdrperinduzierten Effekte verringert. Dementsprechend wurden diese
Substanzen im Mausmodell auf ihre protektiven Eigenschaften getestet. Bei der Verstoffwechselung
von Ham durch HO-1 wird gasférmiges CO freigesetzt, das viele der antiinflammatorischen Eigenschaf-
ten der HO-1 vermittelt. Um den Effekt des HO-1-Metaboliten CO auf die Ausbildung einer neointima-
len Hyperplasie zu untersuchen, wurde einer weiteren Versuchsgruppe CORM-401 (CO-freisetzendes
Molekiil) appliziert.

Die immunbhistologischen Farbungen der Gefrierschnittprdaparate zeigten eine deutliche Reduktion der
Neointima in den Transplantaten dieser Gruppen (Abb.39, A). Die statistische Auswertung ergab eine
signifikante Verringerung des Neointima Indexes bei Mausen, die zusatzliche zur SF1-1.1-Applikation
auch mit dem HO-1-Aktivator CoPPIX behandelt wurden (SF1-1.1 [51,27] vs. CoPPIX + SF1-1.1 [28,18];
p = 0,026) (Abb.39, B). Die tagliche Aufnahme von Statinen (iber das Trinkwasser fiihrte ebenfalls zu
einer signifikanten Reduktion der Neointima im Vergleich zu den Kontrollmdusen, die nur mit dem SF1-
1.1-Antikorper behandelt wurden (SF1-1.1 [51,27] vs. Statin + SF1-1.1 [29,97]; p = 0,028).

Durch die Applikation von CORM-401 dreimal die Woche iiber eine Schlundsonde konnten die SF1-1.1-
induzierten Effekte auf die neointimale Hyperplasie ebenso signifikant verringert werden (SF1-1.1
[51,27] vs. CORM + SF1-1.1 [23,55]; p = 0,004).

In der Gewichtsentwicklung der vier unterschiedlichen Interventionsgruppen kam es zu keinem signi-
fikanten Unterschied wahrend des 30-tdgigen Experiments (Abb.39, C). In allen Versuchsgruppen
konnte der SF1-1.1-Antikorper im Plasma der M&use nachgewiesen werden (Abb.39, D). In der CoPPIX-
behandelten Gruppe, als auch in der Statin- und CORM-401-behandelten Gruppe zeigte sich kein sig-
nifikanter Unterschied der PE-MFI der CD3* Splenozyten im Vergleich zu der Kontrollgruppe (SF1-1.1
[100 %] vs. CoPPIX + SF1-1.1 [89,84 %]; p = 0,886 vs. Statin + SF1-1.1 [123,1 %]; p = 0,372 vs. CORM +
SF1-1.1[130,7 %]; p = 0,18)
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Dieser Versuchsteil zeigte, dass die HO-1 auch in dem hier gezeigten in vivo Mausmodell protektive

Effekte gegeniber der SF1-1.1-induzierten Neointima und einer GefaRBokklusion hat.
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Abbildung 39: Quantifizierung des Effekts der HO-1-Modulation auf die neointimalen Hyperplasie

(A) Lichtmikroskopische Aufnahme der chromogenen HE Farbung der Transplantate bei 200-facher (oben, Mess-
balken = 100 um) und 400-facher (unten, Messbalken = 5 um)) VergroRerung. Links: SF1-1.1-behandelte Maus,
rechts: Mause, die zusétzlich zu der SF1-1.1-Applikation einer HO-1-Modulation unterzogen wurden (links: CoP-
PIX (n = 6), mittig: Statin (n = 8), rechts: CORM (n = 7). (B) Statistische Auswertung des neointimalen Indexes (MW
+ SEM). (C) Gewichtsentwicklung (MW + SEM) Uber den Zeitraum des Experiments. Die Gewichtsentwicklung
zeigt keinen statistisch relevanten Unterschied zwischen den 4 Gruppen. Auswertung erfolgte mit einer Two-
Way ANOVA Varianzanalyse (ns: nicht signifikant). (D) Statistische Auswertung der durchflusszytometrischen
Analysen flr den Nachweis des SF1-1.1-Antikdrpers im Plasma der Maduse. Gemessen wurde die MFI (MW + SEM)
des PE-gekoppelten anti-lgG-Antikorpers auf CD3* Balb/c Splenozyten.

Die parametrischen Daten (B + D) wurden mit einer One-Way Varianzanalyse auf signifikante Unterschiede un-
tersucht. Korrektur fir multiples Testen erfolgte mit einer Siddk’s Korrektur (ns: nicht signifikant; *p < 0,05;
**p <0,01).
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4.8.2 Aktivierte HO-1 verringert das monozytare Infiltrat in der GefaBwand

Die Auswirkungen der HO-1-Aktivierung auf die Auspragung des monozytaren Infiltrats wurde in die-
sem Versuchsteil analysiert. Wie bereits gezeigt, fiihrt die gezielte Aktivierung beziehungsweise eine
gesteigerte Expression der HO-1 zu einer verringerten SF1-1.1-Antikdrper-induzierten Neointima und
somit zu einem reduzierten neointimalen Index. Auch fiir die Auspragung des monozytaren Infiltrates
konnte ein Einfluss der HO-1-Aktivitat in immunhistochemischen Untersuchungen nachgewiesen wer-
den (Abb.40, A). Die unterschiedlichen Strukturen der GefaBwand sind gekennzeichnet durch Neoin-
tima (NI), Media (M) und Adventitia (A).

Die wochentliche Applikation des HO-1-Aktivators CoPPIX zuséatzlich zu der SF1-1.1-Applikation verur-
sachte eine signifikante Reduktion transmigrierter Monozyten in der GefaBwand des Transplantats
(SF1-1.1[10,03] vs. CoPPIX + SF1-1.1 [5,45]; p = 0,012) (Abb.40, B). Die kontinuierliche Gabe von Stati-
nen Uber das Trinkwasser der Mause flihrte ebenfalls zu einer signifikanten Reduktion der Anzahl der
Monozyten in der GefaRwand (SF1-1.1 [10,03] vs. Statin + SF1-1.1 [6,62]; p = 0,048).

Durch die Applikation des CO-freisetzende Molekil (CORM) CORM-401 Uber eine Schlundsonde
konnte ebenso eine Verringerung des SF1-1.1-induzierten monozytaren Infiltrates erreicht werden
(SF1-1.1 [10,03] vs. CORM + SF1-1.1 [6,08]; p = 0,025).

Diese Ergebnisse legen den Schluss nahe, dass die HO-1 neben der Reduktion der Intima-Hyperplasie
auch einen protektiven Einfluss gegeniber der Bildung eines monozytare Infiltrats in die GefaBwand

der Transplantate aufweist.
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Abbildung 40: Quantifizierung des Effekts der HO-1-Modulation auf das monozytdren Infiltrates

(A) Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen bei 200-facher VergréRerung der immunhistochemischen Farbungen
flr Elastin (grin, Autofluoreszenz), CD68* Monozyten (rot), Zellkerne (DAPI), und Overlay; Messbalken = 50 um.
A = Adventitia, M = Media, NI = Neointima. (B) Statistische Auswertung der Monozytenzahl; (MW + SEM). Daten
wurden mittels parametrischer One-Way ANOVA auf signifikante Unterschiede getestet und fiir multiples Testen

korrigiert (*p < 0,05).
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4.8.3 CORM-401 vermittelte Effekte sind unabhangig vom verwendeten Lésungsmittel

Das CORM-401-Pulver wurde fiir die Applikation in DMSO gel6st und den Mausen dreimal pro Woche
Uber eine Schlundsonde verabreicht. Da DMSO in geringen Konzentrationen antiinflammatorische Ef-
fekte vermittelt (de Abreu Costa, Henrique Fernandes Ottoni et al. 2017), wurde mit einer iCORM-401
(inaktives CORM)-Kontrolle untersucht, ob die beobachtete Reduktion der Neointima bei CORM-401-
behandelten Mausen auf den HO-1 Metaboliten CO zuriickzufihren ist oder durch das Lésungsmittel
DMSO verursacht wird. Dementsprechen wurde der neointimale Index zwischen SF1-1.1- und iCORM-
401-behandelten Méausen verglichen (Abb.41, A+ B). Die statistische Auswertung des Neointima-Inde-
xes (Abb.41, C) zeigte keine signifikanten Unterschiede in der Ausprdagung der Neointima zwischen
Mausen, die mit dem SF1-1.1-Antikdrper behandelt wurden und denen, die zusatzlich iCORM verab-
reicht bekamen (SF1-1.1[51,27] vs. SF1-1.1 + iCORM [49,97]; p =0,917). Auch die Gewichtsentwicklung
in beiden Gruppen offenbarte keine Unterschiede zwischen beiden Gruppen (Abb.41, D). Lediglich die
Menge des detektierten SF1-1.1-Antikdrpers im Plasma der Mause war in der iCORM-401-Gruppe nu-
merisch erhoht gegeniiber der SF1-1.1-Gruppe, erreichte aber keine signifikanten Unterschiede (SF1-
1.1 [100] vs. SF1-1.1 + iCORM [144,6]; p = 0,13) Gruppen (Abb.41, E).

In keinem der hier gemessenen Parameter war eine signifikante Differenz zwischen beiden Versuchs-
gruppen zu beobachten. Es ist daher nicht davon auszugehen, dass das Losungsmittel DMSO einen
Einfluss auf die Entstehung und Entwicklung der Neointima in Mausen hat. Die unter Abschnitt 4.8.1
beschriebene Reduktion der Neointima in der CORM-401-Gruppe ist somit auf die Behandlung mit

dem HO-1-Metaboliten CO zurtckzuflihren.
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Abbildung 41: Quantifizierung des Effekts von DMSO auf die neointimale Hyperplasie
Lichtmikroskopische Aufnahme der chromogenen HE Farbung der Transplantate von Mausen, die zusatzlich zu

dem SF1-1.1-Antikorper (links, n = 7) mit iCORM (rechts, n = 8) behandelt wurden bei (A) 200-facher (Messbalken
=100 um) und (B) 400-facher VergroRerung (Messbalken = 5 um). (C) Statistische Auswertung des neointimalen
Indexes. (D) Gewichtsentwicklung (MW % SEM) Giber den Zeitraum des Experiments zeigt keinen statistisch rele-
vanten Unterschied zwischen beiden Gruppen. Werte wurden mit einem Mixed-Effects Model statistische aus-
gewertet. (E) Statistische Auswertung der durchflusszytometrischen Analysen fiir den Nachweis des SF1-1.1-An-
tikorpers im Plasma der Mause. Gemessen wurde die MFI (MW + SEM) des PE-gekoppelten anti-IgG-Antikorpers
auf CD3* Balb/c Splenozyten. Daten (C + E) sind dargestellt als MW = SEM und wurden mit dem parametrischen
Student’s t-Test auf signifikante Unterschiede untersucht; (ns: nicht signifikant).

Die Quantifizierung des monozytaren Infiltrates in der GefaRwand der iCORM-behandelten Mausen
stitzt dieses Ergebnis. (Abb.42, A). Es konnte auch hier kein signifikanter Unterschied in der GréRe des
monozytaren Infiltrats zwischen beiden Gruppen festgestellt werden. (SF1-1.1 [10,03] vs. SF1-1.1 +
iCORM [11,31]; p = 0,574) (Abb.42, B).

Damit konnte gezeigt werden, dass es durch die Anwendung von DMSO zu keiner Reduzierung des
monozytaren Infiltrates gekommen ist Die in der CORM-Gruppe beobachteten protektiven Effekte auf

die GroRe des monozytaren Infiltrates lassen sich daher ebenso dem CO zuschreiben.
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Abbildung 42: Quantifizierung des Effekts von DMSO auf das monozytare Infiltrat
(A) Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der Transplantate der CORM (n = 7) und iCORM (n = 8) behandelten
Gruppen bei 200-facher VergréRerung. fir Elastin (griin, Autofluoreszenz), CD68* Monozyten (rot), Zellkerne
(DAPI), und Overlay; Messbalken = 50 um. A = Adventitia, M = Media, NI = Neointima. (B) Statistische Auswertung
der Monozytenzahl zwischen beiden Gruppen. Parametrische Daten (MW * SEM) wurden mit einem Student’s
t-Test auf signifikante Unterschiede hin untersucht (*p < 0,05).
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4.9 CD62E-blockierender Antikorper reduziert Transplantatvaskulopathie

4.9.1 CDG62E-Blockade verringert SF1-1.1-induzierte Neointima

Der Einsatz eines CD62E-blockierenden Antikoérpers konnte in den in vitro Versuchen die antikérperin-
duzierte Adhasion und Transmigration der Monozyten signifikant reduzieren. Der Effekt eines CD62E-
blockierenden Antikorpers auf die Interaktionen zwischen Monozyten und EC wurde auch in dem in

vivo Mausmodell untersucht.
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Abbildung 43: Effekte der CD62E-Blockade auf die neointimale Hyperplasie

Lichtmikroskopische Aufnahme bei (A) 200-facher (Messbalken = 100 um) und (B) 400-facher VergroRerung
(Messbalken = 5 m) der HE-Farbungen der Transplantate von Mausen, die zusatzlich zu SF1-1.1-Antikérper mit
dem CD62E-blockierenden Antikorper (links, n = 3) oder der Blockkontrolle (rechts, n = 3) behandelt wurden (Ktr.
= Blockkontrolle). (C) Statistische Auswertung des Neointima-Indexes (MW + SEM), Daten wurden mit einem
Student’s t-Test auf signifikante Unterschiede untersucht. (D) Die Gewichtsentwicklung zeigt keinen statistisch
relevanten Unterschied zwischen beiden Gruppen. Werte wurden mit einer Two-Way ANOVA Varianzanalyse
ausgewertet. (E) Statistische Auswertung der durchflusszytometrischen Analysen fur den Nachweis des SF1-1.1-
Antikorpers im Plasma der Mause. Gemessen wurde die MFI (MW + SEM) des PE-gekoppelten anti-lgG-Antikor-
pers auf CD3* Balb/c Splenozyten. Dargestellt sind MW + SEM, Werte wurden mit einer One-Way ANOVA auf
signifikante Unterschiede getestet und fiir multiples Testen korrigiert; (ns: nicht signifikant; ***p < 0,001;
*#**p <0,0001).
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Zusatzlich zu der wochentlichen Applikation des SF1-1.1-Antikérpers wurde den Mausen zweimal in
der Woche der CD62E-blockierenden Antikérper oder die korrespondierende Isotypkontrolle (Block-
kontrolle) appliziert.

Die immunhistochemischen Auswertungen zeigten eine geringere Neointima bei Mausen, die den
CD62E-blockierenden Antikorper erhalten hatten (Abb.43, A + B). Allerdings konnte die statistische
Auswertung der HE-Farbungen keine signifikanten Unterschiede bestatigen (SF1-1.1 + Blockkontrolle
[31,30] vs. SF1-1.1 + CD62E-Block [49,46]; p = 0,334) (Abb.43, C). Die Gewichtsentwicklung beider
Gruppen zeigte Uber die Dauer des Experiments keine Unterschiede auf (Abb.43, D). Sowohl in der
CD62E-Block-Gruppe als auch in der Isotypgruppe konnte der SF1-1.1-Antikérper im Plasma der Mause
nachgewiesen werden. Beide Gruppen wiesen einen signifikanten Unterschied der PE-MFIim Vergleich
zu SF1-1.1-Isotypkontrolle auf (Isotyp [100 %] vs. SF1-1.1 + CD62E-Block [545 %]; p < 0,0001 bzw. SF1-
1.1 + Blockkontrolle [460 %]; p = 0,0002) (Abb.43, E).

4.9.2 CD62E-Blockade verringert SF1-1.1-induziertes monozytares Infiltrat

Die Effekte des CD62E-blockierenden Antikorpers wurden ebenfalls auf die Auspragung des monozyta-
ren Infiltrats untersucht. Hierzu erfolgte an den Gefrierschnitten der Transplantate erneut eine CD68-
Farbung zur Visualisierung der Monozyten (Abb.44, A). Es wurden die Gruppen verglichen die zusatzli-
che zu dem SF1-1.1-Antikorper entweder mit dem CD62E-blockierenden Antikérper oder der entspre-
chenden Isotypkontrolle (Blockkontrolle) behandelt wurden. Zur besseren Ubersichtlichkeit wurde in
den Elastin-Aufnahmen die Neointima (NI), die Media (M) und die Adventitia (A) eingezeichnet.
Neben den CD68* Monozyten wurden auch die Zellkerne mit DAPI gefarbt und die Autofluoreszenz von
Elastin aufgenommen. In der statistischen Auswertung zeigte sich, dass der CD62E-blockierende Anti-
korper eine signifikante Reduktion der der Monozyten in der GefaBwand der Transplantate verursacht
(SF1-1.1 + Blockkontrolle [15,27] vs. SF1-1.1 + CD62E-Block [6,4]; p = 0,011) (Abb.44, B).

Die Quantifizierung des Neointima-Indexes lassen einen Einfluss der CD62E-Blockade auf deren Aus-
pragung vermuten. Diese Vermutung wird aufgrund des signifikanten Unterschieds in der GréRe des

monozytaren Infiltrates gestitzt.
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Abbildung 44: Quantifizierung des Effekts der CH62E-Blockade auf das monozytdren Infiltrat

(A) Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der Transplantate von Mausen, die zuséatzlich zu dem SF1-1.1-Anti-
koper mit einem CD62E-blockierenden Antikorper bzw. der Blockkontrolle behandelt wurden bei 200-facher Ver-
groBerung. Elastin (griin, Autofluoreszenz), CD68* Monozyten (rot), Zellkerne (DAPI), und Overlay; Messbal-
ken =50 um. A = Adventitia, M = Media, NI = Neointima. (B) Statistische Auswertung der Monozytenzahl zwi-
schen beiden Gruppen. Parametrische Daten (MW * SEM) wurden mit einem Student’s t-Test auf signifikante
Unterschiede hin untersucht (*p < 0,05).
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5. Diskussion
Die Transplantation solider Organe stellt heutzutage haufig die beste Moéglichkeit fir die Behandlung

von Patienten mit einem terminalen Organversagen dar. Die kontinuierliche Verbesserung der chirur-
gischen Techniken und des perioperativen Managements sowie immer bessere immunsupprimierende
Therapieoptionen konnten die Rate der Patienten, die das erste Jahr nach der Transplantation lberle-
ben, auf Gber 90 % steigern (Lund, Khush et al. 2017, Rana, Ackah et al. 2019). Demgegeniiber steht in
jingerer Zeit jedoch ein lediglich moderater Anstieg des Langzeitiiberlebens nach einer soliden Organ-
transplantation (Wilhelm 2015, Jadlowiec and Taner 2016).

Die Hauptursache flir das begrenzte Langzeitiiberleben ist das Ausbilden einer chronischen Absto-
RBungsreaktion, der Transplantatvaskulopathie (TV). Bedingt durch immunologische Unterschiede zwi-
schen dem transplantierten Organ und dem Empfanger wird die Synthese von DSA induziert, die an EC
der GefaBwand binden und eine Aktivierung dieser Zellpopulation hervorrufen (Haas and Mirocha
2011, Walsh, Brailey et al. 2011). Dies fiihrt zu einer chronischen Inflammation der GefaBwand und im
weiteren Verlauf zur Ausbildung einer Neointima sowie der Rekrutierung von Monozyten aus der Zir-
kulation in die GefaBwand hinein, welche dort ein monozytéres Infiltrat bilden (Colvin and Smith 2005,
Vestweber 2015). Die kontinuierliche Transmigration von Monozyten in die GefaRwand ist dabei eine
der Ursachen fiir die beobachtete Auspragung der TV (Oberbarnscheidt, Zeng et al. 2014). Die GroRe
des monozytaren Infiltrates korreliert mit dem Schweregrad der sich entwickelnden TV und kann als
prognostischer Marker fiir das Organiberleben herangezogen werden (Girlanda, Kleiner et al. 2008).
Der Transmigration von Monozyten gehen ein Rollen und eine Adhdsion dieser Zellen am endothelia-
len Monolayer voraus. Die ersten temporaren Bindungen zwischen beiden Zellpopulationen werden
hierbei Gber Selektine vermittelt. Diese Adhasionsmolekiile werden sowohl auf der Oberflache von
Monozyten als auch von Endothelzellen exprimiert. Durch das Ausbilden und Lésen dieser lockeren
Selektin-Bindungen werden die Monozyten zunachst aus der Zirkulation abgebremst. Im Anschluss be-
ginnen sie Uber integrinvermittelten Interaktionen langsam tiber das Endothel zu rollen, bis sie schlief-
lich fest adharieren (Zarbock, Ley et al. 2011) und im Anschluss in die Gefalwand transmigrieren.

Das Binden von DSA an EC muss nicht zwangslaufig eine Endothelaktivierung und -schadigung und ein
damit vergesellschaftetes Organversagen verursachen. Bei einigen Patienten wird ein Zustand beo-
bachtet, in dem sich die immunologisch vermittelte Schadigung des Transplantats verlangsamt oder
teilweise unterbunden werden kann. Dies wird als Akkommodation bezeichnet. Sie ist gekennzeichnet
durch die Aktivierung und Hochregulierung verschiedener antiinflammatorischer Signalwege (Kenta
and Takaaki 2020). Einige dieser protektiven Effekte, die im Zuge der Akkommodation auftreten, wer-
den durch den HO-1-Signalweg angestoRen. Die HO-1 vermittelt die enzymatische Umwandlung von

Ham zu Biliverdin und Bilirubin unter der Freisetzung von CO (Fukami, Ramachandran et al. 2012).
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In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Stimulation von humane EC mit einem anti-
HLA-I-Antikorper zu einer verstarkten Expression des Adhdsionsrezeptors CD62E auf der Oberflache
der EC fuhrt. In der Folge verursachte die Antikorperstimulation eine Zunahme der Adhasion und
Transmigration von Monozyten an beziehungsweise Gber den aktivierten endothelialen Monolayer.
Diese Effekte konnten durch den Einsatz einer CD62E-Blockade wieder verringert werden.

Durch die Induktion der HO-1 Aktivitat in EC wurde belegt, dass diese eine protektive Rolle gegeniiber
den antikorperinduzierten Effekten spielt. Die Aktivierung der HO-1 war nicht nur fiir eine Reduktion
der CD62E-Expression auf EC verantwortlich, sondern hemmte auch die antikdrperverursachte Adha-
sion und Transmigration der Monozyten.

Fiir die Verifizierung der zell- und molekularbiologischen Ergebnisse konnte ein allogenes Aortentrans-
plantationsmodell von Koulack et al adaptiert und erfolgreich etabliert werden (Koulack, McAlister et
al. 1995). In dem Mausmodel ist es gelungen durch die Applikation eine anti-MHC-I-Antikorpers eine
TV in dem Transplantat zu induzieren. Auch in diesen in vivo Versuchen kam es zu einer Zunahme der
CD62E-Expression und der Bildung eines monozytaren Infiltrates in der GefaBwand. Sowohl mit der
pharmakologischen Aktivierung der HO-1 als auch mit der Behandlung des HO-1-Metaboliten CO

konnte eine Reduktion der Neointima und der Anzahl der transmigrierten Monozyten erreicht werden.

5.1 HO-1 schiitzt vor antikorperinduzierter Monozyten-Endothelinteraktion in vitro

Geringe Konzentration eines anti-HLA-I-Antikdrpers verursachen die Aktivierung von EC

Die Stimulation humaner EC mit dem anti-HLA-I-Antik6rper w6/32 zeigte, dass bereits die Konzentra-
tionen von 1 pug/ml und 0,1 ug/ml des Antikorpers die Aktivierung der EC induziert. Die Stimulation mit
verschiedenen Konzentrationen des w6/32-Antikérpers resultierte in einer verstarkten Expression des
Adhasionsrezeptors CD62E. Diese intensivierte Genexpression konnte auf transkriptioneller Ebene
Uber mRNA-Quantifizierungen nachgewiesen werden und manifestiere sich in einer Zunahme des kor-
respondierenden Proteins. Auf der Ebene der mRNA-Expression konnte eine signifikante Zunahme nur
in EC nachgewiesen werden, die mit 1 pg/ml w6/32 stimuliert worden waren. Bei den mit der geringe-
ren Konzentration stimulierten EC konnte ein Zuwachs der CD62E-mRNA-Expression zwar beobachtet
werden, dieser erreichte jedoch keine signifikanten Unterschiede.

Demgegeniiber induzierten beide Antikdrperkonzentrationen in den Proteinexpressionsanalysen eine
signifikante Zunahme der CD62E-Konzentration. Dies liegt mutmallich daran, dass die Halbwertszeit
der HO-1-mRNA bei ungefdhr 2 Stunden liegt und eine sehr hohe Umsatzrate aufweist (Leautaud and
Demple 2007). Die Modulation der CD62E-mRNA-Expression erfolgt, auch in der persistierenden Ge-
genwart eines Stimulus, transient (Bevilacqua, Stengelin et al. 1989). Dies flihrt dazu, dass die mRNA
relativ schnell abgebaut wird, das Protein allerdings in der Zelle akkumuliert, was auch bei einer Sti-

mulation mit 0,1 pg/ml w6/32 zu einer signifikanten Zunahme der Proteinkonzentration fihrt.
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Die verstarkte CD62E-Proteinexpression konnte sowohl im Gesamtproteom als auch auf der endothe-
lialen Oberflache nachgewiesen werden. Bei den sensitiven durchflusszytometrischen Analysen wies
die Menge an CD62E auf der Oberflache eine Konzentrationsabhangigkeit des Antikérpers auf.

Dies steht in Einklang mit anderen Studien, die eine gezielte CD62E-Expression durch proinflammato-
rische Stimuli zeigten (Weishaupt, Steinert et al. 2019, Yao, Jia et al. 2019). Die w6/32-induziert Ex-
pression von Adhasionsrezeptoren wie CD62E, P-Selektin, ICAM-1 oder VCAM-1 wurde in bisherige
Experimente mit Antikérperkonzentrationen von zehn bis 50 pg/ml nachgewiesen (Bochner,
Luscinskas et al. 1991, Naemi, Carter et al. 2013, Valenzuela, Mulder et al. 2013).

Aktivierung der EC resultiert in der Adhdsion und Transmigration von Monozyten

Die w6/32-induzierte Aktivierung von EC fuhrt neben einer Expression von Adh&sionsrezeptoren auch
zu einer verstarkten Interaktion zwischen EC und Leukozyten, ein Befund der auch fiir andere proin-
flammatorische Stimuli, wie bakteriellen Lipopolysacchariden (LPS) oder TNF-a, nachgewiesen werden
konnte (Lee, Lee et al. 2017, Li, van Esch et al. 2018, Murphy, Jeong et al. 2019).

Es zeigte sich, dass die in diesen Experimenten verwendeten Antikdrperkonzentrationen nicht nur eine
EC-Aktivierung verursachten, sondern ebenso ausreichend waren die Adhasion von Monozyten zu be-
wirken. Die Stimulation der EC ergab eine signifikante Zunahme der Adhadsion von Monozyten an den
endothelialen Monolayer. Durch die Verwendung unterschiedlicher Antikorperkonzentrationen fir die
Stimulation konnte hierbei ein konzentrationsabhangiger Effekt des Antikorpers nachgewiesen wer-
den.

Derlei Resultate konnten auch fiir die Transmigration von Monozyten Uber einen endothelialen Mo-
nolayer erzielt werden. Auch hier flihrte die Stimulation der EC mit den gleichen Antikérperkonzentra-
tionen wie bei der Adhdsion zu einer konzentrationsabhangigen Zunahme der Transmigration.

Diese Ergebnisse lieRen sich im murinen System bestatigen. Hier fiihrte die Inkubation von murinen EC
mit dem anti-MHC-I-Antikorper SF1-1.1 ebenso zu einer deutlichen Zunahme der Adhasion und Trans-
migration der Monozyten. Sowohl die Stimulation mit der geringeren Antikérperkonzentration als
auch mit der 10-fach héheren SF1-1.1 Konzentration verursachten in den Adhasions- und Transmigra-
tions-Assays eine signifikante Zunahme der Monozyten-EC-Interaktionen. Im Gegensatz zum humanen
System konnte hier allerdings keine konzentrationsabhangige Steigerung dieser Einfliisse nachgewie-

sen werden.

CD62E-Blockade reduziert anti-HLA-I-antikdrperinduzierte Adhdsion und Transmigration
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Fir den Nachweis, dass sich die beobachteten Resultate der Adhasions- und Transmigrations-Assays
teilweise durch die Bindung der Monozyten an den CD62E-Rezeptor auf der Oberflache der EC erklaren
lassen, wurde eine CD62E-Blockade getestet. Vor der Adhdsion beziehungsweise Transmigration wur-
den die EC mit einem CD62E-blockierenden Antikorper inkubiert. Dies fiihrte dazu, dass sich die w6/32-
induzierte Adhasion und Transmigration der Monozyten wieder abschwachte.

Jedoch konnte die gesteigerte Adhdsion nach einer Antikdrperstimulation nicht vollstandig durch die
CD62E-Blockade inhibiert werden. Dies liegt vermutlich zum einen an dem statischen und zweidimen-
sionalen Aufbau des durchgefiihrten Adhasions-Assays. Hierbei tritt keine physiologische Perfusion der
EC auf und dadurch werden keine Scherkrafte und Stromungsmuster verursacht, wie sie normaler-
weise durch den Blutfluss zustande kommen (Peelen, Hoogduijn et al. 2021). Im Organismus verur-
sacht die Blutstromung eine kontinuierliche Schubspannung an den EC, die wichtig fiir den Erhalt der
endothelialen Homoostase ist. Aufgrund der laminaren Stromung werden Adhdasionsrezeptoren auf
den EC herunterreguliert und die Exozytose von Chemokinen reduziert. Kommt es zu einem Stro-
mungsabriss, resultiert dies in der verstarkten Freisetzung proinflammatorischer Chemokine und einer
Adhéasion von Monozyten ohne weitere Stimuli (Babendreyer, Molls et al. 2017).

Zum anderen ist die Komplexitat der rezeptorvermittelten Adhésion fiir die fehlgeschlagene vollstan-
dige Reversion der Adhasion in Gegenwart CD62E-Blockade verantwortlich. Es wird eine Vielzahl un-
terschiedlicher Adhéasionsrezeptoren auf der Oberflache von EC und Monozyten exprimiert, die die
Bindung beider Zellpopulationen vermittelt (Vestweber 2015). Die Stimulation humaner EC mit anti-
HLA-I-Antikorpern flihrt ebenso zu einer verstarkten Expression von P-Selektin auf der Oberflache und
resultiert somit in einer Zunahme der adhéarierten Monozyten (Valenzuela, Hong et al. 2013). Dabei
spielt allerdings nicht nur das Expressionsspektrum der EC eine Rolle, sondern auch die Antikdrperre-
zeptoren (Fcy-Rezeptor) der Monozyten. Uber diese Fcy-Rezeptoren auf der Oberfliche binden Mo-
nozyten an die konstante Domane eines Antikorpers, wahrend dieser lber seine variable Doméane an
die EC gebunden hat. Dementsprechend hat auch die Subklasse des verwendeten Antikorpers liber
seine Bindungsaffinitdt zum Fcy-Rezeptor einen Einfluss auf die Adhdsion der Monozyten (Valenzuela,
Trinh et al. 2015).

Aktivitat der HO-1 reduziert anti-HLA-I-verursachte EC-Aktivierung

In den hier durchgefiihrten in vitro Experimenten konnte durch die Stimulation von EC mit dem w6/32-
Antikorper eine Aktivierung der Endothelzellen induziert werden. Die immunmodulierenden Effekte
der HO-1 auf die w6/32-induzierte EC-Aktivierung wurden mit den pharmakologischen Substanzen Co-
PPIX und Pravastatin untersucht.

Durch die Stimulation der HO-1-Aktivitdt mit CoPPIX oder einem Statin in EC ist es gelungen die w6/32-

induzierte CD62E-Expression gegentiber der Kontrolle zu reduzieren.
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Die Quantifizierung des Transkriptoms der EC erfolgte nach einer 24-stiindigen Inkubation mit CoPPIX
oder Pravastatin, gefolgt von der w6/32-Stimulation. Es zeigte sich eine signifikante Reduktion der
CD62E-mRNA in CoPPIX-behandelten Zellen nach 18 und 24 Stunden Antikoérperstimulation. Bei den
statinbehandelten Zellen konnten dhnliche Effekte beobachtet werden. Hier kam es bereits nach sechs
und 12 Stunden Antikérperstimulation zu einer signifikanten Reduktion der CD62E-Transkrption.

Die Aktivierung der HO-1 durch CoPPIX oder das Statin zeigte ihre vorteilhaften Auswirkungen auch
auf Proteinebene. Die Quantifizierung der Oberflachenabundanz von CD62E offenbarte eine Reduktion
in beiden Experimentalansatzen um die Halfte.

Von anderen Arbeitsgruppen konnte die Aktivierung von EC ebenfalls durch eine Behandlung mit Sta-
tinen verhindert und eine geringere CD62E- und ICAM-1-Expression beobachtet werden (Meroni,
Raschi et al. 2001). Die gezielte Induktion der HO-1 wurde bereits in Zellkulturexperimenten unter-
sucht. Hier resultierte die Stimulation mit dem Him-Analogon CoPPIX in einer HO-1 Aktivierung. Ahn-
liche Einfllsse auf die HO-1 konnten auch fiir Statine nachgewiesen werden, da deren antiinflamma-
torischen Eigenschaften durch eine induzierte HO-1 Expression vermittelt werden (Grosser, Hemmerle
et al. 2004, Loboda, Jazwa et al. 2005). Statine vermitteln eine Vielzahl pleiotroper Effekte, die sich
teilweise durch die HO-1-vermittelten Beobachtungen erklaren lassen.

Demgegeniiber stehen Studien, die eine Intensivierung der TNFa-induzierten-Expression von CD62E,
VCAM-1 und ICAM-1 nach Statinstimulation zeigten (Schmidt, Goepfert et al. 2002). Diese teils wider-
sprichlichen Ergebnisse werden moglicherweise durch die unterschiedlichen Zelltypen, die verwende-
ten Stimuli und Statine erklart.

Es wurden bereits weitere Signalwege im Zusammenhang mit der HO-1 und einer EC-Aktivierung be-
schreiben, die unabhangig von einer Antikorperstimulation sind. Beispielsweise ist bekannt, dass der
Eisenmetabolismus der EC Auswirkungen auf die Expression von Adhdsionsrezeptoren auf der Ober-
flache hat. Die HO-1 stellt das zentrale Enzym des Eisenmetabolismus dar und deren experimenteller
Knockdown resultiert neben einer Amplifizierung der CD62E-Expression auch in einer vermehrten
VCAM-1- und ICAM-1-Expression der EC (Seldon, Silva et al. 2007).

Die Auswirkungen der HO-1-Expression auf die Homodostase der EC wurden in der vorliegenden Arbeit
mit einem si-RNA-induzierten Knockdown untersucht. Der erfolgreiche HO-1-Knockdown wurde so-
wohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene verifiziert. Die Reduktion der HO-1-mRNA war bereits nach
24 Stunden zu beobachten, wahrend die Proteinexpression erst nach 36 Stunden eine signifikante Ab-
nahme erreichte, jedoch hielten beide Effekte fiir mindestens 48 Stunden an.

Dementsprechend wurden die Effekte des HO-1-Knockdowns auf die Adhasion und Transmigration der
Monozyten 24 Stunde nach dem Knockdown untersucht. Hierbei zeigte sich interessanterweise, dass
der HO-1-Knockdown in EC bereits in Abwesenheit der w6/32 Stimulation eine Zunahme der Adh&sion

und Transmigration von Monozyten induzierte. Dies zeigt, dass eine suffiziente HO-1 Expression
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obligatorisch fir die Aufrechterhaltung der endothelialen Homdoostase ist und einen proinflammatori-
schen Status der EC verhindert.

Ahnliche Ergebnisse konnten auch fiir die HO-1 im Zusammenhang mit anderen proinflammatorischen
Stimuli erzielt werden. Es wurden bereits Resultate erzielt, die zeigen, dass ein si-RNA-induzierter HO-
1-Knockdown ebenfalls zu einer Verstarkung der LPS-induzierten proinflammatorischen Effekte fihrt
(Lee, Park et al. 2019). Im Gegensatz dazu inhibiert die gezielte Uberexpression der HO-1 in EC die TNF-
a-induzierte-Expression von CD62E und VCAM-1 (Soares, Seldon et al. 2004).

Gestlitzt werden diese Beobachtungen durch die Auswirkungen einer HO-1-Defizienz im lebenden Or-
ganismus. Homozygote HO-1-Knockout Mause unterscheiden sich bis zu einem Alter von ungefahr
zehn Wochen nicht von Wildtyp-Mausen, entwickeln danach allerdings eine ausgepragte Anamie, was
auf ihren gestorten Eisenmetabolismus zuriickzufiihren ist. HO-1-Knockout Mause sind im Erwachse-
nenalter deutlich kleiner, leiden unter chronischen Entziindungen und haben eine deutlich geringere
Lebenserwartung als gesunde Méause (Poss and Tonegawa 1997). Bei Menschen ist eine HO-1-Defizienz
nur sehr selten beschrieben, da es sich hierbei um schwerstkranke Patienten handelt, die meist nicht
alter als zwei Jahre werden. Diese Kinder leiden neben einer Andmie unter eine Leukozytose, Thro-
mozytose und einer persistierenden Endothelschadigung (Yachie, Niida et al. 1999).

Die w6/32-induzierte Adhasion und Transmigration von Monozyten konnten durch den HO-1-Knock-
down weiter verstarkt werden. Hierbei zeigte sich, dass die Reduktion der HO-1 in EC und eine an-
schlieRende w6/32-Antikorperstimulation zu einer signifikanten Zunahme der adhérierten und trans-
migrierten Monozyten flhrte. Diese Effekte konnten der dezimierten HO-1-Konzentration zugewiesen
werden, da die Adhasion und Transmigration der Monozyten bei antikérperstimulierten EC ohne HO-
1 Knockdown geringer waren.

Die Relevanz der HO-1 im Zusammenhang mit einer w6/32-induzierten EC-Aktivierung konnte durch
die Experimente mit dem HO-1-Aktivatoren CoPPIX und Pravastatin bestatigt werden. Die Stimulation
mit CoPPIX verursachte eine Reduktion der antikérperinduzierten Adhasion und Transmigration. Kon-
kordant dazu machten sich die Statinbehandlung durch eine verminderte Anzahl an adharierten und
transmigrierten Monozyten bemerkbar.

Diese Ergebnisse stehen in Einklang mit der Arbeit von Prasad et al, die zeigen konnten, dass Lovastatin
die TNF-a-induzierte Adhdsion von Monozyten an Endothelzellen verringert. Lovastatin inhibiert die
Aktivierung der Phosphoinositol-3 Kinase in EC, was zu einer reduzierten Phosphorylierung der Akt-
Kinase fiihrt. Die Suppression dieses Signalweges flihrt zu einer geringeren Expression der Adhasions-
rezeptoren VCAM-1 und CD62E nach einer Stimulation der EC mit TNF-a und erklart die beobachteten
Effekte der Adhéasions-Assays. Darliber hinaus wird durch die Statinbehandlung auch der NF-kB-Signal-

weg herunter reguliert (Prasad, Giri et al. 2005). Dieser Signalweg ist in die DSA-induzierte Aktivierung
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von EC involviert und vermittelt teilweise die anti-HLA-I-Antikorper Effekte (Thomas, Valenzuela et al.

2015).

5.2 HO-1 reduziert Auspragung der Transplantatvaskulopathie in vivo

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Modell der allogenen Aortentransplantation in Mdusen in der Ar-
beitsgruppe etabliert, um den Einfluss der HO-1 auf die anti-MHC-I-antikorpervermittelte TV in vivo zu
untersuchen. Bei diesem Modell erfolgte die Transplantation eines Teils der thorakalen Aorta einer
Balb/c Maus in die Aorta abdominalis einer Rag2-KO Maus. Rag2-KO Mause tragen einen Gendefekt
fir das Rag2-Gen und kénnen somit keine funktionalen T- und B-Zellen bilden (Shinkai, Rathbun et al.
1992). Aufgrund dieser Immundefizienz kommt es zu keiner akuten AbstoBungsreaktion gegen das
transplantierte Aortensegment. Durch die wochentliche Applikation des anti-MHC-I-Antikorpers SF1-
1.1 konnte in dem Transplantat eine TV induziert werden.

Die Kombination beider Mausstamme stellt einen MHC-I-Mismatch dar und wird haufig fir Tiermo-
delle zur Untersuchung von chronischen AbstoRungsreaktionen verwendet (Chhabra, Alsughayyir et
al. 2018, Lin, Gill et al. 2021).

Applikation eines anti-MHC-I-Antikorpers induzierte TV in vivo

Immunhistochemische Analysen der Transplantate von SF1-1.1-behandelten Mause zeigten eine deut-
lich ausgepragte Hyperplasie der Neointima und dadurch ein verringertes GefaRlumen. Die Neointima
bestand vornehmlich aus VSMC und es war deutlich die ungeordnete Struktur der Neointima zu erken-
nen. Diese Ergebnisse bestatigen die erfolgreiche Etablierung des allogenen Transplantationsmodell
mit einer experimentell induzierten TV, da DSA als Ursache einer initialen Schadigung des EC nach einer
Transplantation bereits identifiziert werden konnten (Rahmani, Cruz Rani et al. 2006). Im weiteren
Verlauf der Antikérperstimulation kommt es zu einer endothelialen Dysfunktion, resultierend in einer
Freilegung und einer Diskontinuitdt des endothelialen Monolayers mit dem Verlust der Barrierefunk-
tion des Endothels. Die Migration der VSMC in die Neointima und deren dortige Proliferation férdern
die Auspragung der Neointima und die Reduktion des Gefalllumens. Der Verlust der endothelialen In-
tegritat, die Produktion von ECM und die Proliferation der VSMC fiihren zu einer weniger kompakten
und inhomogenen Struktur der Neointima (Drachenberg and Papadimitriou 2013).

Zu bemerken ist, dass sich auch in den Transplantaten der Mause in der Kontrollgruppe einen Neoin-
tima gebildet hatte. Diese war jedoch signifikant geringer als in den antikdrperbehandelten Mausen.
Ursachlich hierfiir ist eine Aktivierung der Endothelzellen, wie sie durch die Kaltischamiezeit und die
Ischdmie-Reperfusions-Schadigung wahrend der Ex- und Implantationsphase verursacht werden.
Diese nicht-immunologischen Faktoren der EC-Aktivierung flihren ebenfalls zu einer Expression von
Adhéasionsrezeptoren auf EC und einer Rekrutierung von Leukozyten (Kayler, Srinivas et al. 2011,

Bharat and Kreisel 2018).
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Zusatzlich zu den Transplantaten wurden auch kurze Segmente der nativen Rag2-KO Aorten entnom-
men und morphometrisch begutachtet. Weder bei den SF1-1.1-behandelten noch bei den isotypbe-
handelten Mausen lieRen sich strukturelle Veranderungen der nativen GefaBwand beziehungsweise
des Endothels erkennen. Es wurde keine Ausbildung einer Neointima und somit auch keine Reduktion
des Gefalllumens beobachtet.

Dies spricht dafiir, dass der SF1-1.1-Antikérper spezifisch an die MHC-I-Molekiil H-2k? auf der Oberfla-
che der EC, die das Transplantat auskleiden, gebunden hat. Die EC der Rag2-KO Mause exprimieren
den MHC-I-Haplotyp H-2k? und wurden daher nicht durch den SF1-1.1-Antikérper gebunden und akti-
viert. Der regelrechte Aufbau der GefaBwand der nativen Rag2-KO Aorta belegte dariiber hinaus, dass
es durch die Antikorperapplikation zu keiner systemischen Reaktion kam, die Auswirkungen auf das
gesamte Gefallsystem der Mause gehabt hatte.

Dies konnte auch durch das Monitoring der Gewichtsentwicklung der Mause wahrend des 30-tagigen
Experiments bestatigt werden. Beide Behandlungsgruppen wiesen eine kontinuierliche Zunahme ohne
gruppenspezifische Unterschiede auf. Dies deutete ebenfalls darauf hin, dass es zu keiner systemi-

schen Inflammation in den Mausen im Zuge der Antikdrperbehandlung gekommen ist.

Ein weiteres Kennzeichen der TV ist neben der de novo Synthese von DSA und einer Neointima auch
die Ausbildung eines monozytdren Infiltrates in der GefaBRwand des Transplantats (Grandaliano,
Gesualdo et al. 1997, Smith, Banner et al. 2011).

Fir die Quantifizierung des monozytdren Infiltrats wurden die transmigrierten und zu Makrophagen
ausdifferenzierten Monozyten immunbhistologisch gefarbt. Es zeigte sich, dass die Behandlung mit dem
SF1-1.1-Antikoérper zu einer signifikanten Akkumulation von Makrophagen in der GefaBwand der
Transplantate fiihrte. Wahrend eine akute AbstoBungsreaktion hauptsachlich durch T-Zellen vermit-
telt wird, sind Makrophagen die vorherrschende Zellpopulation in der GefdBwand bei einer chroni-
schen TV (Bergler, Jung et al. 2016). Getriggert durch die Transplantation werden Monozyten aus dem
Knochenmark und der Milz in die Blutzirkulation rekrutiert (Hsiao, Fernandez et al. 2018). Uber ver-
schiedene Zytokin-und Chemokingradienten werden diese in das Transplantat gelockt und transmig-
rieren in die GefaBRwand. Dort differenzieren sie zu proinflammatorischen Makrophagen oder DC aus
und intensivieren die AbstoBungsreaktion (Zhuang, Liu et al. 2016).

Die GroRe dieses monozytaren Infiltrates korreliert mit dem serologischen Nachweis der DSA und kann
daher als diagnostischer Marker fiir die Ausprdagung der TV in der klinischen Routine angewendet wer-

den (Xu, Collins et al. 2014).
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HO-1 vermittelt protektive Effekte gegeniiber der antikdrperinduzierten TV

Die in vitro Versuche haben erstmals gezeigt, dass die antikdrpervermittelten Effekte auf die Interak-
tionen zwischen EC und Monozyten sensitiv gegenliber einer HO-1-Aktivierung sind. Sowohl Adhasion
als auch Transmigration der Monozyten konnten durch die Behandlung der EC mit dem HO-1-Aktivator
CoPPIX oder einem Statin reduziert werden. Dementsprechend wurden diese Substanzen auch in dem
Mausmodell auf die Entwicklung einer TV untersucht. Additiv zu der SF1-1.1-Antikérperapplikation
wurden den Mausen ein Statin kontinuierlich Gber das Trinkwasser zugefiihrt. In dieser Versuchs-
gruppe zeigte sich eine signifikante Reduktion der Neointima und eine geringere Anzahl an Makropha-
gen in der GefaBwand im Vergleich zur Kontrollgruppe.

Die Guidelines der Internationalen Gesellschaft fiir Herz- und Lungentransplantation empfehlen eine
niedrig dosierte Statintherapie nach einer Transplantation (Costanzo, Dipchand et al. 2010). Aufgrund
von befilirchteten Wechselwirkungen mit einer immunsupprimierenden Therapie, liegt die empfohle-
nen Statindosis hierbei deutlich unter der, die bei der Behandlung einer Hyperlipidamie eingesetzt wird
(Wiggins, Saseen et al. 2016). Eine monozentrische, retrospektive Studie belegt, dass die Gabe einer
hoheren Statindosis nach einer Herztransplantation mit einem verringerten Aufkommen von schweren
kardiovaskularen Ereignissen assoziiert ist (Golbus, Adie et al. 2020). Die Studie macht allerdings keine
Aussage dazu, ob die beobachteten Effekte der Statine aufgrund der reduzierten Cholesterolwerte
oder der immunmodulatorischen Mechanismen zu Stande kamen. Dartiber hinaus wurden die Statin-
dosis und der LDL-Cholesterinwert als Konfounder identifiziert.

Ob die protektiven Effekte des Statins in der vorliegenden Arbeit den HO-1- oder andere antiinflamm-
atorische Signalweg involviert, lasst sich mit den vorliegenden Daten nicht abschlieBend klaren. Um
diese Frage zu beantworten, miissen mRNA-Analysen oder einer direkten Messung der enzymatischen
HO-1-Aktivitat in dem entsprechenden Gewebe dies verifizieren (Konrad, Knausberg et al. 2016).

Ein Hinweis auf die kausalen Effekte der HO-1 auf die Reduktion der TV lieferte die Gruppe der CoPPIX-
behandelten Mausen. Die gezielte Aktivierung der HO-1 fiihrte bei diesen Mausen zu einer signifikan-
ten Reduktion der Belastung durch eine TV.

Einen weiteren neuen Beleg fiir den protektiven Einfluss des HO-1-Signalwegs auf die Auspragung der
TV stellen die Ergebnisse der CORM-Gruppe dar. Das hier verwendete CORM-401 ist ein (iber einen
langeren Zeitraum kontinuierlich CO-freisetzendes Molekiil, das in DMSO gel6st den Mausen verab-
reicht wurde. CO ist ein Metabolit der HO-1-Stoffwechsels und vermittelt durch die Integration in an-
dere Signalkaskaden antiinflammatorischen Eigenschaften und inhibiert die Aktivierung der EC
(Otterbein, Bach et al. 2000, Keshavan, Deem et al. 2005). Als Gas kann CO frei durch Membranen
diffundieren und schnelle Effekte auch intrazelluldr vermitteln (Motterlini and Otterbein 2010).

Das Gber CORM-401 freigesetzte CO fiihrte in den Mausen zu einer signifikanten Reduktion der expe-

rimentell induzierten Neointima und gleichzeitig zu einem kleineren monozytiren Infiltrat. Uber die
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Exozytose proinflammatorischer Zytokine, beispielsweise PDGF, TGF-B und IL-1 sind Makrophagen fir
die Migration der VSMC mit verantwortlich (Hutchinson 2000). Dadurch verstarkt das monozytare In-
filtrat die neointimale Hyperplasie und treibt die Verringerung des GefaRlumens und damit die Aus-
pragung der TV voran. Effekte, die durch die antiinflammatorischen Eigenschaften des CO unterbun-
den werden.

Ein weiterer postulierter Mechanismus fiir die protektiven Effekte des CO im Zusammenhang mit einer
TV betrifft die Homodostase der VSMC. Im Zuge einer Transplantation kommt es zu Mobilisierung ver-
schiedener Vorlduferzellen aus dem Knochenmark, die in das Transplantat einwandern. Dazu gehoéren
auch Vorlduferzellen der VSMC. In einem allogenen Transplantationsmodell in Mdusen konnte gezeigt
werden, dass die Applikation von CO die Differenzierung der Vorlauferzellen zu VSMC inhibiert und
somit zu einer Reduktion der Neointima fuhrt (Sakihama, Lee et al. 2021).

Anti-MHC-I-Antikorper induziert CD62E-Expression der VSMC

In den Zellkulturexperimenten zeigte sich, dass es durch die Stimulation der EC mit dem Antikorper zu
einer gesteigerten CD62E-Expression der EC kommt. Sowohl die antikérperinduzierte Adhasion als
auch Transmigration der Monozyten konnte durch den Einsatz eines CD62E-blockierenden Antikérpers
verringert werden. Um festzustellen, ob die Applikation des anti-MHC-I-Antikdrpers in vivo eine
CD62E-Expression der EC induziert, wurde an den Gefrierschnittpraparaten der antikérper- und iso-
typbehandelten Mausen eine CD62E/EC-Doppelfarbung angefertigt. Die EC wurden anhand des von-
Willebrand-Faktors (VWF) visualisiert. Hierbei zeigte sich kein Unterschied in der Anzahl der
CD62E*/VWF* doppeltpositiven Zellen in der SF1-1.1-behandelten Gruppe im Vergleich zur Kontrolle.
In beiden Gruppen war lediglich der innerste Bereich, der die Neointima zur Zirkulation hinabgrenzt,
vWF* positiv und wurde damit als EC klassifiziert. Diese liegt moglicherweise daran, dass die antikor-
perinduzierte Proliferation der EC deutlich geringer ausfallt als erwartet. Die Immunfluoreszenzauf-
nahmen der Transplantate zeigten, dass es auch bei einer Neointima zu der Bildung eines EC-Kompart-
ments kommt, dass das GefaR zur Zirkulation abtrennt, sich aber nicht liber die komplette Neointima
erstreckt.

Die Neointima, die im Zuge einer TV entsteht, wird vornehmlich durch VSMC gebildet. Die VSMC mig-
rieren aus der Media, beginnen zu proliferieren und produzieren groRe Mengen an ECM, wodurch sich
die Neointima bildet (Wadey, Lopes et al. 2018). Dies wiirde erkldaren, warum nur wenige CD62E*/vVWF*
doppeltpositiven Zellen in diesem Bereich zu finden waren.

Auffallig war, dass dennoch ein flachiger CD62E*-positiver Bereich auf den fluoreszenzmikroskopischen
Bildern zu sehen war. Dieser Bereich erstreckte sich auf die Neointima und die Media der Gefalle.
Dementsprechend wurde eine CD62E/VSMC-Doppelfarbung durchgefiihrt. Hierbei zeigte sich eine sig-
nifikante Zunahme der CD62E-Expression der VSMC in der GefaBwand von SF1-1.1-behandelten Mau-

sen.
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Eine mogliche Erklarung fir die Diskrepanz zwischen den in vitro und in vivo Ergebnissen kénnten die
unterschiedlichen Zeitpunkte der CD62E-Quantifizierung gewesen sein. Die Antikdrperstimulation der
EC, wie sie in den in vitro Experimenten erfolgte, stellt den initialen Schritt der EC-Aktivierung dar.
Dieser steht am Beginn einer TV. Die Quantifizierung der CD62E-Expression in den Mausen fand hin-
gegen zu einem Zeitpunkt einer fortgeschrittenen TV statt. Sicherlich ware es interessant zunachst in
vitro nachzuweisen, ob eine anti-MHC-Antikérperstimulation die CD62E-Expression auch in VSMC in-
duzieren kann.

In einem murinen Transplantationsmodel konnte die Auspragung der experimentell induzierten TV
durch Applikation von Triptolid reduziert werden. Das antiinflammatorische Medikament verhinderte
die Migration und Proliferation von VSMC. Gleichzeitig wurde allerdings auch die Anzahl der transmi-
grierten Leukozyten und die Expression proinflammatorischer Zytokine unterbunden (Luo, Liao et al.
2020). Ob die schwachere Auspragung der TV der verminderte Neointima aufgrund der Hemmung der
VSMC zu zuschreiben ist oder durch die Vielzahl der weiteren antiinflammatorischen Effekte von Trip-
tolid verursacht wurde, lasst sich hier nicht sagen.

CD62E-Blockade reduziert Auspragung der anti-MHC-I-Effekte

Sowohl die Zellkulturexperimente als auch das Mausmodell legten die Vermutung nahe, dass die
CD62E-Expression einen Einfluss auf die antikérperinduzierten Interaktionen zwischen den Monozyten
und den Zellen der Neointima hat. Daher wurde simultan zu den Zellkulturexperimenten eine CD62E-
Blockade auch in vivo durchgefiihrt und deren Auswirkungen auf die Auspragung der Neointima und
des monozytaren Infiltrats untersucht. In den immunhistologischen Analysen konnte erstmals gezeigte
werden, dass die CD62E-Blockade eine signifikante Reduktion der Transplantat-infiltrierenden Makro-
phagen verursachte. Dies resultierte auch in einer verringerten Neointima, wobei der Unterschied
keine Signifikanz erreichte. Dies ist ein moglicher Hinweis, dass Makrophagen ein Treiber der TV sein
kénnten.

Durch die pharmakologische Depletion von Makrophagen lie sich in einem Mausmodell die Auspra-
gung der TV bereits um 70 % reduzieren (Kitchens, Chase et al. 2007). Dies war nicht auf die fehlende
Phagozytose der Makrophagen zurlickzufiihren, da die alleinige Hemmung der Phagozytoseaktivitat
keine Auswirkungen auf die Ausprdagung der TV hatte. Des Weiteren hatte die Depletion der Makro-
phagen lediglich zu Beginn der TV-Entwicklung positive Effekte. Erfolgte die Depletion zu einem spéte-
ren Zeitpunkt der TV, hatte dies keine Auswirkungen mehr auf deren Auspragung. Dies spricht dafir,
dass Makrophagen vor allem zu Beginn einen starken Einfluss auf die Entwicklung der Erkrankung ha-
ben. Ob in dieser Arbeit ein kausaler Zusammenhang zwischen der GroRe des monozytaren Infiltrats
und der Auspragung der Neointima oder lediglich eine Korrelation besteht, und in wieweit die HO-1
darin involviert ist, muss mit weiteren Experimenten untersucht werden. Moglicherweise verhindert

eine HO-1-Aktivierung nicht nur die Transmigration in das Gewebe, sondern hemmt auch die
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Proliferation und Aktivitat der Leukozyten vor Ort. Dies liele sich mit einer Induktion der HO-1 zu ei-
nem spateren Zeitpunkt der TV ermitteln. Mit der induzierten Depletion von Monozyten zu einem
Zeitpunkt einer erst mild ausgepragten TV kann geklart werden, ob diese Zellpopulation ein Treiber
oder nur ein Nebeneffekt der TV ist. Ob die Zunahme des Makrophagengehalts allerdings durch eine
gesteigerte Transmigrationskapazitdt der Monozyten aus dem Blut oder durch die Proliferation von
gewebsresidenten Makrophagen zustande kam, lasst sich hierbei nicht differenzieren.

Anzumerken ist, dass Monozyten beziehungsweise Makrophagen, nicht die einzige Leukozytenpopu-
lation ist, die im Zusammenhang mit einer TV eine tragende Rolle spielt. Durch das Binden der DSA an
EC werden Zellpopulationen angelockt, die auf ihrer Oberflache Fcy-Rezeptoren exprimieren. Dazu
zahlen neben Monozyten auch NK-Zellen. Unabhéangig von einem funktionierenden Komplementsys-
tem vermindert ebenso die Depletion der NK-Zellen die Ausbildung einer Neointima bei einer experi-
mentellen antikérperinduzierten TV (Hirohashi, Chase et al. 2012). Ahnlich wie bei den Makrophagen
korrelierte auch hier in einer klinischen Studie die Anzahl der in das Transplantat transmigrierten NK-
Zellen mit einem schlechteren Organiiberleben (Yazdani, Callemeyn et al. 2019).

Dies kdnnte eine Erklarung dafiir sein, warum die CD62E-Blockade, zwar das monozytére Infiltrat re-

duzierte die Neointima aber nicht auf die GroRe der Kontrollgruppe verringerte.

5.3 Schlussfolgerung und Ausblick

Bereits heute lbersteigt die Zahl der fiir eine Transplantation bendtigten Organe die der zur Verfligung
stehenden Organe. Der Fokus der wissenschaftlichen Forschung muss daher auf einer Verlangerung
der Uberlebenszeit eines transplantierten Organs liegen. Um in diesem Bereich weiter Fortschritte zu
machen, missen die zugrunde liegenden Mechanismen, die zu einem Funktionsverlust des Transplan-
tats fihren, besser verstanden werden. Dazu gehort es auch, die Entstehung und Entwicklung der TV
weiter zu untersuchen, um mogliche therapeutische Interventionen zu testen und in der klinischen
Routine zu implementieren. In der hier vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass das antiin-
flammatorische Enzym HO-1 eine Rolle bei der Behandlung einer TV spielen kann. Durch den Einsatz
pharmakologischer Substanzen, die erwiesenermafen die Aktivitdt und Expression der HO-1 induzie-
ren, konnten die Kennzeichen einer TV reduziert und die inflammatorischen Prozesse verlangsamt wer-
den. Die Frage, ob dies tatsachlich auf die HO-1 direkt zurtick zu fiihren ist, bleibt dabei offen.

Die Behandlungen mit CoPPIX oder dem Statin erfolgte in diesem Modell systemisch. Fiir eine Uberex-
pression der HO-1 exklusiv in dem Gewebe des Transplantats bietet sich der Einsatz von Alignat-Hyd-
rogel-Polymeren an. Diese Polymere werden bereits eingesetzt, um zielgerichtet AAV-Vektoren zu
transfizieren und eine Uberexpression spezifischer Gene zu erméglichen (Remes, Basha et al. 2021).

Auch konnten fir den HO-1 Metaboliten CO in dieser Arbeit protektive Effekte gegeniiber einer TV
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nachgewiesen werden. Um dieses Gas als eine therapeutische Intervention im klinischen Alltag zu im-

plementieren, sind weitere Studien zu dessen Konzentration und Sicherheit erforderlich.

Darliber hinaus gilt es auch den Beitrag der verschiedenen Zellpopulationen auf die Entwicklung einer
TV weiter zu untersuchen und die gegenseitige Beeinflussung durch die Produktion l6slicher Signal-
stoffe zu verstehen. Mittlerweile wurde im Zusammenhang mit Nierentransplantationen nachgewie-
sen, dass DSA nicht nur an die EC des Transplantats binden und dort proinflammatorische Signalwege
initiieren. Patienten, die nach einer Nierentransplantation DSA und eine AbstoRungsreaktion entwi-
ckelten, hatten ein 2,5-fach erhhtes Risiko kardiovaskuldre Komplikation, wie Schlaganfall, oder Herz-
infarkt, zu erleiden (Loupy, Vernerey et al. 2015). Die pathophysiologische Veranderung der vaskularen
Strukturen von Transplanten sind somit nicht der einzige Effekt, der durch DSA verursacht wird, viel
mehr scheinen sie auch systemische Auswirkungen zu haben. Vermutlich werden diese Effekte durch
proinflammtorische Zytokine vermittelt, die lokal im transplantierten Gewebe exozytiert werden und

zu einer Inflammation des gesamten GefaRsystems fiihren.

Die Ursache der meisten kardiovaskularen Ereignisse ist eine bestehende Atherosklerose, eine chroni-
sche Entziindung der GefdBwand (Libby and Hansson 2015). Auch hier kommt es durch eine initiale
lokale Schadigung des Endothels zur Rekrutierung von Leukozyten in die GefaRwand (Hansson 2005).
Durch die Kombination des Mausmodells einer chronischen AbstoBung mit einem atherosklerotischen
Mausmodell ist es moglich, den Zusammenhang zwischen lokal aktiven DSA und der systemischen Er-

krankung Atherosklerose in vivo zu untersuchen.
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