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Systemische Sklerose ist eine seltene Erkrankung des rheumatischen Formenkreises. Sie ist
durch eine Trias aus Mikrovaskulopathie, chronischer Entziindung mit Autoimmunitdt und
Fibrose gekennzeichnet und betrifft die Haut sowie verschiedene innere Organe. Ihre genaue
Pathogenese ist noch unklar, sie kann jedoch als ein chronifizierter, pathologischer
Wundheilungsprozess verstanden werden, der zu iiberméfigen Ablagerungen von nicht
funktionsfahigem Bindegewebe fiihrt. Makrophagen sind gewebsstindige Immunzellen, die an
der Wundheilung beteiligt und in der Pathogenese der systemischen Sklerose impliziert sind.
Hierbei liegt ein spezifischer Makrophagenphénotyp vor, der sowohl proinflammatorische als
auch profibrotische Aspekte kombiniert. Wodurch dieser Phianotyp zustande kommt ist noch
unklar. Extrazelluldre Vesikel sind aus einer Lipiddoppelschicht bestehende Sphéren, die von
Zellen in den Extrazellulirraum sezerniert werden. Sie stellen eine Moglichkeit zur
Kommunikation zwischen Zellen dar und sind in verschiedenen physiologischen und
pathologischen Vorgingen involviert, von der Antigenprésentierung bis zur Metastasierung.
Extrazelluldre Vesikel kommen in diversen Biofliissigkeiten vor. Da von ihrer Fracht, unter
anderem Proteine und Nukleinséuren, Riickschliisse auf ihre Ursprungszelle und ihre Funktion
gezogen werden konnen, werden sie als potentielle Biomarker untersucht. Es gibt nur wenige
Studien zu Extrazelluliren Vesikeln aus Plasma in systemischer Sklerose, teilweise mit
widerspriichlichen Ergebnissen. Ihr Einfluss auf Makrophagen ist bisher unerforscht. Diverse
Plasmabestandteile haben eine dhnliche GroBe und Dichte wie extrazelluldre Vesikel und liegen
in deutlich héherer Konzentration vor, was die Aufreinigung extrazelluldrer Vesikel erschwert.

Ziel dieser Arbeit war, Methoden zu etablieren, mithilfe derer die Rolle extrazelluldrer Vesikel
in der systemischen Sklerose untersucht werden konnen, sowie erste Versuche zur
Beantwortung dieser Fragestellung durchzufiihren. Dazu wurden zuerst
Aufreinigungsmethoden verglichen. Extrazellulire Vesikel wurden aus Plasma und
bronchoalveoldrer Lavagefliissigkeit von Spendern mit systemischer Sklerose durch Size
Exclusion Chromatographie, Ultrazentrifugation und Ultrafiltration aufgereinigt. Die Giite der
Methoden wurde an der Vesikelkonzentration, gemessen durch Nano Tracking Analysis, und
der Proteinkonzentration, gemessen durch Bicinchoninsdure Test, bewertet. Als néchstes
wurden die extrazelluliren Vesikel quantifiziert und anhand ihrer Oberflichenantigene
charakterisiert. Die Antigene wurden durch Western Blot und zwei Sandwich Immuno-Assays,
das MACSPlex Exosome Kit und ExoView R100, analysiert. Zuletzt wurde der Einfluss
extrazelluldrer Vesikel auf Makrophagen untersucht. Hierfiir wurde ein Protokoll zur
Differenzierung von Makrophagen aus primidren Monozyten etabliert. Dann wurden
extrazelluldre Vesikel gefarbt und ihre Aufnahme durch Makrophagen durchflusszytometrisch
und fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Zum Schluss wurde ihr Effekt auf die
Antigenexpression und  Zytokinsekretion der  Makrophagen, gemessen  durch



Durchflusszytometrie, enzyme-linked immunosorbent assay und bead-based Immuno-Assay,
analysiert.

Von den verglichenen Methoden hat die Kombination aus Size Exclusion Chromatographie und
Ultrafiltration extrazelluldare Vesikel in der hochsten Konzentration und Reinheit aufgereinigt.
Die extrazelluldren Vesikel aus Plasma lagen in hoherer Konzentration vor, waren jedoch
kleiner als die aus bronchoalveolédrer Lavagefliissigkeit. In Plasma exprimierten sie vermehrt
Oberfldchenantigene, die fiir eine Abstammung von Endothelzellen, Thrombozyten, B- und T-
Zellen sprechen und die am Organotropismus und der transendothelialen Migration beteiligt
sind. In bronchoalveoldrer Lavagefliissigkeit hingegen exprimierten sie mehr Antigene, die auf
eine Abstammung von Epithelzellen und Antigen-prisentierenden Zellen hindeuten.

Die extrazelluldren Vesikel unterschieden sich nicht hinsichtlich ihrer Konzentration und Grof3e
zwischen Spendern mit systemischer Sklerose und Normalspendern. Es waren jedoch mehrere
der untersuchten Antigene in systemischer Sklerose iiberexprimiert, darunter Marker fiir T, B-
und NK-Zellen. Dies impliziert ihre Rolle in der Pathogenese von systemischer Sklerose und
bietet Ansitze fiir weitere Forschung.

Aus primdren Monozyten wurden Makrophagen differenziert, die entweder einen
proinflammatorischen oder einen profibrotischen Phianotyp hatten. Diese Makrophagen haben
fluoreszierende extrazellulire Vesikel aus Plasma aufgenommen. Dies hat zu einer erh6hten
zytoplasmatischen Komplexitét gefiihrt, auch Granularitit genannt. Auch haben extrazelluldre
Vesikel zu einer erhohten Expression von CD16 und Mer Tyrosinkinase, zwei Rezeptoren, die
an der Phagozytose beteiligt sind, sowie einer verringerten Sekretion des proinflammatorischen
Chemokins CXCL10 gefiihrt. Ebenfalls wurden zwei antagonistisch wirkende Zytokine, das
proinflammatorische IL-1B und der antiinflammatorische IL-1 Rezeptorantagonist,
heruntergeregelt. Es wurde jedoch nicht der fiir systemische Sklerose typische Phanotyp in
Makrophagen induziert.

Zusammenfassend wurden in dieser Arbeit mehrere Methoden zur Analyse extrazellulédrer
Vesikel sowie ihrer Wechselwirkungen mit Makrophagen etabliert. Aulerdem konnte gezeigt
werden, dass die Antigenexpression auf extrazelluldren Vesikeln in systemischer Sklerose
verdndert ist. Die genaue Rolle dieser Antigene in der Pathogenese der Krankheit ist noch
unbekannt, jedoch implizieren sie T-, B-, und NK-Zellen und die bieten weitere Ansitze, um
systemische Sklerose zu erforschen. Auch stellen diese verdnderten extrazelluldren Vesikel
potentielle Biomarker dar, die in Zukunft zu diagnostischen und prognostischen Zwecken
verwendet werden konnten. Die Extrazelluliren Vesikel aus Plasma haben in diesem
Makrophagenmodell keinen fiir systemische Sklerose typischen Phanotyp induziert. Sie treten
jedoch mit den Makrophagen in Kontakt und 16sen Verdnderungen in ihnen aus, die zukiinftig
weiter erforscht werden miissen.



