Aus der Medizinischen Universitatsklinik und
Poliklinik Tlbingen
Abteilung Innere Medizin |11

Schwerpunkt: Kardiologie und Kreislauferkrankungen

Die Wirkung von HMGBL1 auf die Interaktion von Thrombozyten
und Monozyten in Survival-, Migrations- und Phagozytose-Assays

Inaugural-Dissertation
zur Erlangung des Doktorgrades
der Medizin

der Medizinischen Fakultat
der Eberhard Karls Universitat
zu Tubingen

vorgelegt von

Graef, Philipp

2019



Dekan: Professor Dr. I. B. Autenrieth

1. Berichterstatter: Professor Dr. M. P. Gawaz
2. Berichterstatter: Professor Dr. C. P. Berg

Tag der Disputation: 15.03.2019



Meiner Familie

,,Da es sehr forderlich fiir die Gesundheit ist,
habe ich beschlossen, gliicklich zu sein.*

Voltaire



Aus Griinden der besseren Lesbarkeit wird in der Dissertationsschrift das generische Maskuli-
num verwendet. S&mtliche Personenbezeichnungen gelten gleichermalien

fur Frauen und Manner.



Inhaltsverzeichnis V

Inhaltsverzeichnis
I ADDIAUNGSVEIZEICANIS.....ceiieii e Vil
[T ADKUrZUNGSVEIZEICANIS ...ttt nneas IX
IR ] =T 0 T PSSP 1
L. TRIOMDOSE. ...t sttt et e e ne e st et e e ne e be et aneenne s 2
1.2 MYOKAIAINTAIKL. ..o bbb 6
1.3 HMGBL1 und sein Einfluss auf die Pathophysiologie kardiovaskuldrer Krankheiten.... 11
1.4 Therapie kardiovaskularer Krankheiten ............cccooviviiiiiieiicie e 18
SR 1= o (< N oL | SRR 22
2 Material Und METhOUEN ........oouiiiiicieee e 24
2.1 IMALEITALIEN ..ottt bbbttt et bt neas 24
0 |V, 1 oo =] o SRR 37
2.2.1 Monozyten (Kultivierung und ISOIIErUNG) ......c.ccveiiieiiiiesice e 37
2.2.2 HT-22-Zellen (Kultivierung und ISOLErUNQG) ......cooovvevieiieiieiesee e 39
2.2.3 Thrombozyten-1SOIIEIUNG ........coviiiieieee e 39
2.2.4 APOPLOSE-ASSAY ...veiirrrieirrieeisiieesiieesseteastatsateteabee e st e e e st e e ab e e e e e e e e e e e e e nara s 41
2.2.5 MIQratiONS-ASSAY .....eciveerriireeteiieitesteeeesteesteaaesseesteaeesteeaseasesseesseesesssesseensesseesres 42
2.2.6 PNAgOZYIOSE-ASSAY ... .evitiieriisiisieaiiesieie ettt sttt ettt bbbt 44
2.2.7 Durchflusszytometrie mittels FACS (flluorescence-activated cell sorter)............. 44
2.2.8 Gelelektrophorese und Western BIOt ............ccoeiiiiiiiciiccece e 48
2.2.9 StatiStiSCNE AUSWEITUNG ....cviiiiiiitiiiieiieie et 52
S EFQEDNISSE ...ttt e aa e be et e e e e teenrearaere e 53
3.1 MIQrAtiONS=ASSAY .....cveirieireerieitieiteeteseesteesteseesteeeesteesteessessaesteessesraesseesseaseesteenseaseenseans 53
3.1.1 Migrations-Assay VErsuChSreine 1.1 ..o 53
3.1.2 Migrations-Assay VErsuChSIeiNe 1.2 .........cccvoveiiiiieie e 55
3.1.3 Migrations-Assay Versuchsreing 1.3 .........coovoveiiiiiiic e 56
3.1.4 Migrations-Assay VErsuChSreine 2.1 .......ccoovveiiiiniiinieeiese e 57
3.1.5 Migrations-Assay VErsUChSIINE 2.2 .........cccvivueiiiiieie e 59
3.2 SUNVIVAIFASSAY ....ecuvieeeiitieite ettt ettt et et e et e e ae e saeessesraenteesaeareesteeseesseenneans 61
3.2.1 Survival-Assay VersuChsreiNg 1 ..o 61
3.2.2 Survival-Assay VErsuChSreine 2.1 ........ooviiiiiiiiee et 64
3.2.3 Survival-Assay VErsUChSIEINE 2.2 ........covieiiiiie et 65
3.2.4 Survival-Assay Versuchsreing 2.3 ... 66
3.3 PRagOZYIOSE-ASSAY ......veeveiiiiieitie et ettt et st et e e b et et e aaearre s 68
3.3.1 Phagozytose-Assay Versuchsreing L.1.......ccocoooviiiiiiieiiii e 68

3.3.2 Phagozytose-Assay VErsuChSreing 1.2........ccooviiiniiiniiiieieie e 70



Inhaltsverzeichnis Vi

3.4 HMGBL-NACNWEIS......cuiiiiiiiiiieiieieie ettt 72
3.5 Zusammenfassung der ErgebniSSe ..o 76

4 DISKUSSION ..ttt b bbbt et et e e bbb e bbbt e b e et 77
I T T LA o o PSSRSO 77
TN V7 Y | OSSPSR 79
4.2.1 SUNVIVAl @llgEMEIN.....c.eiiicie ettt sre s 79
4.2.2 Survival mit Uberstand apoptotischer HT-22-Zellen...........cccoeeeeeeeeeeeenenee, 80

4.3 PNAQOZYLOSE-ASSAY ... .cveeueereenteiesteste sttt ettt ettt bbbt bt nb bbbt b e 81
4.4 HMGBL-NACNWEIS ......couiiiiiiiieiiesie sttt sttt bbb e e 83
4.5 HMGBL in verschiedenen Krankheiten ... 84
I R N T 0] 4] 10 - OO RRPRTURURTR 84
4.5.2 MYOKArdiNTarKL..........cccveiiiieiiece e nae e sne s 85

4.6 AUSDIICK ..ottt ettt bbb 86

5 ZUSAMMENTASSUNG ...ttt bbbttt b bbbt 88
B LItEratUurVerZEICNNIS. ....o.viii et b e bbb 90
7 Erklarung zum EQigenanteil............coooveiiiiiiiiiecce e 104

8 DANKSAGUND ...ttt bbb bbbttt bbbt 105



Abbildungsverzeichnis Vil

| Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1: Haufigste Todesursachen des Jahres 2015 in Deutschland.............c..ccccoevvennnne. 1
Abbildung 2: Die thrombozytenbedingte Bildung eines Thrombus an einer athero-
SKIEIOtISCHEN PIAGUE ......eecveeceee ettt e e e e sreeeeenes 3
Abbildung 3: Rolle der Thrombozyten im Rahmen des Akuten Koronarsyndroms.................. 4
ADbbildung 4: Die NET-FreiSEtZUNG ......ccvoiiiiiiiiiiieieeeeee s 5
Abbildung 5: Thrombozyten-Adhésion an die Endothelzelle............cccccoooveviiiiiciccc e 9
Abbildung 6: Durch Thrombozyten induzierte Endothel-Entzindung..........ccccceevvevveieiiennn. 10
Abbildung 7: Die Leukozyten-Adh&sionskKaskade ..............coeiiiiiiiieieiicsese e 10
Abbildung 8: Struktur des menschlichen HMGBL ...........cccoooiiiiiiiiiie e 12
Abbildung 9: Die verschiedenen durch HMGBL1 eingeleiteten TLR-Signalwege zur Frei-
SELZUNG VON ZYLOKINEN ...ttt ettt et sre e s aeeeesreesteenteaneenres 15
Abbildung 10: Uberblick tiber den TLR-SIgNAIWEG ...........ccccvevevrieueiiereiiecreeeeiesese e 15
ADbbIldung 11: HMGBIL-INEraktioN ......cc.ooviiiiiiiiiiieieiees s 16
Abbildung 12: Myokardinfarkt mit ST-Hebung vor, wahrend und nach einer perkutanen
KOTONAMNTEIVENTION ....cviiee sttt sttt bbbt ne et neas 19
Abbildung 13: Coronary artery bypass graft SUFgEIY .........cccooeririerieiieiesese e 20
Abbildung 14: Struktur des 1gG-MOIEKUIS...........ccooiiiiiiiie e, 34
Abbildung 15: Thrombozytenaktivierung durch ADP (bzw. Thrombin) .........c.ccccoovveiiinennn. 36
Abbildung 16: Auftrennung des Buffy Coat nach erstem Zentrifugationsschritt..................... 37
Abbildung 17: Schaubild der einzelnen methodischen Schritte des Apoptose-Assays............ 43
Abbildung 18: Boyden chamber AUfDaU............cooiiiiiii e, 44
Abbildung 19: Laserbestrahlung einer einzelnen Zelle............c.cocooeiieiiiii i 45

Abbildung 20: Schaubild zur Veranschaulichung des FACS (fluorescence-activated cell

SOMTING)-PIINZIPS ....eteitiittit ettt bbbt e bbbt bbbt be e 46
Abbildung 21: Analyse der DurchflusSZytOmMetrie..........cocoiiiiiiiinieeee e, 47
Abbildung 22: Western Blot-,,Sandwich* zur Ubertragung der Proteine vom Gel auf die Blot-
IMIBIMIBIAN .t e bbbt 49
Abbildung 23: Migrations-Assay, Versuchsreine 1.1 .........c.ccooviiiriiiiienenese e, 54
Abbildung 24: Migrations-Assay, Versuchsreine 1.2 .........c.ccocvvviiiiienene e, 55
Abbildung 25: Migrations-Assay, Versuchsreine 1.3 ..........cccoovi i 56
Abbildung 26: Migrations-Assay, Versuchsreing 2.1 .........ccccoovviiiiiie s 58

Abbildung 27: Migrations-Assay, Versuchsreing 2.2 ...........ccocvvvviriiiinene e, 60



Abbildungsverzeichnis VIl

Abbildung 28:
Abbildung 29:
Abbildung 30:
Abbildung 31:
Abbildung 32:
Abbildung 33:
Abbildung 34:
Abbildung 35:
Abbildung 36:
Abbildung 37:

Survival-Assay, Versuchsreihe 1, Diagramm A .......cccoviieeiiiie e, 62
Survival-Assay, Versuchsreihe 1, Diagramm B .........ccccoovvviiiiiiieneeie e, 63
Survival-Assay, Versuchsreing 2.1 ........ccocvovveiiiiic i 64
Survival-Assay, VErsuChSreiNg 2.2 ........cccoeveveiieiieie e 65
Survival-Assay, VersuchsreiNg 2.3 ..o 67
Phagozytose-Assay, Versuchsreine 1.1 .....cccccooviieiininiiiesee s 69
Phagozytose-Assay, Versuchsreihe 1.2, Diagramm A .......c.ccccovveveiinneenenn 70
Phagozytose-Assay, Versuchsreihe 1.2, Diagramm B............cccoovevevieivenene, 71
HMGB1-Nachweis mittels Gelelektrophorese und Western Blot ................... 73

Fluoreszenz-Scan-Aufnahme des HMGB1-NachweiSes ........oovvveeveeeeeeeeeennnnn.. 74



Abkirzungsverzeichnis

Il AbkUrzungsverzeichnis

Abb. Abbildung

ABT ABT-737

AC Adenylylcyclase

ACE-Hemmer Angiotensin Converting Enzyme-Hemmer

ACD Acid-Citrate-Dextrose

Acr Bis Acrylamide/Bis-acrylamide

ACS Akutes Koronarsyndrom = acute coronary
syndrome

ADP Adenosindiphosphat

AMP Adenosinmonophosphat

ANOVA Varianzanalyse = analysis of variance

APS Ammoniumperoxodisulfat = Ammonium
Persulfate

ATP Adenosintriphosphat

BSA Bovines Serumalbumin

bspw. beispielsweise

bzw. beziehungsweise

ca. circa

CABG Koronararterien-Bypass-Operation = coro-
nary artery bypass graft surgery

CAMP cyclisches Adenosinmonophosphat = cyclic
adenosine monophosphate

CD Un@ergcheidungsgruppen = cluster of differ-
entiation

Col Kollagen = collagen

CRP collagen-related peptide




Abkirzungsverzeichnis

DAMP damage-associated molecular pattern

dest. destilliert

dL Deziliter

DMEM Dulbecco’s modified Eagle’s medium

DNA Desoxyribonukleinséure = Deoxyribonucleic
acid

ECSIT evolutionarily conserved signaling interme-
diate in Toll pathway

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure = ethylenedia-
mine tetraacetic acid

EKG Elektrokardiogramm

EPCs endotheliale VVorlauferzellen = endothelial
progenitor cells

et al. und andere

Fab Antigen-bindende Fragment eines Antikor-
pers = fragment antigen binding

FACS fluorescence-activated cell sorter

Fc kristallisierbares Fragment = crystallisable
Fragment

FITC Fluoresceinisothiocyanat = fluorescein
isothiocyanate

FSC Vorwartsstreulicht = forward scatter

g Gramm

G Guanosintriphosphat-bindendes Protein (G-
Protein)

GP Glycoprotein = glycoprotein

H20: Wasserstoffperoxid = hydrogen peroxide

HDL Lipoprotein hoher Dichte = high-density lip-

oprotein




Abkirzungsverzeichnis

Xl

HEPES 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazine ethanesul-
fonate

HMG-1 High-mobility group 1

HMGB1 High-mobility group box 1

ICD Internationale statistische Klassifikation der
Krankheiten und verwandter Gesundheits-
probleme = International Statistical Classi-
fication of Diseases and Related Health
Problems

Ig Immunglobulin (Antikdrper) = immunoglo-
bulin

IKK IxB-Kinase-Komplex = IkB kinase

IL Interleukine

INF Interferone

IRAK interleukin-1 receptor associated kinase

KCI Kaliumchlorid

KHK Koronare Herzkrankheit

L Liter

LDL Lipoprotein niedriger Dichte = Low-density-
Lipoprotein

LPS Lipopolysaccharide = lipopolysaccharide

m? Quadratmeter

MALP-2 Macrophage-activating lipopeptide-2

max. maximal

MCP-1 monocyte chemoattractant protein-1

MEKK1 mitogen-activated protein kinase kinase ki-
nase 1

mg Milligramm

mi Milliliter




Abkurzungsverzeichnis Xl

mm Millimeter

mM Millimolar

mmHg Millimeter-Quecksilberséule

MMP Matrix-Metalloproteasen

MPO Myeloperoxidase = myeloperoxidase

mV Millivolt

MyD88 Myeloid differentiation primary response 88

Na3-Citrat Natriumcitrat

NaCl Natriumchlorid

NaHCO3 Natriumhydrogencarbonat

NE neutrophile Elastase = neutrophil elastase

NEMO NF-xB essential modulator

NET neutrophile extrazellulare Fallen = neutro-
phil extracellular traps

NIK NF-xB-inducing kinase

NSTEMI Nicht-ST-Streckenhebungsinfarkt = non-ST-
segment-elevation myocardial infarction

PADA4 peptidylarginine deiminase 4

PAMP pathogen-associated molecular pattern

PaO2 Sauerstoffpartialdruck

PAR Protease-aktiver Rezeptor

PBMC mononukledre Zellen des peripheren Blutes
= peripheral blood mononuclear cells

PBS Phosphat-gepufferter Kochsalzlésung =
phosphate buffered saline

PCI Perkutane Kor_onarintervention = percutane-
ous coronary intervention

PDVF Polyvinylidenfluorid




Abkurzungsverzeichnis Xl

pH potentia hydrogenii

PRR pattern recognition receptors

PSGL-1 P-Selektin Glykoprotein-Ligand-1

RAGE receptor for advanced glycation end
products

rHMGB1 rekombinantes high-mobility group box 1

RNA Ribonukleinsdure = ribonucleic acid

ROS reakt_ive Sauerstoffspezies = reactive oxygen
species

S. siehe

SDS sodium dodecyl sulfate

SpO2 pulsoxymetrisch gemessene Sauerstoffsatti-
gung im Blut

SSC Seitwartsstreulicht = side scatter

STEMI ST-Streckenhebungsinfarkt = ST-segment-
elevation myocardial infarction

TAK1 Transforming growth factor b-activated ki-
nase 1

TBST Tris-Buffered Saline Tween-20

TEMED Tetramethylethylenediamine

TIR Toll-1L-1 receptor

TLR Toll-like receptor

TMRE Tetramethylrhodamin-Ethylester

TNF Tumornekrosefaktor

u.a. unter anderem

\ Volt

v.a. vor allem




Abkirzungsverzeichnis XV

VCAM-1 vaskularen Zelladhasionsmolekiils-1 = Vas-
cular cell adhesion molecule-1

vgl. vergleiche
VWF VVon-Willebrand-Faktor
WHO World Health Organization

pl Mikroliter




Einleitung 1

1 Einleitung

Weltweit fiihrend in den Industrienationen hinsichtlich Mortalitdt und Morbiditat im Erwach-
senenalter sind noch immer — trotz des stetigen Fortschritts im Bereich der Kardiologie — das
Herz und das GefaRsystem betreffende (Herz-Kreislauf-/ kardiovaskulére) Erkrankungen. [1]
Europaweit machen kardiovaskuldre Krankheiten einen Anteil von etwa 4 Millionen Tote pro
Jahr aus, was etwa 45% im Vergleich mit allen anderen Todesursachen entspricht; dabei macht
die koronare Herzkrankheit 1,8 Millionen von diesen 4 Millionen Toten jedes Jahr aus. [2]
Diese Empirie findet sich ebenso in Deutschland, [3] wo durch Herz-Kreislauf-Erkrankungen
zugleich auch die héchsten Krankheitskosten mit rund 46,4 Milliarden Euro (im Jahr 2015)
anfallen: Das sind etwa 13,7% der gesamten Krankheitskosten in Hohe von 338,2 Milliarden
Euro. [4]

Haufigste Todesursachen 2015

Chronisch ischimische Herzkrankheit —
Alkuter Myokardinfarkt (Herzinfarkt) _
Herzinsuffizienz (Herzschwiiche, Herzmuskelschwiiche) _—I
Lungen- und Bronchialkrebs —
Nicht niher bezeichnete Demenz _—I
Sonstige chronische obstruktive Lungenkrankheit _
Hypertensive Herzkrankheit _—I
Pneumonie ;
Vorhofflattern und Vorhofflimmern FI

Brustdriisenkrebs (Mamma) | I

0 5000 10000 15000 20000 25000 30000 35000 40000 45000

Oweiblich @Emannlich | Anzahl der Toten |

Abbildung 1: Haufigste Todesursachen des Jahres 2015 in Deutschland, nach Statistisches Bundesamt [3]. Die X-
Achse gibt die Anzahl der Toten an; die Y-Achse die verschiedenen Todesursachen. Mit blauem Balken sind Mén-
ner, mit griinem Balken Frauen dargestelit.
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Unter den kardiovaskularen Erkrankungen spielt vor allem die koronare Herzkrankheit (KHK;
ICD-10 125.9) — eine chronische Erkrankung des Herzens, die mit durch Arteriosklerose aus-
geltsten Engstellen oder Stenosen einer oder mehrerer Koronararterien einhergeht, durch die
es zu einer Koronarinsuffizienz des Herzmuskels kommt — eine bedeutende Rolle. [2] Die hier-
durch bedingte Ischamie [5] kann sich sowohl als asymptomatische als auch symptomatische
KHK &uRern; zu Letzterer zahlt das akute Koronarsyndrom (ACS = acute coronary syndrome)
mit seinen drei Entitaten (Instabile Angina pectoris; Nicht-ST-Streckenhebungsinfarkt = non-
ST-segment-elevation myocardial infarction = NSTEMI; ST-Streckenhebungsinfarkt = ST-seg-
ment-elevation myocardial infarction = STEMI) sowie die ischdmische Herzmuskelschadi-
gung, Herzrhythmusstérungen und der plétzliche Herztod. [6] Eine der h&ufigsten Komplikati-
onen der KHK stellt der akute Herzmuskelinfarkt (Myokardinfarkt) dar. Auf 100.000 Menschen
pro Jahr kommen in etwa 300 Infarkte mit einer Pravalenz fur Manner von ca. 30% und Frauen
ca. 15% in Deutschland. [6] Nach einem Infarkt kommt es zu Umbauvorgangen (Remodeling)
— besonders in der Extrazelluldren Matrix des Myokards — [7] und damit auch zu chronischen
Folgen, wie z.B. Herzrhythmusstérungen, Herzinsuffizienz oder dem Dressler-Syndrom (Post-
myokardinfarktsyndrom), [6] da noch immer nur ungeniigende Mdglichkeiten zur Verhinde-

rung der Komplikationen zur Verfligung stehen [8].

1.1 Thrombose

Die Bildung von Blutgerinnseln, also Thrombosen, spielt eine entscheidende Rolle im Rahmen
der Pathogenese von atherosklerotischen Plaque-Rupturen; diese atherothrombotischen Krank-
heiten stellen eines der medizinischen Hauptversorgungsprobleme dar und sind fir rund 25%
aller Tode weltweit verantwortlich. [9] Dass dies heutzutage weltweit die haufigste Ursache
nicht nur fir Mortalitat, sondern auch flr langjéhrige Morbiditat ist und die Pravelanz dieser
Erkrankungen insbesondere in Entwicklungslandern immer weiter zunimmt, ist vor allem damit
zu begrunden, dass die Entwicklung eines Gerinnsels gerade in der koronaren Zirkulation meist

zu einem akuten Infarktgeschehen mit potentiell todlichen Folgen fuhrt. [9]
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Abbildung 2: Die thrombozytenbedingte Bildung eines Thrombus an einer atherosklerotischen Plaque, modifiziert
nach Gawaz M (2004) [10]. A: Unter physiologischen Bedingungen binden Thrombozyten nicht an die Endothel-
membran. B: Kommt es allerdings zu einer GeféaRlasion werden unter anderem Proteine, wie der von-Willebrand-
Faktor (vWF) sowie Kollagen (Col), zur GeféRinnenseite ausgerichtet, sodass sich Thrombozyten mittels der Re-
zeptoren GP1bo und GPVI an die GefiBwand anheften konnen. C: Dieser erste Anheftungsprozess aktiviert die
Thrombozyten und fiihrt via Rezeptoren ouifs (Fibrinogen-Rezeptor) und ozp1 zur Verstarkung der Adhésion.
D: Mithilfe der Freisetzung verschiedener Mediatoren durch den bereits angehefteten Thrombozyten werden wei-
tere Thrombozyten angelockt. E: Durch Fibrinogen-Briickenbildung (Fg) zwischen zwei ayps kommt es schliel3-
lich zur Aggregation der Thrombozyten. F: Diese Aggregation wird daraufhin durch Mikropartikel sowie die Um-
wandlung von Prothrombin zu Thrombin und schlielich zu Fibrin verstérkt.
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[ Thrombozyten ]

Epikardiale Thrombose in der
Koronarthrombose Mikrozirkulation

[ Mikroembolisation ] [ Vasokontriktion ] [ Entziindung }

T~

Stérung der
Mikrozirkulation

Myokards

l

[Kardiale kontraktile ]

[ Malperfusmn des ]

Dysfunktion

Abbildung 3: Rolle der Thrombozyten im Rahmen des akuten Koronarsyndroms, nach Gawaz M (2004) [10].
Thrombozyten kdnnen sowohl tber Thrombosen in den epikardialen Koronarien als auch in der Mikrozirkulation
zu einer Schlechterversorgung des Herzens und damit einer Ischamie fiihren. SchlieBlich folgt bei Reperfusion eine
Dysfunktion der Herzkontraktionsleistung.

Wie aus den beiden obigen Abbildungen (Abb. 2 und 3) zu entnehmen ist, sind fiir die Entste-
hung von Thromben vor allem die adhdsiven Féhigkeiten und die schnelle Aktivierbarkeit
durch Stimuli der Thrombozyten entscheidend; auch wenn der komplette pathophysiologische
Prozess auf vielen unterschiedlichen Faktoren beruht, kann mithilfe pharmakologischer Thera-
pien auf verschiedene Weisen eingegriffen werden. [11]

Neutrophil extracellular traps (NET)

Die NETs werden von neutrophilen Granulozyten bei Kontakt mit Pathogenen (z.B. Bakterien,
Pilzen oder Viren) sowie dem Einfluss von aktivierten Thrombozyten, inflammatorischen Sti-
muli oder chemischen Komponenten gebildet. [12; 13] Es handelt sich dabei um extrazellulare

DNA-Strénge, die aus Histonen und neutrophilen, antimikrobiellen Proteinen bestehen. [12]
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Mithilfe der NETosis konnen so in der Folge die oben genannten Pathogene eliminiert werden;
auBerdem soll sie an der Pathogenese einer Vielzahl verschiedener Krankheiten beteiligt sein
(Systematischer Lupus erythematodes [14], Asthma [15], zystische Fibrose [16]). [17]

Bakterien
Viren LPS H>0;
Parasiten IL-8 Calciumionen
Bakterien % * NE

™\ MPO

Chromatin-
» \Dekondensation

Zellmembrandurchbruch
und NET Freigabe

Adhdsion

Abbildung 4: Die NET-Freisetzung, nach Zawrotniak M & Rapala-Kozik M (2013) [13]. A: Zundchst kommt es
durch Pathogene (Bakterien etc.) oder chemischen Faktoren (LPS etc.) zu einer Stimulierung der neutrophilen
Granulozyten. B: Dies fuhrt dazu, dass sie sich an Endothel anheften und es im Inneren zu einer Chromatin-De-
kondensation kommt (via myeloperoxidase = MPO, neutrophil elastase = NE und peptidylarginine deiminase 4 =
PAD4). C: Dies hat schlieBlich zur Folge, dass NETs freigesetzt und Bakterien dadurch ,,eingefangen® werden.

Diese NETs konnen schlieRlich aber auch zur Thrombose fiihren; [18] hierflr wurde eine be-
deutsame Rolle des High-mobility group box 1 (HMGB1) sowohl via receptor for advanced
glycation end products (RAGE) [19] als auch Toll-like-receptor 4 (TLR4) bzw. Toll-like re-
ceptor 9 (TLR9) [20] nachgewiesen. [21] Der Myokardinfarkt wiederum ist sowohl mit Throm-
bose [10] als auch NETosis [22] assoziiert. [23]
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1.2 Myokardinfarkt

Allgemein wird hierunter der Untergang von Herzmuskelzellen aufgrund einer anhaltenden Is-
chémie verstanden. [24] Die Bezeichnung ,,akuter Myokardinfarkt* wird verwendet, wenn Hin-
weise auf eine ischamische Myokardnekrose, meist auf dem Boden einer KHK mit hochgradi-
ger Stenose oder sogar Verschluss einer Koronararterie, bestehen. [24] Nach der Definition der
WHO liegt ein Myokardinfarkt vor, wenn bei instabiler Angina pectoris Marker einer Myokar-
dschadigung nachweisbar sind (Troponin T- oder I-Anstieg), zusétzliche ischdmische Symp-
tome bestehen, EKG-Veranderungen auftreten oder ein beweisender angiografischer Befund
erhoben wird. [6]
Prinzipiell kann zwischen sechs Typen unterschieden werden:
(1) spontaner Myokardinfarkt aufgrund einer Ischdmie durch Plaqueruptur, Einreiungen
oder Dissektion;
(2) ischamiebedingter Myokardinfarkt bei u.a. Koronarembolien, Arrhythmien oder Hyper-
bzw. Hypotonie;
(3) plétzlicher Herztod;
(4) Myokardinfarkt bei perkutaner kardialer Intervention;
(5) Myokardinfarkt durch dokumentierte Stentthrombose;
(6) Myokardinfarkt bei koronarer Bypassoperation (CABG). [24]

Das Herz sorgt als muskulares Hohlorgan durch Druck- und Saugvorgange fur die Zirkulierung
des Blutes durch den gesamten Korper. [25] Diese Funktion wird unter anderem durch die Ko-
ronarien als Sauerstoffversorger des Herzmuskels ermdglicht. [25] Kommt es nun aufgrund
kardiovaskularer Risikofaktoren, zu denen neben den Hauptrisikofaktoren (LDL-Cholesterin-
Erhéhung, HDL-Cholesterin-Erniedrigung, arterielle Hypertonie, Diabetes mellitus, Nikotin-
abusus, KHK/ Herzinfarkte bei erstgradigen Familienangehdrigen vor dem 55 Lebensjahr bei
Ménnern und vor dem 65 Lebensjahr bei Frauen, Lebensalter bei Mannern tber 45 Jahre, bei
Frauen Uber 55 Jahre) auch Adipositas, korperliche Inaktivitdt und genetische Veranlagung
zahlen, zur vorzeitigen Arteriosklerose, dann kann diese Gefaliverdnderung zur Plaquebildung

(arteriosklerotisches Atherom) und schlie3lich zum Herzinfarkt fihren. [26; 6]
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Nach einem Myokardinfarkt spielt sich das kardiale Remodeling® sowohl morphologisch und
mechanisch als auch auf zellularer sowie molekularer Ebene ab und umfasst Heilungsvorgéange
im Rahmen von systemischen Anpassungsvorgangen in Form von Inflammation, zellularer
Migration und Narbenbildung. [28; 30]

Dabei werden zuvor prinzipiell drei Infarkttypen unterschieden. Beim sogenannten Innen-
schichtinfarkt (Mosaikinfarkt, ICD-10 121.4) handelt es sich um multiple, kleine subendokar-
diale, kaum sichtbare Nekroseherde in der linken Ventrikelwand, die durch absolute temporare
Ischédmie ausgeldst wurden. [31] Schon nach drei Tagen kommt es zu einem ,,Organisations-
muster* (Muster, das gebildet wird, wenn nicht mehr lebensféhiges Material eines lebenden
Organismus in ein lebensfahiges, gefal3haltiges Bindegewebe umgewandelt wird) und nach
zwei Wochen zu einer Umwandlung der Nekrosebezirke in wei8liche Narbenherde. [31] Bleibt
die KHK bestehen, geht der Innenschichtinfarkt in einen Transmuralinfarkt tber. [31]

Der AuRenschichtinfarkt (ICD-10 1 21.9) ist eine beim Menschen bisher noch nie in Autopsien
nachgewiesene Form einer mehrere Zentimeter groRRen subepikardialen Nekrose der linken so-
wie Teilen der rechten Ventrikelwand. [32] Bei einer Sepsis kann es zum temporaren Aus-
schluss subepikardialer Bezirke der Ventrikelwand von der Blutversorgung und damit zu einem
AuBenschichtinfarkt kommen. [31]

Der Fokus meiner Arbeit liegt jedoch auf dem Transmuralinfarkt (ICD-10 121.0). Dieser stellt
die typische Erscheinungsform des Herzinfarkts dar, bei der eine mehrere Zentimeter grof3e
Nekrose aller drei Myokardschichten der linken Ventrikelwand vorliegt. [31] Im Folgenden
werden die verschiedenen Vorgénge und Veranderungen hinsichtlich eines Transmuralinfarkts

naher beschrieben.

Im Rahmen der morphologischen Verénderungen nach Infarzierung einer Koronararterie
kommt es makroskopisch sofort zu einer akuten Herzdilatation sowie Geféal3verschliissen, die
mikroskopisch als vergroberte Querstreifung des Myokards zu erkennen sind; in dieser Phase
kann es vor allem zu einem sogenannten ,,Sekundenherztod* kommen. [5] Durch Reperfusion
entsteht ein ,,Organisationsmuster*, das zunachst zu Infarktgréfienzunahme [33] und anschlie-
Rend zu einer Uberschiittung der schon geschadigten Myokardzellen mit Ca?*-lonen fiihrt,
wodurch diese in einen ,,Dauerkrampf* verfallen und Kontrakturbandnekrosen sowie Verkal-

kungen ausbilden. [31]

1 Zwar wird das Remodeling auch als eigene Phase angesehen: [27], dennoch wird es hier als Uberbegriff fiir
alle Wundheilungsphasen nach einem Infarktgeschehen benutzt, so auch: [28; 29].
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Der erste Schritt der Wundheilung (exsudative Phase) ist nun die Hamostase: Thrombozyten
werden durch die Extrazellularmatrix (Kollagene, Fibronektin) aktiviert, wodurch deren Adha-
sion an die geschadigte Wunde sowie Aggregation und Freisetzung von zahlreichen Mediatoren
(Thromboxan Az, Adenosindiphosphat, Serotonin) und Adhdasionsproteinen (Fibrinogen, von-
Willebrand-Faktor, Faktor VI1I) bewirkt wird. [34] Zusétzlich kommt es zur Koagulation im
Rahmen der intrinsischen bzw. extrinsischen Gerinnungskaskade; die Thrombozyten agieren
als zentrale Mediatoren, die die Migration von Leukozyten in die Wundareale durch Freiset-

zung von chemotaktischen Faktoren fordern. [34]

Dieser oben beschriebene Leukozyten-Einstrom besteht hauptsachlich aus Monozyten (nach 12
Stunden) — die sich spater in phagozitierende Makrophagen umwandeln — und neutrophilen
Granulozyten (nach vier Stunden), die beide in der sogenannten resorptiven Phase geschéadigte
Zellmatrix-Anteile phagozytieren sowie schédliche Substanzen (Bakterien) téten kon-
nen. [34; 31] Hierbei hilft unter anderem auch die Matrixmetalloproteinase, durch die die Nek-

rose proteolytisch aufgeweicht und tiberhaupt erst phagozytierbar gemacht wird. [31]

Die sich hieran anschlieRende proliferative Phase wird charakterisiert durch Angiogenese-,
Kollagenablagerungs-, Granulationsgewebeformierungs-, Epithelialisierungs- und Wund-
schrumpfungsprozesse. [27] Die Angiogenese fiihrt zu neuem Gefalwachstum durch neben der
Wunde noch intakte GefaRe; hierzu tragen vor allem die Aktivierung von Endothelzellen, deren
Einwanderung und Proliferation sowie die Freisetzung von Zytokinen durch Makrophagen bei.
[34] In der Kollagen- und Granulationsgewebeformierungsphase wachsen Fibroblasten (Vor-
lauferzellen, die Hauptbestandteil des Bindegewebes sind [35]) und bilden eine neue, vorlau-
fige Extrazellulér-Matrix aus Kollagen (Hauptsubstanz der Extrazellularmatrix, die deren Star-
kung und Unterstltzung dient und u.a. aus Hydroxyprolin besteht [36]) und Fibronectin (extra-
zelluléres Protein, das Zellen die Anhaftung an die Matrix erleichtert [37]). [27] Die Epithelia-
lisierung fiihrt dazu, dass Epithelzellen von den Wundrandern rasch zum Infarktgeschehen ein-
wandern, um die Wunde zu bedecken und sich an der darunter liegenden Matrix anzuhef-
ten. [38] Verdnderungen der Zytokinkonzentration bewirken, dass die Epithelzellen von einem
beweglichen in einen proliferativen Typ ,,wechseln®, um die Anzahl der Epithelzellen zu erho-
hen und damit die Wundheilung zu vollenden. [39] Die Kontraktion der Wunde ist ein wichtiger
Teil des Heilungsprozesses, der vor allem durch Myofibroblasten, die aus Aktin-Biindeln be-
stehen, die ihnen eine Retraktion und Extension ermdéglichen, vermittelt wird. [34]
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Sechs Wochen nach Infarktgeschehen entwickelt sich das fibroblastenreiche Mesenchym im
Rahmen der reparativen Phase zu erst lockerem, dann zugfesten Bindegewebe, das sich als
weillgraue, derbe ,,Schwiele® mit Neigung zu narbiger Schrumpfung oder narbiger Wandaus-
sackung darstellt. [31] In dieser Phase folgen weiterhin verschiedene zelluldre und molekulare
Veranderungen. Vor Infarkt kommt es noch durch die eine akute Thrombusbildung im Bereich
der arteriosklerotischen Koronarstenose begunstigenden Turbulenzen und Atheromrupturen
mit Kollagenexposition zu einer Aktivierung von Thrombozyten, die zu Aggregation, Adhdsion
und Vasokonstriktion durch Thromboxanfreisetzung fuhrt. [40] Zusatzlich wird der vasokon-
striktorische Effekt dadurch unterstitzt, dass durch Funktionsstérungen des Endothels Vasodi-
latatoren, wie Stickstoffmonoxid oder Prostacyclin, sowie antithrombotische Substanzen, wie
der tissue plasminogen activator, Antithrombin 111 oder auch Protein C, weniger ausgeschuttet
werden. [40] Nach Myokardinfarkt kommt Thrombozyten im Rahmen der pathophysiologi-
schen Vorgéange der Reperfusion neben ihrer Rolle bei Thromboseprozessen eine zentrale Be-
deutung bei eben solchen Entziindungen zu. [10; 41] Hierbei haben die Thrombozyten vor al-
lem durch Chemotaxis einen besonders wichtigen Einfluss auf andere Zellen: Durch Adhésion
— ahnlich wie die Phasen bis zur Diapedese der Leukozyten — [42] kénnen Thrombozyten eben-
falls in einem mehrschrittigen Prozess an die Oberflache von GefaRendothelzellen anhaften.
[10] Hierdurch kommt es zu ihrer Aktivierung, woraufhin sie eine Vielzahl an verschiedenen
chemotaktischen Faktoren freisetzen [43]. [10] Ferner konnen sie durch direkten Zellkontakt
chemotaktische Eigenschaften von Leukozyten (u.a. Monozyten) und Endothelzellen regulie-
ren. [44; 45; 46]

Rollen, feste Adhision, Thrombozyten/
Anbindung Aktivierung Sekretion Aggregation Leukozyten Adhidsion

P-selectin GPIIb-II1a (a,,,3;) GPIIb-111a (oy,,B5)
PSGL-1 Fibrinogen Fibrinogen
vWF P-selectin
PSGL-1

Abbildung 5: Thrombozytenadhdsion an die Endothelzelle, nach Gawaz M (2004) [10]. Zuné&chst kommt es zum
Binden der Thrombozyten an die Endothelzellmembran (Anbindung), daraufhin folgt das Rollen und die Aktivie-
rung der Thrombozyten (bei dem v.a. P-Selectin und PSGL-1 = P-Selektin Glykoprotein-Ligand-1 eine bedeutende
Rolle spielen) bis es letztlich durch die feste Adhésion der Thrombozyten an der Endothelmembran (via u.a. GPIlb-
I11a-Rezeptor, Fibrinogen und vVWF = von-Willebrand-Faktor) zur Sekretion von Mediatorstoffen, der Aggrega-
tion und damit endgultigen Adhésion kommt.
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Thrombozyten Adhision

‘ \ . ’ B Chemotaxis

VCAM-1 MCP-1 Proteolyse

Migration
QVB3

Endothelzelle ovfs

Abbildung 6: Durch Thrombozyten induzierte Endothel-Entziindung, nach Gawaz M (2004) [10]. Nach erfolgrei-
cher Adhésion der Thrombozyten werden innerhalb der Endothelzelle verschiedene Kaskaden der Entziindungs-
reaktion (lUiber NF-xB) ausgeldst: Adhasion (mittels VCAM-1 = Vascular cell adhesion molecule-1), Chemotaxis
(via MCP-1 = Monocyte chemoattractant protein-1), Proteolyse (mittels MMP = Matrix-Metalloproteasen), Mig-
ration.

Die urspringlich im Knochenmark entstandenen Monozyten wandern aus dem peripheren Blut
ins Gewebe ein, entwickeln sich dann zu Makrophagen oder dendritischen Zellen und wirken
so an der Wundheilung mittels Sezernierung verschiedener Mediatoren und Proteasen sowie
Phagozytose mit. [8] Damit die Monozyten die BlutgefaRe aber Uberhaupt verlassen kénnen,
missen sie zunéchst eine Adhasionskaskade am Endothel durchlaufen: ,,Langsames Rollen®,
Verstarkung der Adhasion, intraluminales ,,Kriechen®, parazellulare und transzellulare Migra-

tion und letztlich Transmigration durch die Basalmembran. [47]

% - Aktivierung kcukoxylcn— S Leukozytenausbreitung
o 7 ‘ne v y ag aTiNne 'res . .
eukozyteneimnfang des Integrins rrest und Migration
und -Rollen unaktiviertes
Integrin 6 transendotheliale
Zytoskelett Zellmigration
ivierte
W [ntegrit
VCAM-1 Chemosignal
1 TNF
IL-1
INF-y

Abbildung 7: Die Leukozyten-Adhasionskaskade, nach Rainger GE et al. (2015) [48]. Die Endothelzellen werden
mittels TNF/IL-1/INF-y aktiviert (1), wodurch es zur Exprimierung von Adhésionsmolekilen und Chemokinen
zur Regulierung der Leukozyten-Rekrutierung (2) kommt. Die darauffolgende Integrin-Aktivierung in den bereits
,rollenden® Leukozyten fithrt zur Stabilisierung der Adhésion und Festigung derselben zur Endothelzellwand (4).
Im Rahmen verschiedener Verénderungsprozesse des Zytoskeletts der Leukozyten (5) kommt es schlieBlich zur
Transmigration (6).
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Eine solche Adhésion ist im physiologischen Zustand des GefaRendothels normalerweise nicht
maoglich; erst aufgrund von L&sionen bewirken Selektine, die Immunglobulin Superfamilie
(hierzu gehoren eine Reihe von Molekilen, die besonders fir die antigenspezifische Erkennung
und als Kosignale der Lymphozytenaktivierung von Bedeutung sind, wie der T-Zell-Rezeptor,
die HLA-Strukturen, CD4/8), [49] Integrine und Muzin-dhnliche Glykoproteine diese Rekru-
tierung. [50] Besonders auch die Exprimierung von VCAM-1 fordert dieses Geschehen nach
einem Infarkt. [51] Zu einer Akkumulation der Monozyten, zum Ort der gréRten Schadigung,
fiihren erhohte Konzentrationen von z.B. monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1) und
Wachstumsfaktoren. [50]

Durch die letztlich lbrig gebliebene, steife Infarktnarbe und der damit einhergehenden redu-
zierten Ca®*-Pumprate in diesem Bereich kommt es einerseits zu einer Hypertrophie des Rest-
myokards und andererseits zu einer diastolischen Dysfunktion. [40] Dadurch und auch durch
das nach auf’en Wolben der Infarktnarbe in der Systole, wodurch eine vermehrte VVolumenbe-
lastung bedingt durch das resultierende Pendelvolumen entsteht, wird die systolische Dysfunk-
tion, die hauptsachlich durch Uberbelastung des nicht infarzierten Myokards entsteht, ver-
stéarkt. [40]

Normalerweise beginnen die Zytokinspiegel und somit auch die Entziindungsreaktion nach
etwa einer Woche ricklaufig zu werden; wenn allerdings das Infarktgebiet besonders grof3 ist
oder weiterhin Stressfaktoren vorhanden sind, kann die Zytokinfreisetzung weiterhin erhoht
bleiben oder es zu einer erneuten Zytokinaktivierung kommen, was zu einem Teufelskreis mit
aufrechterhaltender Schadigung und damit einem besonders nachteiligen Remodeling flihren
kann. [52]

1.3 HMGBL1 und sein Einfluss auf die Pathophysiologie kardiovaskula-
rer Krankheiten

Unter Zytokinen versteht man Proteine (auch teilweise Proteohormone), [53] die grundlegende
Prozesse wie Wachstum, Differenzierung und Zellfunktion regulieren. [54; 55] Anders als Hor-
mone, die zwar auch an der extrazelluléren Signallbertragung beteiligt und vor allem flr die

Regulation metabolischer und physiologischer Parameter sowie der Funktion der Erfolgsorgane
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verantwortlich sind, wirken Zytokine auf eine Vielzahl von verschiedenen Zellen und Geweben
(Ausnahme: Insulin). [55] Man teilt sie in drei Gruppen [55] ein:

1. Wachstumsfaktoren: Sie betreffen mit ihrer Wirkung den gesamten Organismus (z.B.
VEGF = Vascular Endothelial Growth Factor); [55]

2. Hamatopoetine (hdmatopoetische Wachstumsfaktoren): Aufgabe dieser ist die Regula-
tion von Proliferation und Differenzierung hamatopoetischer Stamm- und Vorlaufer-
zellen [56; 57] (hierzu zdhlen z.B. G-CSF = Granulocyte-Colony Stimulating Factor
oder Erythropoetin); [55]

3. Zytokine des Immunsystems: Die hierzu zahlenden Interleukine (IL), Interferone (INF)
und Chemokine sowie die Tumornekrosefaktor-Familie [54] werden von aktivierten
Immunzellen freigesetzt und beeinflussen verschiedene metabolische wie immunolo-
gische Antworten in anderen Zellen. [58] Sowohl IL als auch INF sind wesentlich an
der Regulation der Proliferation, Differenzierung und Funktion der Zellen des un- bzw.
spezifischen Immunsystems beteiligt. [59] Chemokine sind Botenstoffe, um Immun-
zellen in inflammatorisches Gewebe zu locken und sie erméglichen zudem den Uber-
tritt von Leukozyten (hierzu zdhlen unter anderem Lymphozyten mit B- und T- Zellen
sowie Monozyten [60]) aus dem Blut in die Peripherie oder in sekundare lymphatische
Organe (Milz, Lymphknoten wund Mukosa-assoziertes lymphatisches Ge-
webe [61]). [59]

Das High Mobility Group Box 1 (HMGB1) ist ein Zytokin, das vor allem im Zellkern und Zy-
tosol [62] eine bedeutende Rolle spielt. [63] HMGB1 hat seinen Namen von seiner raschen
Migrationseigenschaft in elektrophoretischen Gels und gehért zu den nonhistone chromatin-
associated proteins. [64] Es wird als 214-Aminosdure-Protein translatiert und danach durch

Glykosylierung, Acylierung, Methylierung und Phosphorylierung modifiziert. [65; 66]

Aminosdure 9 85 88 162 186 216
N —  Adbox |—{ Bbhox | — S C

\ Y ) \ Y )

zwel DNA-Bindungsdominen saurer Schwanz

Abbildung 8: Struktur des menschlichen HMGBZ1, nach Yang H et al. (2005) [67]. Oben in der Abbildung ist die
Aminosauresequenz des HMGB1 zu sehen (Zahlen: 9-85-88-162-186-216). HMGB1 besteht aus zwei ,,boxes* (A
und B), die an die DNA binden kénnen (zwei DNA-Bindungsdoménen); der schwarze Abschnitt der Aminoséu-
resequenzen 186-216 ist sauer (saurer Schwanz). Der Amino- bzw. Carboxy-Terminus der Aminoséuresequenz
ist mit N“ bzw. C* dargestellt.
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Das HMGB1 nimmt seine Rolle im Zellkern insofern wahr, als dass es das Genom [68] vor
oxidativem Stress — eine Uberschreitung der physiologischen Menge reaktiver Sauerstoffver-
bindungen — [69; 70] schitzt und Transkriptionskomplexen (Molekile zur Katalyse der Tran-
skription [71]) den Zugang zu ihm erleichtert [72]. [63] Im Zytosol spielt es hauptsachlich im
Rahmen der Autophagie (Abgrenzung und Verlagerung in ein eigenes Kompartiment umschrie-
bener Portionen des Zytoplasmas durch Membranen mit anschlieBender Aufspaltung in Klei-
nere Einheiten [73]) und der Rekrutierung des Myddosom (Proteinkomplex mit Myeloiddiffe-
renzierungsfaktor Myd88 [74]) zum Toll-like Rezeptor 9 (kurz: TLR; ein Protein, das vom hu-
manen Gen TLR9 kodiert wird und als Rezeptor von dendritischen Zellen [75], Makrophagen
[76], nattrlichen Killerzellen [77] sowie weiteren antigenprasentierenden Zellen [78] des Im-
munsystems exprimiert wird [79]) eine Rolle. [63] Auferhalb der Zelle kann HMGBL1 an spe-
zielle Rezeptoren, wie z.B. TLR2 oder TLR 4 sowie an freie DNA, Lipopolysaccharide (funk-
tionelles und strukturelles, pathogenes Bestandteil der &uReren Membran gramnegativer Bak-
terien [80]) und Lipoteichonséure (Oberflachen-assoziierte Sdure grampositiver Bakterien, die
als Regulator autolytischer Wandenzyme, Muramidasen, v.a. nach Bakteriolyse dient [81]) bin-
den, um dadurch als Mediator fir Zellantworten in bestimmten physiologischen bzw. patholo-
gischen Situationen zu agieren. [63] Setzen absterbende oder gestresste Zellen HMGBL freli, so
wirkt dieses als ein damage-associated molecular pattern molecule (DAMP) [82]. [23]

Im Hinblick auf die Effekte und Funktionen bei Lymphoid-Zellen (hiermit sind sowohl die
Vorlaufer- als auch die adulten Zellen dieser Linie gemeint [83]) ist das Folgende von beson-
derer Wichtigkeit: HMGB1 wird hauptsachlich von dendritischen Zellen, um sowohl die T-
Zell- als auch die B-Zell-Reaktivierung und -Ausbreitung zu fordern, und aktivierten nattirli-
chen Killer-Zellen, um die Reifung dendritischer Zellen, wéhrend der afferenten Phase der Im-
munantwort (damit sind die Bereiche blind endender Gefalle in Lymphknoten gemeint, die die
Vermittlung von Lymphozyten und antigenprasentierenden Zellen in die subkapsillaren und
medull@ren Sinus [84] gewéhrleisten [85]), zu unterstiitzen, sezerniert. [63] Alles in allem ist
HMGBL1 ein zentrales Zytokin fur alle Lymphoid- sowie ohnehin fiir Myeloid-Zellen (kollek-
tive Bezeichnung fur Granulozyten und Monozyten [86]). [63]

Dabei kommen dem HMGBL1 noch weitere wichtige Eigenschaften zu. Als Marker soll der
Serum-Anteil des HMGBL1 besonders fir die Einschatzung der Infarktausdehnung transmural
sowie die Restfunktion des linken Ventrikels nach einem Myokardinfarkt ausschlaggebend
sein. [87]
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Aullerdem wird HMGB1 bei nekrotischem Zelltod aufgrund von Gewebeschaden freigesetzt;
[88; 89] dies ist bei nekrotischen Kardiomyozyten in vitro als auch nach Myokardinfarkt in vivo
der Fall. [90] Nach einem Myokardinfarkt soll HMGB1 auRerdem die Myokardinfarktgrofie
durch Forderung der Angiogenese mittels Steigerung der Mobilisierung und Differenzierung
von Knochenmarkszellen zu Endothelialen Vorlauferzellen (EPCs = endothelial progenitor
cells [91]) sowie deren Migration in Randzonen des Infarktbereiches und Heranwachsen als
vaskulare Endothelzelle [92] in neuen Kapillaren und Arteriolen im infarzerierten Herzen re-
duzieren. [93]

Schliel3lich kann HMGBL1 an die Rezeptoren RAGE, TLR2, TLR4 und TLR9 binden, [94; 95]
um in vitro mittels dieser Interaktion intrazelluldare Signale einzuleiten und die zelluldre Ant-
wort einschlie8lich chemotaktischer Zellbewegung und Freisetzung von proinflammatorischen
Zytokinen (TNF, IL-1) zu vermitteln; in vivo fuhrt HMGB1 zu Fieber, epithelialer Barriere-
Dysfunktion und akuter Entziindung [67].[96]

Im Speziellen richten sich die Effekte von HMGBL1 als Ligand an den von Kardiomyozyten,
GeféaRzellen und Entziindungszellen exprimierten receptor for advanced glycation end pro-
ducts (RAGE). [97] Zusatzlich wurde nachgewiesen, dass die vom RAGE ausgehende Signal-
kaskade sowohl in Endothelzellen als auch mononukledren Phagozyten (Makrophagen, Mo-
nozyten und deren Vorlauferzellen [98]) eine unglinstige Auswirkung auf das Herz (besonders
bei Reperfusion nach Ischdmie) haben kann. [99; 100; 101]

Zur Familie der Toll-like receptors gehtren keimbahnkodierte pattern recognition receptors
(PRR), die in der Erkennung von pathogenen Zellen (PAMPs = pathogen-associated molecular
patterns) und der daraufhin folgenden Immunantwort eine zentrale Rolle spielen; die Rezepto-
ren sind Transmembranproteine, deren Transmembranregion und die zytosolische Toll-IL-1 re-
ceptor (TIR)-Domane die intrazelluldre Signalkaskade aktiviert. [102]

Mittels Formierung von Heterodimeren mit TLR1 und TLR® leitet der Toll-like receptor 2 den
ersten Schritt der Entziindungskaskade (s. Abb. 9 und 10, S. 15) ein. [103]

Uber den Toll-like receptor 4 hingegen wird vor allem eine lipopolysaccharidinduzierte Akti-
vierung des IKK-Kinase-Komplexes (= I«B; aus u.a. IKK«/IKKg; Protein-Kinase-Komplex, der
den entscheidenen regulatorischen Schritt bei der NF-.B-Aktivierung einnimmt [104]), Phos-
phorylierung und Degradierung des 1B, nukledre Translokation von NF-B sowie die Expri-
mierung von NF-B-abhéngigen proinflammatorischen Zytokin-Genen bewirkt. [94]
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Abbildung 9: Die verschiedenen durch HMGBL1 eingeleiteten TLR-Signalwege zur Freisetzung von Zytokinen,
nach Yu M et al. (2006) [95]. HMGBL1 fihrt Gber eine Stimulierung verschiedener Zellen (Primérzellen bzw.
unterschiedliche Zelllinien: bspw. RAW 264.7) zur Interaktion mit den Rezeptoren TLR4 bzw. TLR2; durch Ak-
tivierung der MyD88 = Myeloid differentiation primary response 88 kommt es iber NF-xB zur Freisetzung von

IL-8 oder TNF.

MALP-2 LPS
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Abbildung 10: Uberblick tiber den TLR-Signalweg, nach Takeuchi O & Akira S (2001) [105]. Die Aktivierung
der Kaskade uber LPS (bzw. MALP-2 = Macrophage-activating lipopeptide-2) fiihrt Gber komplizierte intrazellu-
lare Interaktionen (hierbei ist zunéchst Myd88 = Myeloid differentiation primary response 88 im Zusammenspiel
mit IRAK = Interleukin-1 receptor associated kinase von Bedeutung) tiber TRAF = TNF receptor associated
factor und dem IKK-Komplex letztendlich zur nukledren Translokation von NF-.B. ECSIT = Evolutionarily con-
served signaling intermediate in Toll pathway; TAK1 = Transforming growth factor b-activated kinase 1; MEKK1
= Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 1; NIK = NF-xB-inducing kinase; NEMO = NF-«xB essential

modulator.
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Die gemeinsame Endstrecke beider Rezeptoren (s. Abb. 9 und 10, S. 15) durch Aktivierung von
NF-B, das eine Familie von Transkriptionsfaktoren, bestehend aus NF-.B1 (p50), NF-.B2
(p52), RelA (p65), RelB und c-Rel, darstellt, [106] kann schliel3lich zu:

1. Zelliberleben,

2. Proliferation,

3. Angiogenese,

4. Adhésion/ Invasion/ Metastasen (via VCAM-1, Fibronectin, MMP-2,9) und

5

Immunantwort/ Entziindung (via u.a. Zytokine) fuhren. [107]

In einer Entzundungsreaktion ist HMGB1 ein notwendiger Mediator; erhohte HMGB1 Level
werden aber auch bei Sepsis und dem ischamie-/reperfusionsbedingten Gewebeschaden nach-
gewiesen. [96] Dabei wird HMGB1 sowohl aktiv von Immunzellen wie Makrophagen, Mo-
nozyten, naturlichen Killerzellen, dendritischen Zellen, Endothelzellen und Thrombozy-

ten [96; 108] als auch passiv von nekrotischen bzw. verletzten Zellen freigesetzt [109; 89; 110].

HMGBI- Immunzellen
aktiviert Antikbrper
Infizierung ‘ {:é):? i \ i
( ) | . Entziindungs-
- TLR2 v )
HMGBI A ZytOkm reaktion
Verletzung ‘ ) W
nekrotisch T -
Hemmung der Blockade der HMGBI-
nuklearen Freisetzung Rezeptoren (TLR2,
von HMGBI TLR4, RAGE)

Abbildung 11: HMGB1-Interaktion, nach Yang H & Tracey KJ (2010) [96]. Zu sehen sind multiple Interaktions-
mdoglichkeiten des HMGB1.: begonnen bei der Freisetzung (auf der linken Seite, Infizierung bzw. Verletzung) Gber
Hemmungen, die mit einer T-férmige Linie gekennzeichnet sind (HMGB1 Antikdrper) bis zur Stimulierung von
Immunzellen Giber die Rezeptoren TLR2 = Toll-like receptor 2, TLR4 = Toll-like receptor 4 und RAGE = Receptor
for advanced glycation end products (sowie deren Blockade) und der Freisetzung von Zytokinen (die dann eine
Entzundungsreaktion auslésen kann).

Interessant dabei ist, dass apoptotische Zellen zwar ebenfalls signifikante Mengen an HMGB1
sezernieren, dessen inflammatorische Eigenschaft jedoch durch Oxidierung des Cystein an Po-

sition 106 durch die entstehenden reaktiven Sauerstoffspezies der Mitochondrien bei Apoptose
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der Zelle herabgesetzt wird — es kommt damit also zu einer abgeschwachten Stimulation von

Makrophagen und deren TNF-Freisetzung. [88]

Im besonderen Hinblick auf die Pathologie des Myokardinfarkts konnten bereits
Kohno et al. [111] in einem Herzinfarktmodell bei Ratten bei Blockade von HMGBL eine Ver-
schlechterung des linksventrikuldaren Remodeling feststellen und folgerten daraus, dass
HMGBL1 sehr wohl eine bedeutsame Rolle im Heilungsprozess sowie dem Erhalt der struktu-
rellen Integritét des infarzierten Ventrikels spielen kénnte. Nur kurz zuvor hatte K. Takahashi
et al. [112] ebenfalls eine Verbesserung des Remodeling-Prozesses zeigen konnen: Nicht nur
die Ejektionsfraktion des mit HMGB1-Injektionen behandelte Herz war im Vergleich zur Kon-
trollgruppe besser, sondern im Periinfarktbereich kam es zu weniger Kollagenablagerungen,
einer abgeschwachten Hypertrophie der Kardiomyozyten und Akkumulation von Entziindungs-
zellen. Diese Erkenntnisse beruhen vor allem auf dem Nachweis, dass HMGB1 grundlegende
induzierende Wirkung auf die myokardiale Regeneration hat, insbesondere durch die Interak-
tion mit dem RAGE-Rezeptor auf c-kit"™-Zellen, wodurch eine Differenzierung und Prolifera-
tion zur Myokardzelllinie angeregt wurde (diese Differenzierung in Herzzellen wurde nur bei
infarzierten Herzen festgestellt; die Proliferation nur in mit HMGBL1 behandelten Herzen) und
eine verbessernde Wirkung auf die Herzfunktion nicht nur durch eine groiiere Ejektionsfrak-
tion, sondern auch durch eine teilweise Verhinderung der nachteiligen linksventrikuléren Dila-
tation. [113] Neben Effekten hinsichtlich der Verhinderung des kardialen Remodelings und der
kardialen Dysfunktion konnte zusatzlich nachgewiesen werden, dass mit HMGB1 behandelte
Mause ein echokardiografisch kleineres Herz-Korper-Verhaltnis und ein insgesamt kleineres
Infarktgebiet aufwiesen als unbehandelte, sodass die Uberlebensraten héher waren; zusatzlich
war die Arteriolen- und Kapillarenbildung gesteigert. [114] Limana et al. zeigten 2011 [115],
dass HMGB1-Injektionen sogar in schon versagenden Mé&useherzen (also mehrere Wochen
nach einem Myokardinfarkt) noch die Herzfunktion, das linksventrikulare Remodeling, das all-
gemeine Uberleben verbessern, die kardiale Regeneration induzieren und die Kollagenablage-

rungen im Infarktgebiet reduzieren.
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1.4 Therapie kardiovaskularer Krankheiten

Die bisher etablierte Behandlung der koronaren Herzkrankheit hat das Ziel der Reduzierung
der Symptome und der Verbesserung der Prognose; die Therapie beinhaltet deswegen auf der
einen Seite eine Lifestyle-Umstellung, die Faktoren wie die Beendigung des Nikotinabusus,
eine mediterrane Diat, korperliche Aktivitat, Gewichtsnormalisierung, Blutdruck-, Diabetes-
und Lipideinstellung umfasst und auf der anderen Seite eine pharmakologische Intervention
mit antiischdmischen Substanzen, wie Nitraten, Beta-Blockern, Calciumantagonisten, und an-
tikoagulatorischen Mitteln, wie Aspirin, sowie zusétzlich die Lipideinstellung mittels Stati-
nen. [116]

Bei der Behandlung des Myokardinfarkts steht das Prinzip ,.,time is muscle® (alle Zeit, die ver-
geht bis zur Reperfusion, fihrt zu weiterem Untergang von Herzmuskelzellen im Bereich des
Infarktgebiets) [117] im absoluten VVordergrund; hierdurch soll eine bestmdgliche Wiederher-
stellung des koronaren Blutflusses und die maximale Rettung des noch funktionierenden Myo-

kards moglich sein. [118]

Zu den StandardmalRnahmen bei einem Herzinfarkt gehort die sofortige Schmerzlinderung (in-
travends applizierte Opioide wie Morphin [119]), die Gabe von Sauerstoff (bei einer Sauer-
stoffsattigung, SpO2 < 90% oder einem Sauerstoffpartialdruck, PaO2 < 60mmHg) und von Be-
ruhigungsmitteln (Benzodiazepine [120]); Grund hierflr ist, dass es stressinduziert zur Akti-
vierung des Sympathikus kommt, was zur Folge hat, dass die VVasokonstriktion zunimmt [121]

und damit die Belastung des Herzens kontraproduktiv weiter steigt. [122]

Eine mechanische oder pharmakologische Reperfusionstherapie ist bei Patienten indiziert, de-
ren Brustschmerz vereinbar mit einem Myokardinfarkt-Geschehen von einer Dauer von 12
Stunden oder weniger ist, in Verbindung mit einer ST-Streckenhebung gréier als 0.1 mV in
zwei oder mehr Elektrokardiografie-Ableitungen oder einem neu aufgetretenen Linksschenkel-
block. [123]

Die perkutane Koronarintervention (PCI = percutaneous coronary intervention) sollte bei Pa-
tienten eingesetzt werden, wenn ein erfahrener Kardiologe sowie ein geeignetes Katheterlabor

zur Verfligung stehen und dieser Eingriff innerhalb von 90 Minuten nach erstem Patientenkon-
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takt erfolgen kann; [119] danach kann die PCI aufgrund der Kontraindikationen der fibrinoly-
tischen Therapie, hohen Blutungsrisikos, Patientenalters tiber 75 Jahre, klinisch hohen Risikos
fir Komplikationen oder kardiogenen Schocks dennoch indiziert sein (bei Letzterem ganz ge-
nau zu Uberdenken: [124]). [123; 125; 126] Ein beispielhafter Verlauf vom symptomatischen
Beginn eines Myokardinfarkts (Brustschmerz) bis zur priméren Behandlung mittels perkutaner
Koronarintervention und darauffolgender Wiedereinsetzung der Durchblutung in die zuvor
minderperfundierten Gefél3bereiche ist schematisch in Abbildung 12 zu sehen.

A B C D
Vor dem Herzinfarkt Wiihrend des Herzinfarkts Primire Ballonangioplastie Primire Stentplatzierung
Keine Symptome Akuter Brustschmerzbeginn  Brustschmerzbehandlung Brustschmerzbehandlung

Auflésung der
ST-Hebung

Auflosung der

ST-Hebung ST-Hebung

normales EKG

paufgeblasener|

Wiederher-
stellung der
Durchblutung

" <

A

W okklusieer

nicht-Durchfluss-limitierendes Plaque ischimisches Myokard Wiederherstellung der Durchblutung

Abbildung 12: Myokardinfarkt mit ST-Hebung vor, wéhrend und nach einer perkutanen Koronarintervention, nach
Keeley EC und Hillis LD (2007) [123]. A zeigt ein normales EKG und eine asymptomatische Plaque in einem
Koronargefal3; B zeigt nun eine Okklusions-Reaktion durch Thrombozyten, woraufhin das KoronargefaR komplett
verlegt wird und es zur Ischdmie in den dahinterliegenden GeféRabschnitten mit akuten Brustschmerzen kommt,
im EKG zeigt sich dies in Form einer ST-Hebung; C durch die perkutane Koronarintervention wird nun ein Ballon
iiber die Leiste bis in die betroffene Koronararterie eingefiihrt, wodurch die Okklusion ,,gesprengt™ wird, der Blut-
fluss in die zuvor ischdmischen Bereiche wieder einsetzt und im EKG ein Riickgang der ST-Hebung zu sehen ist;
D zeigt schlieBlich die Stent-Implantation, sodass die Koronararterie weiterhin offen bleiben kann.

Eine Bypass-Operation, die sogenannte Coronary artery bypass graft surgery (CABG)
kommt nur dann in Betracht, wenn:
1. der Patient eine ungeeignete Anatomie fir eine perkutane Koronarintervention hat und
2. ein groRes Myokardareal in Gefahr ist oder
3. der Patient einen kardiogenen Schock [124; 127] hat. [122]
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In Abbildung 13 ist ein solcher Coronary artery bypass graft mit der Arteria mammaria in-
terna sinistra dargestellt. Neben dem Arterien-Bypass kommt, wie ebenfalls in der Abbildung

(links) dargestellt, prinzipiell auch ein Venen-Bypass in Frage.

Bypass mittels Arteria
mammaria interna sinistra

Verschluss der Koronarterie

Venen-
Bypass

Arterien-Bypass ist an die
Koronararterie genéht

Notiz: Die Pfeile zeigen die Richtung des
Blutstroms durch die Bypdsse zu den
Koronararterien an.

artierie

Abbildung 13: Coronary artery bypass graft surgery, modifiziert nach National Heart, Lung, and Blood Institute
(NHLBI) [128]. Es ist sowohl die Bypass-Methode mittels Vene (links, meist VVene aus dem Bein) als auch der
arterielle Bypass (rechts, hier: Arteria mammaria interna sinistra) dargestellt — beide filhren zu einem neuen
Blutfluss Uber die verengte Stelle hinweg, sodass die dahinterliegenden Bereiche wieder perfundiert werden.

Bestehen keine Kontraindikationen (vgl. umfassende Liste: [119]), kann eine fibrinolytische
Therapie bei Patienten mit ST-Hebungsinfarkt und ischd&mischen Symptomen (innerhalb der
letzten 12 Stunden) durchgeftuihrt werden, wenn eine PCI nicht innerhalb von 120 Minuten nach
dem ersten Patientenkontakt vollzogen werden kann. [119] Als mdgliche Medikamente kom-
men die Streptokinase, Alteplase, Reteplase oder Tenecteplase in Betracht. [6] Alle haben ge-
meinsam, dass sie verstarkend in einen Schritt des fibrinolytischen Systems eingreifen: Plasmin
zirkuliert als inaktive Vorstufe, dem Plasminogen, im Blut; durch Aktivierung kann es Fibrin

binden und in abbaubare Produkte spalten, sodass der Thrombus aufgeldst wird. [129]
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VVon Beginn an wird eine unterstiitzende Antithrombose-Behandlung empfohlen; hierzu sollten
P2Y12-Inhibitoren (Prasugrel, Ticagrelor), Aspirin sowie unfraktioniertes Heparin (oder nie-

dermolekulares Heparin wie Enoxaparin) verwendet werden. [122]

Mittels Beta-Blocker (Arrhythmie-Risiko-Senkung), Thrombozytenaggregationshemmern
(Acetylsalycylsédure und P2Y12-Inhibitoren wie Ticagrelor/Prasugrel/Clopidogrel duale PI4tt-
chenhemmung fiir 12 Monate, Acetylsalicylsédure danach lebenslang weiter), Cholesterinsenker
(z.B. Statine, durch Senkung des Low-density-Lipoprotein = LDL < 70 mg/dL) und ACE-Hem-
mern (Aufhalten des negativen Remodelings sowie unabhéngige Senkung der Gesamtmortali-
tat) kann die schlechte Prognose (ca. 40% versterben bereits am 1. Postinfarkt-Tag, in den ers-
ten vier Wochen etwa 50%) verbessert werden. [6] Ansonsten gelten auch hier die bereits bei
der koronaren Herzkrankheit (s. Seite 18) angesprochenen Einstellungen sowie die Lifestyle-

Umstellung als das Outcome begunstigende Faktoren.

Schliel3lich kénnte genau hier HMGBL in naher Zukunft als etablierte Therapie-Option im Rah-
men der unterstiitzenden bzw. Prognose-verbessernden Postinfarkt-Behandlung einge-

setzt werden.



Einleitung 22

1.5 Ziel der Arbeit

Das Ziel der Arbeit beruht auf der Untersuchung der Eigenschaft des HMGB1 von apoptoti-
schen bzw. nekrotischen als auch inflammatorischen Zellen freigesetzt zu werden und als Me-
diator zu dienen. Dabei sind vor allem dessen interaktive F&higkeiten im Rahmen thrombusbil-

dender und Postinfarkt-Wundheilungs-Prozesse von besonderer medizinischer Bedeutung.

Nach einem Myokardinfarkt kommt es hauptséchlich zu genau diesen zwei Veranderungen
(Nekrose/ Apoptose und Entziindung); und wenn nun HMGBL1 ein bedeutsamer Vermittler in
beiden Prozessen ist, dann konnte dieses wiederum ausschlaggebend an dem nachfolgenden
Wundheilungsprozess beteiligt sein. Dies wirde bedeuten, dass HMGB1 das Postinfarkt-Out-
come des Restgewebes maBgeblich verbessern kann — so wie dies auch bereits von verschiede-
nen Forschergruppen gezeigt werden konnte [111; 112; 113; 114; 115]. Da Thrombozyten und
Monozyten als wichtigste initiale Vertreter bei der Wundheilung eine entscheidende Rolle spie-
len, soll in dieser Arbeit auf genau diese zwei ein besonderes Augenmerk geworfen werden.
Grundsétzlich ergeben sich fir die Beantwortung des Umfangs der Wirkung von HMGB1 auf

das Remodeling zunédchst grundlagenbasierte Probleme. Deswegen soll:

1. die Interaktion zwischen Thrombozyten und Monozyten auf ihre HMGB1-Abhéngig-
keit,

2. die Interaktion von HMGBL1 mit den verschiedenen Rezeptoren (TLR2, TLR4, RAGE),

3. die Freisetzung von HMGBL1 durch Thrombozyten und schlieBlich

4. die Menge an zirkulierendem HMGB1 untersucht werden.

In meiner Arbeit soll durch die Ergebnisse eine Aussage uber die grundlegende vermittelnde
Eigenschaft von HMGBL1 auf zwei der wichtigsten Zellen der Wundheilung, Thrombozyten
und Monozyten, getroffen werden. Hierbei ist vor allem die Differenzierung der HMGB1-Zir-
kulation aktivierter (mittels ADP/ CRP/ Thrombin) Thrombozyten und nicht aktivierter Throm-
bozyten ein entscheidender Faktor. Die hierzu durchgefiihrten Assays sollen neben einer Beur-
teilung der Interaktion zwischen Thrombozyten und Monozyten auch ein tiefergehendes Ver-
standnis der Rolle von HMGBL1 durch Deduktion auf die Wundheilungsprozesse bei Throm-

bose und Myokardinfarkt erméglichen.
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Bei den dazu verwendeten Assays handelt es sich um:
1. Migrations-Assay,
2. Survival-Assay,

3. Phagozytose-Assay.

Besonders mittels des Phagozytose-Assays soll eine Aussage Uber die durch Monozyten pha-
gozytierten Thrombozyten getroffen und somit der Effekt hinsichtlich der durch HMGBL1 ver-
mittelten thrombusverkleinernden Eigenschaften genauer beurteilt werden kénnen. Sowohl der
Migrations- als auch der Survival-Assay soll Aufschliisse tiber fundamentale Eigenschaften des
HMGB1 geben: Durch eine Verbesserung des Uberlebens von Monozyten haben diese ent-
scheidend langer die Mdglichkeit in das betroffene Entziindungs- (Infarkt-) Gebiet zu migrieren
und sich zu adulten Zellen (z.B. Makrophagen) zu differenzieren. Ahnliches gilt auch fiir eine
Verbesserung der Migrationseigenschaft: Die Monozyten gelangen besser bzw. schneller zum
pathologisch verdnderten Bereich, sodass sie frihzeitig zur Differenzierung angeregt werden

kdnnen.

Aulerdem sollen schliel}lich mittels kultivierter HT-22-Zellen (von einer priméren neuronalen
Hippocampus-Kultur von M&usen geklonte Zelllinie) Rickschlusse auf die Beeinflussung von
Thrombozyten (und dann wiederum Monozyten) bei tatsachlicher Apoptose gemacht werden
kénnen. Zum einen sollen die Thrombozyten im Survival- und Migrations-Assay alleine durch
Uberstande apoptotischer HT-22-Zellen sowie auch in Kombination mit CRP bzw. ADP ak-
tiviert und die Interaktion mit Monozyten untersucht werden. Zum anderen soll per Gelelekt-

rophorese und Western Blot HMGBL1 in den jeweiligen Uberstanden nachgewiesen werden.

Zusammenfassend soll in der vorliegenden Arbeit alles von der Freisetzung des HMGB1 durch
Thrombozyten — als Teil der entziindlichen Wundheilungskaskade — iber dessen Wirkung auf
Monozyten (Migration, Uberleben, Phagozytose; sowie beteiligte Rezeptoren) bis zum quali-
tativen und quantitativen Nachweis des Zytokins aufgezeigt werden. Mit Blick auf die Gescheh-
nisse nach Infarkt kann eine verbesserte Migration, eine erhdhte Phagozytose-Rate sowie ein
verbessertes Uberleben von Monozyten zu einem schnelleren und besseren Einsatz sowie einer
Steigerung des Wundheilungsprozesses per se flihren. Dies konnte bedeutenden Einfluss auf
den Abbau von Thrombosen und die Leistungsfahigkeit des Herzens nach einem solchen isché-

mischen Ereignis haben.
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2. Material und Methoden

2.1 Materialien

48-well-modified Boyden chamber

von Neuro Probe Inc. in Gaithersburg, Ma-
ryland, USA

5% BSA-Lo6sung

von Carl Roth GmbH und Co. KG in Karls-
ruhe, Deutschland

5-um pore polycarbonate membrane (Mi-

grationsmembran)

von Neuro Probe Inc. in Gaithersburg, USA

ADP (Adenosindiposphat)

von Chrono-Log in Havertown, Pennsylva-
nia, USA

Anti-Actin (polyclonal rabbit antibody;
polyklonaler Antikorper vom Kaninchen,

19G)

von Abcam Biochemicals in Cambridge,
GroRbritannien

Anti-HMGBL1 (mouse 1gG2b kappa; Maus
IgG2b kappa)

Anti-HMGBL (rabbit IgG; Kaninchen IgG)

von Biolegend in San Diego, Kalifornien,
USA

bzw. von Sigma-Aldrich in St. Louis, Min-
nesota, USA

Anti-human RAGE (polyclonal goat anti-
body; polyklonaler Antikorper von der
Ziege, 1gG)

von R&D Systems in Minneapolis, Min-
nesota, USA (europaischer Sitz in Abing-
don, GroRbritannien; deutscher Standort:
Wiesbaden)
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Anti-human TLR2 (monoclonal mouse
IgG2b antibody; monoklonaler Antikorper
von der Maus, 1gG2b)

von R&D Systems in Minneapolis, Min-
nesota, USA (européischer Sitz in Abing-
don, GroRbritannien; deutscher Standort:
Wiesbaden)

Anti-human TLR4 (polyclonal goat anti-
body; polyklonaler Antikorper von der
Ziege, 1gG)

von R&D Systems in Minneapolis, Min-
nesota, USA (europaischer Sitz in Abing-
don, GroRbritannien; deutscher Standort:
Wiesbaden)

Agua dest.

von Millipore Corporation in Billerica, USA

BD FACS Calibur™ Flow Cytometer
(1995)

von Becton-Dickinson Bioscience in Fran-
klin Lakes, New Jersey, USA (deutscher
Standort: Heidelberg)

BH3-mimetic-ABT-737

von Sellekchem in Housten, Texas, USA

Bradford Protein Assay

von Bio-Rad Laboratories, Inc. in Hercules,
Kalifornien, USA

Brutschrank

CO2 Incubator MCO0-18AIC der Firma
Sanyo Electric Co. Ltd., Hauptsitz in Mori-
guchi, Préfektur Osaka, Japan

CD14-FITC-Marker (monoklonaler Anti-
korper)

von Thermo Fisher Scientific Inc., Hauptsitz
in Waltham, Massachusetts, USA (deutscher
Standort: Osterode)

CD42b-FITC-Marker (monoklonaler Anti-
korper)

von Thermo Fisher Scientific Inc., Hauptsitz
in Waltham, Massachusetts, USA (deutscher
Standort: Osterode)
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Cellquest pro Version 5.2.1 (FACS-Mess-
Software)

von Becton-Dickinson Bioscience in Fran-
klin Lakes, New Jersey, USA (deutscher
Standort: Heidelberg)

CRP (collagen-related peptide)

von Richard Farndale, Universitat von
Cambridge (Abteilung Biochemie) in

Cambridge, GroR3britannien

Deckglaschen (rechteckig)

24x60mm von R. Langenbrinck in Em-

mendingen, Deutschland

DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s me-
dium) [130]

von Lonza in Verviers, Belgien

Dulbecco’s PBS 500 ml

von PAA Laboratories GmbH in Pausching,
Ostereich

Durchflusszytometrie FACS Calibur

von Becton Dickinson Biosciences in Fran-
klin Lakes, New Jersey, USA (deutscher
Standort: Heidelberg)

Eppendorf-Cup (1,5 ml)

Eppendorf Tubes von Eppendorf AG in
Hamburg, Deutschland

Eppendorf-Fuge (Microcentrifuge)

von Thermo Fisher Scientific Inc., Hauptsitz
in Waltham, Massachusetts, USA (deutscher
Standort: Osterode)

FACS Rinse

von Becton-Dickinson Bioscience in Fran-
klin Lakes, New Jersey, USA (deutscher
Standort: Heidelberg)
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FACS-Ro6hrchen

von Becton-Dickinson Bioscience in Fran-
klin Lakes, New Jersey, USA (deutscher
Standort: Heidelberg)

Falcon (15 ml, 50 ml)

Cellstar Tubes von Greiner Bio-One GmbH
in Frickenhausen, Deutschland

bzw. von Becton-Dickinson Bioscience in
Franklin Lakes, USA

Ficoll-Paque-Plus-Ldsung

von Amersham Bioscience in Buckinghams-

hire, England

bzw. von GE Healthcare in Uppsala, Schwe-

den

Gibco™ 10% FCS (fetal calf serum; fetales
Kalberserum) [131]

von der Marke GIBCO von Invitrogen in
Carlsbad, California, USA (deutscher Sitz in
Karlsruhe; seit 2014 Teil von Thermo Fisher
Scientific, Hauptsitz in Weltham, Massachu-
setts, USA)

Gibco™ RPMI-Medium 1640

von der Marke GIBCO von Invitrogen in
Carlsbad, California, USA (deutscher Sitz in
Karlsruhe; seit 2014 Teil von Thermo Fisher
Scientific, Hauptsitz in Weltham, Massachu-
setts, USA)

Giemsa-Losung

von Sigma-Aldrich in St. Louis, Minnesota,
USA

GloMax Multi-detection System (Fluores-

zenz-Platten-Leser, Western Blot)

von Promega Corp. in Madison (Fitchburg),
Wisconsin, USA (deutscher Standort in
Mannheim)
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GraphPad Prism 7

von GraphPad software in La Jolla, Kalifor-
nien, USA

Human HMGB1/HMG-1 Alexa Fluor®
488-conjugated Antibody (Mouse 1gG2g,
Western Blot)

von R&D Systems in Minneapolis, Min-
nesota, USA (européischer Sitz in Abing-
don, GroRbritannien; deutscher Standort:
Wiesbden)

19G

Maus-1gG von Beckmann Coulter, Krefeld,

Germany

oder von Santa Cruz Biotechnologies in
Dallas, Texas, USA (deutscher Standort:
Heidelberg)

oder: Maus IgG2b kappa Isotyp-Kontrolle
von Biolegend in San Diego, Kalifornien,
USA

ImageJ Software (Migrationsassay)

National Institutes of Health in Bethesda,
Maryland, USA

Immunprazipitations-Puffer

15mM TrispH 7.4

155 mM NacCl

1 mMEDTA

0.08 mM sodium azide

+ Protease/Phosphatase-Inhibitor-Gemisch
von Cell Signaling Technology in Danvers,
Massachusetts, USA

Kulturflasche (75 m?, 175 m?)

Cellstar von Greiner Bio-One GmbH in Fri-

ckenhausen, Deutschland

L-Glutamin

von Lonza in Verviers, Belgien
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May-Grinwald-Losung

von Sigma-Aldrich in St. Louis, Minnesota,
USA

Methanol

von Sigma-Aldrich in St. Louis, Minnesota,
USA

Microplate Manager® 4.0

von Bio-Rad Laboratories, Inc. in Hercules,
Kalifornien, USA

Neubauer-Einmalzahlkammer

Digital Bio C-Chip NI DHC-NO1 von
PEQLAB in Erlangen, Deutschland

Objekttrager

SuperFrost® Plus Objekttrager von R. Lan-

genbrinck in Emmendingen, Deutschland

Odyssey infrared imaging system

von LI-COR Biosciences in Lincoln,
Nebraska, USA (deutscher Standort: Bad

Homburg)
PBS-L0Osung von Lonza in Verviers, Belgien
Penicillin von Lonza in Verviers, Belgien

PerfectBlue™ Semi-Dry-Blotter, Sedec™

von der Marke peglab von VWR (jetzt: Teil
von Avantor mit Hauptsitz in Center Valley,
Pennsylvania, USA) in Radnor, Pennsylva-

nia, USA (deutscher Standort: Darmstadt)

Pipetten fur 0,1-2,5 pl, 0,5-10 pul, 2-20 pl,
10-100 pl, 100-1000

Eppendorf research sowie Eppendorf rese-
arch plus von Eppendorf AG in Hamburg,

Deutschland
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Pipettenspitze
10 pl

200-1000 pl

200 pl

von Biozym Scientific GmbH in Hessisch
Oldendorf, Deutschland

von Ratiolab GmbH in Dreieich, Deutsch-
land

von Sarstedt AG & Co. in Numbrecht,
Deutschland

Pipettierhilfe

Brand accu-jet pro pipette controller von
Sigma-Aldrich (jetzt: Teil von Merck KGaA
mit Hauptsitz in Darmstadt, Deutschland),
Hauptsitz in St. Louis, Missouri, USA

Powermac G4/5 (FACS-Computer)

von Apple in Cupertino, USA

PVDF (polyvinylidene difluoride) -Membran
(Komatsu 2015: 227f.)

von der Marke Immobilon P von Merck
Millipore (jetzt: Merck) in Billerica, Massa-
chusetts, USA (Hauptsitz der Merck KGaA
in Darmstadt, Deutschland)

rHMGB1

von R&D Systems in Minneapolis, Min-
nesota, USA (europaischer Sitz in Abing-
don, GroRbritannien; deutscher Standort:
Wiesbaden)

Roti®-Histofix

von Carl Roth GmbH und Co. KG in Karls-
ruhe, Deutschland

Roti-Histokit

von Carl Roth GmbH in Karlsruhe,
Deutschland
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Semi-Dry Transfer Cell System

von PEQLAB in Erlangen, Deutschland

Stangenpipette (2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml, 50

ml)

costar von Corning Inc. in Corning, New
York, USA (Europdischer Standort: Amster-
dam, Niederlande als Corning Life Sciences
B.V.)

Staurosporin

von Calbiochem der Merck KGaA in Bad
Soden, Deutschland (Hauptsitz in Darm-
stadt, Deutschland)

Sterilbank der Klasse I

Herasafe HS18 der Thermo Electron Corpo-
ration (jetzt: Thermo Fisher Scientific Inc.),
Hauptsitz in Waltham, Massachusetts, USA
(Deutscher Standort: Langensebold)

Streptomycin

von Lonza in Verviers, Belgien

Sysmex cellcount

von Sysmex Corp. In Kobe, Préfektur
Hyogo, Japan (deutscher Standort: Nor-
derstedt)

Thrombin von Chrono-Log in Havertown, Pennsylva-
nia, USA
TMRE von Invitrogen in Carlsbad, Kalifornien,

USA (deutscher Sitz in Karlsruhe; seit 2014
Teil von Thermo Fisher Scientific, Hauptsitz
in Weltham, Massachusetts, USA)

oder von Molecular Probes, Inc. in Eugene,
Oregon, USA
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TritonX von Sigma-Aldrich (jetzt: Teil von Merck
KGaA mit Hauptsitz in Darmstadt, Deutsch-
land), Hauptsitz in St. Louis, Missouri, USA

Trypan-blue von Sigma-Aldrich in St. Louis, Minnesota,
USA

Trypsin von Lonza in Verviers, Belgien

Zeiss LSM 510 Meta, Axioplan 2 Imaging
Confocal Laser Scanning Microscope (Mi-

grationsassay)

von Zeiss in Oberkochen, Deutschland

Zellkulturflasche (75 cm?; fir Monozyten-
Kultur)

von Cellstar der Greiner Bio-One mit
Hauptsitz in Kremsmiinster, Osterreich

(deutscher Standort: Nurtingen)

Zellz&hler SYSMEX KX-21N

Von Sysmex Corporation in Hyogo, Japan

Zentrifuge

Heraeus Multifuge 3S+ von Thermo Fisher
Scientific Inc., Hauptsitz in Waltham, Mas-
sachusetts, USA (Deutscher Standort: Oste-

rode)

Heraeus Multifuge 1S von Thermo Fisher
Scientific Inc., Hauptsitz in Waltham, Masa-
chusetts, USA (Deutscher Standort: Oste-

rode)

Zentrifuge (Compact Benchtop Centrifuge)

Thermo Fisher Scientific Inc., Hauptsitz in
Waltham, Masachusetts, USA (Deutscher
Standort: Osterode)
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Die Inkubation erfolgte — wenn nicht anders gekennzeichnet — im Brutschrank bei 37 °C
mit angefeuchteter Luft und 5% CO-

RPMI-Medium

Das erstmals von Moore et al. beschriebene RPMI (Roswell Park Memorial Institute in Buffalo,
New York, USA) -Medium dient der Kultivierung von Leukozyten; [132] die Serie umfasst die
Medien RPMI-1603/1629/1630/1640, wobei Letzteres das am haufigsten verwendete ist [133].

TMRE

Tetramethylrhodamin-Ethylester (Perchlorat) ist ein nicht-zytotoxischer, zelldurchdringender,
fluoreszierender Farbstoff, der zur Beurteilung der mitochondrialen Funktion eingesetzt wird,
da er aufgrund der Polarisierung der gesunden Mitochondrienmembran aufgenommen werden
kann; in apoptotischen Zellen wird aufgrund der depolarisierten Membran TMRE folglich nicht
aufgenommen, wodurch schliellich tber die unterschiedlichen Fluoreszenzeigenschaften bei-

der Szenarien die Lebensfahigkeit der Zelle(n) bewertet werden kann. [134]

19G

Das IgG mit seinen vier Untergruppen (IgG1/ 2/ 3/ 4) ist das am haufigsten vorkommende
Immunglobulin (80%) der fiinf Immunglobuline (IgA, IgM, IgD, IgE) im menschlichen Blut;
wie die anderen Immunglobuline auch nimmt es als Antikorper eine bedeutende Funktion im
Immunsystem ein. [135]

In Experimenten dient das IgG vor allem als ,,sekundérer Antikorper als Kontrolle fiir den/

die primar genutzten Antikdrper. [136]
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Fc-Anteil
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Abbildung 14: Struktur des 1gG-Molekiils, modifiziert nach Burry RW (2010) [137]. Der IgG-Antikdrper besteht
aus einer konstanten Region (weiB) mit einem Fc- (crystallisable Fragment) Anteil, der an den Fc-Rezeptor binden
kann, der sich u.a. auf Makrophagen und natirlichen Killerzellen befindet, sowie typspezifische Antigene. Die
variable Region (grau) enthélt den Fab-Anteil, der wiederum den Epitop-Abschnitt des Antigens binden kann (auf
der linken Seite des Schaubilds). Das 1gG Molekil besteht aus einem Protein, das als schwere Kette bezeichnet
wird und Uber die hinge-region verbunden ist (blauer Doppelpfeil); auerdem befindet sich seitlich tber Disulfid-
briicken (S-S) verknilipft ein Protein, das als leichte Kette bezeichnet wird (im Bild mit Klammer dargestellt).
Mittels Papain (Protease-Enzym) kann das Molekil aufgespalten werden; die Ketten werden durch Disulfidbri-
cken (S-S) zusammengehalten.

CRP

Das collagen-related peptide ist ein selektiver Agonist fir den Thrombozyten-Kollagen-Re-
zeptor Glykoprotein V1, [138] der wiederum eine bedeutende Rolle bei der Thrombozytenan-
heftung an verletzte GefaRe [139] und deren kollagenabhangigen Aktivierung [140] hat. Die
CRPs selbst haben eine Kollagen Typ-1 dhnliche Struktur [141] und sind somit starke Aktiva-
toren von Thrombozyten. [142] Hierfir ist die dreifach helikale Struktur der CRPs von heraus-
ragender Bedeutung [143]. Letztlich kann CRP neben der Aktivierung auch zur Apoptose von
Thrombozyten flhren. [144]
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ADP

Adenosindiphosphat ist ein Ribonucleosidmonophosphat, dessen 5°-Sauerstoffatom von Ade-
nosin mit einer Kette aus zwei Phosphorylgruppen verbunden ist; ADP wird entweder durch
Ubertragung einer Phosphorylgruppe von ATP (Adenosintriphosphat) oder auf AMP (Adeno-
sinmonophosphat) in Reaktionen gebildet. [145] Damit hat es eine entscheidende Bedeutung
im Rahmen der Prozesse zur chemischen Speicherung von (Warme-)Energie in Form von ATP
in unserem Korper. [146]

Zusétzlich zu dieser bedeutsamen Rolle ist ADP auch ein wichtiger Agonist und damit Aktiva-
tor fur die Thrombozyten(-Aggregation); dabei bewirkt es nicht nur die primére Aggregation,
sondern vielmehr auch die sekundére Aggregation, die Gestaltdnderung von Thrombozyten so-
wie die Sekretion verschiedener Mediatoren durch Thrombozyten (vgl. Abb. 15, S. 36). [147]

Thrombin
ADP
ADP -
ADP ADP

Abbildung 15: Thrombozytenaktivierung durch ADP (bzw. Thrombin), modifiziert nach Woulfe D et al. (2001)
[148]. Thrombin als potenter Thrombozyten-Aktivator flihrt (via PAR = Protease-aktiver Rezeptor) zu einer Frei-
setzung von ADP (Adenosindiphosphat). Dieses ADP wiederum kann tber die Thrombozyten-Rezeptoren P2Y1
und P2Y12 (Purinerge G-Proteine gekoppelte Rezeptoren, hier G-Proteine G4 und G;) ebenfalls zu einer Aktivie-
rung weiterer Thrombozyten (durch Calcium-Einstrom bzw. Entstehung von cAMP = cyclisches Adenosinmono-
phosphat durch AC = Adenylylcyclase) fuhren.
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Thrombin

Thrombin ist eine der zentralen Proteasen im menschlichen Korper, die hauptsachlich an den
Prozessen der Blutkoagulation bzw. der Thrombozytenaggregation (vgl. Abb. 15) beteiligt ist;
hierfir wird zunéchst die inaktive Zymogenform Prothrombin von der Leber gebildet, die dann
bei GefaRschadigung in die aktive Form Thrombin umgewandelt wird und die Koagulations-
kaskade einleitet. [149]

Trypan-blau

Trypan-blau ist ein blauer im sauren Milieau aktiver Farbstoff, der zwei Azo-Farbstoffe be-

sitzt und in exclusion assays der Unterscheidung lebender und toter Zellen dient [150]. [151]
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2.2 Methoden

2.2.1 Monozyten (Kultivierung und Isolierung)

Monozyten miissen zum einen aus humanem Blut gewonnen und kultiviert werden; zum ande-

ren nach Kultivierung fur die Assays isoliert werden.

Monozyten-Kultivierung

Nach Blutspende in der Blutspendebank in Tubingen direkt am Uniklinikum werden die Buffy
Coat-Produkte einzelner freiwilliger Spender nach der Spende in der Blutbank abgeholt und
sofort verarbeitet. Diese Verarbeitung erfolgte im Labor unter sterilen Bedingungen.

Zunéchst wird der Inhalt der Spendebeutel in eine Zellkulturflasche gegeben. Dabei werden die
Proben je nach Volumen mit mehr oder weniger PBS-L6sung verdunnt, sodass am Ende immer
ein Volumen von 120 ml entstand. Das gewonnene Blutvolumen wird nun auf acht Falcon-
Réhrchen & 30 ml verteilt; in die Falcon-Rohrchen wird zuvor jeweils 20 ml Ficoll-Lésung
vorgelegt.

Die Zentrifugation der Réhrchen erfolgte 20 Minuten lang bei 2100 Umdrehungen pro Minute
ohne Bremse. Nach der Zentrifugation und der dichteabhéngigen Auftrennung der Blutbestand-

teil waren mehrere verschiedene Phasen im Rohrchen entstanden und sichtbar:

Abbildung 16: Auftrennung des Buffy Coat nach dem ersten Zentrifugationsschritt, modifiziert nach Menck K et al.
(2014) [152]. Der Pfeil mit der Nummer 1 kennzeichnet das Plasma; Nummer 2 das weif3e Intermedium oder Pellet,
bestehend aus PBMC (peripheral blood mononuclear cells), das Monozyten und Lymphozyten enthélt; Nummer 3
die untere rote Phase der Erythrozyten und dariiber Granulozyten mit einem oberen etwas hellerem Anteil der Ficoll-
Paque-L0dsung.
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Die in der Abbildung 16 mit Pfeil 2 gekennzeichnete Phase, PBMC (peripheral blood mononu-
clear cells [152]), wird nun sorgfaltig abgesaugt und erneut auf 4 Falcon-Réhrchen gleichméRig
verteilt. Diese Rohrchen werden nun wieder mit PBS-L6ésung auf 50 ml aufgefillt und erneut
zentrifugiert, allerdings nur fiir 10 Minuten bei 1600 Umdrehungen pro Minute. Nach diesem
Zentrifugationsgang befanden sich die Monozyten schlieRlich als Pellet auf dem Boden des
Rohrchens, sodass der Uberstand verworfen werden konnte. Das Pellet wird mittels RPMI-
Losung (3 ml) geldst und in das néchste R6hrchen gegeben, um auch dort das unten anhaftende
Pellet zu lésen. Nachdem dieser Vorgang auch fiir die restlichen zwei Réhrchen wiederholt
wurde, wird das letzte Réhrchen samt Inhalt in eine Kulturflasche gegeben, in die zuvor 15 ml
RPMI-Medium vorgelegt worden sind. SchlieRlich werden die Monozyten in der Kulturflasche
im Brutschrank bei 37 °C und 5% CO> uber Nacht inkubiert.

Die Ermittlung der Monozyten-Zahl erfolgte auf zwei Arten:

1. 245 ul Trypanblau und 5 pl der Monozyten-Lésung werden in ein Eppendorf-Cup gegeben
und vermischt. Unter dem Lichtmikroskop konnte dann in einer Neubauer-Zahlkammer die
Monozytenzahl je Quadrant ermittelt werden; diese musste dann nur noch mit dem Faktor
1,25x10 multipliziert werden.

2. 20 ul der Monozyten-Losung werden wieder in einem Eppendorf-Cup mit 180 ul PBS-L6-
sung vermischt und dann mittels Zellzdhler SYSMEX KX-21N ausgezahlt (Zellen pro Mikro-
liter).

Monozyten-Isolierung

Die Monozyten-Isolierung erfolgt nun zunichst durch Abkippen des Uberstands an Medium
aus der entsprechenden Kulturflasche und anschlieRendem Spilen mit PBS. Danach Trypsin
dazugeben und fiir 5 Minuten inkubieren; der Inkubations-Stop erfolgt schlieBlich mit der glei-
chen Menge an RPMI-Medium. Der Uberstand wird in Falcons gefullt und diese fiir 10 Minuten
bei 1.600 Umdrehungen mit Bremse zentrifugiert. Nach Zentrifugation wird der Uberstand ver-
worfen und das Pellet mit RPMI-Medium resuspendiert. Zuletzt wird die Monozytenzahl be-

stimmt.
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2.2.2 HT-22-Zellen (Kultivierung und Isolierung)

Die HT-22-Zellen stellen eine geklonte Zelllinie der parenten unsterblich gemachten HT-4-
Zellen dar, die urspriinglich von einer primaren neuronalen Hippocampus-Kultur von Mé&usen
abstammen. [153; 154; 155; 156; 157]

HT-22-Zell-Kultur

Die HT-22-Zellen (1x10° Zellen) werden in DMEM-Medium, das mit 10% FCS, 100 U/ml Pe-
nicillin, 100 pg/ml Streptomycin und 2 mM L-Glutamin angereichert wurde, bei 37 °C und 5%
CO2 kultiviert.

HT-22-Zell-Isolierung

Zu 25 ml der kultivierten HT-22-Zellen werden 7,5 pl Staurosporin hinzugegeben und fiir 3
Stunden bei 37 °C und 5% CO: inkubiert. Danach erfolgt eine Kontrolle unter dem Mikroskop.
Anschlielend wird ein Medium-Wechsel (mdglichst vorher erwarmtes Medium) durchgefihrt.
Die Zellen werden dann iber Nacht bei 37 °C und 5% CO- erneut inkubiert. Am nédchsten Tag
wird das Medium abgesaugt und die Zellen dann fur 5 Minuten bei 1.200 Umdrehungen pro
Minute zentrifugiert. Der Uberstand wird anschlieRend in Eppendorf-GefaRe entsprechend pi-

pettiert und eingefroren oder sofort benutzt.

2.2.3 Thrombozyten-Isolierung

ACD-Puffer 12,5 g Na3-Citrat

6,82 g Zitronensaure

10 g Glucose

Mit destilliertem Wasser auf 500 ml aufful-
len und mit NaOH auf einen pH von 4,69
einstellen

Sterilfiltrieren, bei 4 °C aufbewahren
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Tyrodes 10x 80 g NaCl

10,15 g NaHCOs3

1,95 g KClI

Mit destilliertem Wasser auf 1000 ml aufful-
len

Sterilfiltrieren, bei 4 °C aufbewahren

Tyrodes pH 7,4 + 0,1% BSA/Glucose 0,2 g BSA

0,2 g Glucose

20 ml Tyrodes 10x (1:10 Verdiinnung)
180 ml destilliertes Wasser

Mit HEPES auf pH 7,4 einstellen

Tyrodes pH 6,5 + 0,1% BSA/Glucose 150 ml Tyrodes pH 7,4 + 0,1% BSA/Glu-
cose mit 1 N HCL auf einen pH von 6,5 ein-

stellen

Zur Vorbereitung werden eine 20 ml Spritze, eine Kandle, ein Membranadapter fir die Spritze
sowie 50 ml Falcons bereitgestellt. Steriler ACD-Puffer wird in ein 50 ml Falcon abgefiillt. Die
Kanule wird nun auf die Spritze gesteckt und 4 ml ACD-Puffer aufgezogen. AnschlieRend wird
Blut abgenommen (langsam, damit die Thrombozyten nicht schon stimuliert werden) und durch
Schwenken mit dem ACD-Puffer vermischt. Je 10 ml abgenommenes Blut wird direkt in ein
15 ml Falcon gegeben (schrag halten und langsam reinflieRen lassen). Die generierten Falcons
werden dann bei 1.000 Umdrehungen pro Minute fiir 20 Minuten bei Raumtemperatur ohne
Bremse zentrifugiert. In der Zwischenzeit wird Tyrodes-Puffer hergestellt. Nach der Zentrifu-
gation hat sich plattchenreiches Plasma abgesetzt; dieses wird vorsichtig mit einer Transferpi-
pette abgenommen und in ein 50 ml Falcon gegeben (max. 10 ml pléattchenreiches Plasma pro
50 ml Falcon). In die Falcons werden je 35 ml Tyrodes pH 6,5 vorgelegt. Die Falcons wurden
nun erneut bei 2100 Umdrehungen pro Minute fir 10 Minuten bei Raumtemperatur und mit
Bremse zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wird der Uberstand abpipettiert und das Pellet in
250 pl Tyrodes pH 6,5 aufgenommen; zur Neutralisation werden nun ebenfalls 250 ul von Ty-

rodes pH 7,4 dazugegeben und vermischt. Die anschlieBende Thrombozytenzahlung erfolgte
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mittels Sysmex; hierzu wird eine 1:10 Verdlnnung in einem Eppendorf-Cup (20 ul Zellsuspen-

sion und 180 pl Tyrodes pH 7,4) hergestellt.

Thrombozytenaktivierung; Uberstand-Generierung

Die Thrombozytenaktivierung wird nach dem letzten Zentrifugationsschritt der Thrombozyten-
Isolierung durchgefiihrt. Hierzu wird der Uberstand ebenfalls abpipettiert, das Pellet jedoch mit
500 pl (bzw. 1000 pl fiir Aktivierung mit CRP und ADP) PBS-Ca?* vorsichtig resuspendiert.
Die Zellen kdnnen jetzt (noch einmal) gezéhlt werden. Die Pellets werden nun 30 Minuten lang
mit CRP (stock: 9 mg/ml bzw. 100 pg/ml) oder ADP (stock: 1 mM) bei einer Endkonzentration
von 5 pg/ml CRP bzw. 50 uM ADP inkubiert. Danach werden die Proben fir 4 Minuten bei
2.500 Umdrehungen pro Minute zentrifugiert. Die dabei entstandenen Uberstinde werden
schlieBlich in neue Eppendorf-Geféale tberfuhrt, beschriftet und sofort auf Eis gelegt bzw. be-

nutzt.

2.2.4 Apoptose-Assay

Der Apoptose-Assay dient der Untersuchung, inwieweit und inwiefern Thrombozyten durch
HMGB1 mit Monozyten interagieren, um die Uberlebens- bzw. Survivaleigenschaft der Mo-
nozyten zu beeinflussen.
Hierfur werden immer 50.000 Monozyten pro tube verwendet. Die Monozyten werden dann in
die bendtigten FACS-R6hrchen hinzugegeben und gegebenenfalls mit Antikdrpern fir 20 Mi-
nuten (Inkubationszeit) vorbehandelt:
1. Antikorper gegen RAGE: der stock betrdgt 200 pg/ml und die Endkonzentration
15 pg/ml.
2. Antikorper gegen TLR2: der stock betragt 500 pg/ml und die Endkonzentration
2 pg/ml.
3. Antikorper gegen TLR4: der stock betragt 200 pg/ml und die Endkonzentration
10 pg/ml.
In dieser Inkubationszeit (20 Minuten) gegebenenfalls die Uberstinde der Thrombozyten mit
Antikorper gegen HMGB1 vorbehandeln: der stock betrug 1000 pg/ml und die Endkonzentra-
tion 2 pg/ml. Danach die Uberstande zu den Monozyten geben und fiir 2 Stunden inkubieren.
AnschlieBend wurde ABT-737 zu den entsprechenden FACS-R6hrchen in einer Verdinnung
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von 1:40 gegeben und fur 1 Stunde inkubiert. Schlielich werden die Ansatze mit TMRE gela-
belt (5 pl pro FACS-Ro6hrchen) und nach 30 Minuten mittels Durchflusszytometrie mit dem
FACS Calibur Flow Cytometer und CellQuest Software ausgewertet.

1. 50.000

Monozyten 2.1 Ggf. 20 min. In-

vorlegen kubation mit Anti- 4. ABT (1:40) zu
korper gegen RAGE/ allen Proben (aufer
TLR2/ TLR4 AW Kontrolle) fir 1 h

3. Versch. '
Thrombozyten-

Uberstande zu je- /
weiligen Mo-

nozyten-

Ansatzen geben

2.2 Ggf. 20 min. Inkubation / ?5 TI')VIZITJiI-
der mit CRP/ADP aktivier- H

. len Proben
ten Thrombozyten-Uber- > ' - ;
stdnde mit Antikorper gegen 6. FACS fur 30 min.
HMGB1

Abbildung 17: Schaubild der einzelnen methodischen Schritte des Apoptose-Assays.

2.2.5 Migrations-Assay

Der Migrations-Assay dient der Untersuchung, inwieweit und inwiefern Thrombozyten durch
HMGB1 mit Monozyten interagieren, um die Migrationseigenschaft der Monozyten zu beein-
flussen.

Der Versuch wird mittels 48-well-Kammer (Boyden chamber), die in zwei aufeinanderliegende
Kompartimente durch eine 5 um grolRe Polycarbonat-Membran aufgeteilt wird, durchgefihrt.
Hierfiir werden in das obere Kompartiment 20.000 Monozyten unbehandelt oder behandelt pro
well hinzugefligt (Endvolumen 50 pl); die Behandlung der Monozyten erfolgt mit Antikorpern
gegen RAGE (15 pg/ml), TLR2 (2 pg/ml) oder TLR4 (10 pg/ml). Die untere Kammer wird je
nach set up beflllt (Endvolume 28 pl; vgl. Abb. 18 ,,untere Kammer*, S. 43); bei VVorbehand-
lung der mit CRP bzw. ADP aktivierten Thrombozyten-Uberstande wird eine Konzentration
von 2 pg/ml des Antikorpers gegen HMGB1 verwendet. Fir die Konstruktion wird zunéchst

die untere Kammer befiillt, dann die Membran nach kurzem ,,Baden® in PBS-Ca®* uiber die
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untere Kammer gelegt. Schlief3lich wird die obere Kammer samt zusétzlicher ,,Zwischenmemb-
ran“ aufgelegt und die Konstruktion mit Drehschrauben befestigt. Fiir die Inkubation wird die
gesamte Konstruktion mit Parafilm verschlossen und bei 37 °C und 5% CO: fiir 4 Stunden in-
kubiert. Danach wird die Kammer samt Kompartimenten getrennt und ge6ffnet, damit die mi-
grierten Monozyten mittels Methanol (10 ml) fir 10 Minuten fixiert werden konnten. Nach der
Fixierung wird die Membran in 7ml May-Grinwald-Ldsung gelegt; nach 3 Minuten wird fur 1
weitere Minute 7 ml destilliertes Wasser dazugegeben. Schlief3lich wird die Membran noch fur
20 Minuten in Giemsa-L6sung (Verhaltnis 1:5) gelegt. Die Membran wird dann auf einem Ob-
jekttrager mit Roti-Histofix und Deckglas befestigt und mehrere Tage getrocknet, sodass
schlieBlich der Objekttrager samt Membranabdruck (gefarbte migrierte Monozyten) per Mik-
roskop ausgezahlt werden konnte.

Zellen

obere Kammer

Silikondichtung

mikropordse Membran

Testproben

untere Kammer

Abbildung 18: Boyden chamber Aufbau, nach Chen HC (2005) [158]. Zu sehen ist eine 48-well Boyden chamber
mit der unteren Kammer, die mit den jeweiligen Testproben (hier z.B.: Uberstand CRP bzw. ADP aktivierter
Thrombozyten) befillt wird. Auf diese Kammer wird die Membran (mikroporése Membran) mit einer zusatzli-
chen ,,Dichtungs“~-Membran (Silikondichtung) gelegt. Hierauf wird die obere Kammer gelegt und die dortigen
wells mit den zu migrierenden Zellen (hier: Monozyten) befllt.
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2.2.6 Phagozytose-Assay

Der Phagozytose-Assay dient der Untersuchung, inwieweit und inwiefern Thrombozyten durch
HMGB1 mit Monozyten interagieren, um die Phagozytose-Eigenschaft der Monozyten zu be-
einflussen.

Fur den Assay werden standardméaRig 1.000.000 Thrombozyten pro tube verwendet; bei Vor-
behandlung erfolgt diese mit Antikorper gegen HMGB1 (2 pg/ml) fir 15 Minuten bis schliel3-
lich zusatzlich fir 30 Minuten gegebenenfalls mit CRP (5 pg/ml) bzw. ADP (50 uM) inkubiert
wird. AuBerdem werden ebenfalls 50.000 Monozyten pro tube bereitgestellt; bei VVorbehand-
lung erfolgt diese fir 30 Minuten mit den Antikérpern gegen RAGE (15 pg/ml), TLR2
(2 pg/ml) oder TLR4 (10 pg/ml). Die Zellen werden danach mit PBS gewaschen und fir 10
Minuten bei 2.000 Umdrehungen pro Minute zentrifugiert. In die Thrombozyten-tubes wird
nun CD42b-FITC-Marker hinzugegeben (1:10) und fur 30 Minuten inkubiert; die Monozyten
werden mit 5 pl CD14-FITC-Marker inkubiert. Danach wird erneut mit PBS gewaschen und
nochmals bei gleichen Einstellungen wie zuvor zentrifugiert. Nun werden die Monozyten hin-
zugegeben und der Ansatz firr 4 Stunden inkubiert. Danach erfolgte die Auswertung mit (10%)
bzw. ohne Trypan-blau mittels Durchflusszytometrie mit dem FACS Calibur Flow Cytometer

und CellQuest Software.

2.2.7 Durchflusszytometrie mittels FACS (flluorescence-activated cell sorter)

Mithilfe der Analyse der Durchflusszytometrie und dem fiir die Messungen hierzu nétigen flu-
orescence-activated cell sorter kdnnen individuelle Zellen charakterisiert und separiert werden;
ZellgroRe, Granularitat sowie Fluoreszenz (aufgrund der Bindung fluoreszierenden Antikdrper
an die Zellen) werden fiir jede einzelne Zelle bei Passieren der Photodetektoren gemes-
sen. [159] Dabei dient das VVorwaértsstreulicht (FSC = forward scatter) der Messung der relati-
ven GroRe der Zelle, wéhrend das Seitwartsstreulicht (SSC = side scatter) der Messung der
Zellgranularitat dient. [160] Prinzipiell ist es méglich, dass Zellen mehrere fluoreszierende An-
tikérper binden, [160] daraus ergibt sich schlieBlich eine Vielzahl an Detektionsmdoglichkeiten
der verschieden gefarbten Zellen. In der vorliegenden Arbeit werden drei Zellpopulationen,

Monozyten, Thrombozyten und ,,Restzellen®, unterschieden. Durch gates, also die Festlegung
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eines definierten Bereichs in der Auswertung, kann die jeweilige Zellpopulation noch genauer

definiert werden (s. Abb. 21 auf S. 47, ,,Analyse der Durchflusszytometrie*). [161]

Sidescatter (SSC)

- Granularitat

Laser Forwardscatter (FSC)
= ZellgroBe

N

Abbildung 19: Laserbestrahlung einer einzelnen Zelle, nach Luttmann et al. (2014) [160]. Das vom Laser ausge-
hende Licht wird von der Zelle einerseits seitlich (Seitwartsstreulicht oder side scatter = SSC) — daraus l&sst sich
auf die Granularitét schlieen — und andererseits vorwérts (Vorwartsstreulicht oder forward scatter = FSC) — dar-
aus lasst sich auf die ZellgréRe schliefen — abgelenkt.
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Abbildung 20: Schaubild zur Veranschaulichung des FACS (fluorescence-activated cell sorting)-Prinzips, nach
Sabban S (2011) [162]. A: Die Probe mit Zellen kommt in die Mitte des Flusstrichters und wird dann so geschleust,
dass eine einzige Schlange mit einzelnen hintereinander flieBenden Zellen entsteht; diese Zellen passieren dann
einen Laserstrahl, der sowohl das VVorwartsstreulicht (FSC = forward scatter) als auch das Seitwartsstreulicht (SSC
= side scatter) misst. Im Rahmen der fluorescence-activated cell sortings passieren die Zellen eine Art Dise, die
vibriert und einzelne ,,Zelltropfchen generiert, die elektrisch negativ geladen sind. Nun berechnet das System,
wann die Zelle den Bereich zwischen den beiden Elektromagneten erreicht; die Ladung der Elektromagneten und
der Zellen fiihrt dazu, dass die einzelnen Zellen in dem ,,richtigen Fldschchen landen; im Fall A wird keine Flu-
oreszenz gemessen, sodass die Zellen in das negative Probenflaschchen gesendet werden. Im Fall von Schaubild
B wird die korrekte Fluoreszenz detektiert und die Zelltropfchen in das positive Probenfldschchen gesendet.
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Analyse von mit markierten Antikdrpern geférbten Zellen

IgM Punktdiagramme

10007 Standard
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Abbildung 21: Analyse der Durchflusszytometrie, nach Janeway CA Jr. et al. (2001) [163]. Die Analyse wird
hier mittels IgM und IgD, die mit unterschiedlichen Farbstoffen ,,gelabelt™ worden sind, veranschaulicht: Auf
der linken Seite sind die Immunglobuline IgM und IgD per Histogramm dargestellt, das die Verteilung der Zel-
len beziglich lediglich eines bestimmten Parameters zeigt; wenn allerdings zwei oder mehr Parameter fiir jedes
der Immunglobuline gemessen werden soll, dann kénnen die auf der rechten Seite gezeigten plots (Punktdia-
gramme) verwendet werden; dabei wird auf der horizontalen Achse die Intesitat der IgM-Fluoreszenz und auf
der vertikalen Achse die von IgD angegeben. Auf diese Weise konnen Zellen unterschiedlicher Farbintensitét
differenziert werden; auRerdem kénnen andere Zelltypen abgegrenzt werden: die in den Schaubildern ganz unten
links lokalisierte Fraktion stellt andere nicht Immunglobuline représentierende Zellen dar. Genau hierfir kann
ein sogenanntes gate eingesetzt werden, um nur die Immunglobulinfraktion zu betrachten (schwarzer Kreis).
Prinzipiell stellt jeder Punkt eines plots eine gemessene Zelle dar.
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2.2.8 Gelelektrophorese und Western Blot

Gelelektrophorese

Zunéchst erfolgt die Auftrennung des Proteingemisches elekrophoretisch mittels diskontinuier-
licher SDS (sodium dodecyl sulfate [164]) -Gelelektrophorese, die die Proteine nach deren Mo-
lekularmasse trennt. [160] Wichtiger Bestandteil dieses Geles ist Polyacrylamid, ein Polymer,
das aus Acrylamidmonomeren und meist N,N’-Methylenbisacrylamid ein dreidimensionales
Netzwerk (die Vernetzung wird mittels N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin und Ammoni-
umpersulfat ausgeltst) bildet; durch dieses Netzwerk wandern dann kleine Proteine nach An-
legung einer Spannung schneller, gréRere eher langsamer, was schlieBlich zu klar abgrenzbar
sichtbaren Proteinbanden auf dem Gel fuhrt. [160] Die diskontinuierliche Variante der SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese zeichnet sich dadurch aus, dass die Proteine zunachst ein
Sammelgel passieren, danach erst wandern sie dann durch das Trenngel — hierdurch kann eine
gute Auftrennung und hohe Scharfe der Proteinbanden und somit eine Verbesserung zur spéte-

ren Ubertragung auf eine Membran erreicht werden. [160]

Western Blot

Ein Proteingemisch wird zunéachst normalerweise per Gel-Elektrophorese aufgetrennt (s. 0.)
und anschlieend im Rahmen des Blottings (auch: Immunoblotting) auf eine Membran, hier
aus Nitrocellulose, tbertragen; mithilfe von fluoreszenzmarkierten Antikorpern konnen die
spezifischen Proteine dann nachgewiesen werden. [159; 163] Das durch die Elektrophorese
entstandene Gel wird dann zum Blotting an einen Stromkreis angeschlossen und wie folgt an-

geordnet:
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Filterpapier O
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Abbildung 22: Western Blot-,,Sandwich“ zur Ubertragung der Proteine vom Gel auf die Blot-Membran, nach
Mahmood T & Yang P-C (2012) [165]. Auf der linken Seite sind die verschiedenen Teile zu sehen, die letztlich
den ,,Sandwich* bilden: auflen (also oben und unten im Bild) sind Schwamme angeordnet, auf die jeweils oben
und unten ein Filterpapier folgt, innen befindet sich letztlich die aus der Gelelektrophorese gewonnene Gelmemb-
ran mit den Proteinen, die auf die Blot-Membran (PDVF = Polyvinylidenfluorid) direkt daneben tbertragen wer-
den sollen. Durch Anlegen einer Spannung kénnen die Proteine dann entweder unter semy-dry oder wet Bedin-
gungen auf die Membran tbertragen werden.

Nach diesem Vorgang gilt es allerdings die tbertragenen Proteine nachzuweisen, zuvor sollte
jedoch die Membran ,,geblockt™ werden: mittels z.B. 5% BSA (bovine serum albumin) -Lésung
kann verhindert werden, dass die spater hinzugegebenen Antikdrper wahllos tberall bin-
den. [165] Darauf folgt also im ersten Schritt die Bindung eines Priméarantikdrpers an das Pro-
tein und im zweiten Schritt die Bindung eines (fluoreszierenden) Sekundérantikorpers an den
Priméarantikdrper, um das Ergebnis schliel3lich sichtbar zu machen. [166]
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Gesamtablauf Gelelektrophorese, Western Blot und Immunodetektion

(1) Proben-Préaparation (nach [165])

Mittels des Dreisatzes (Konzentration = Masse/ Volumen) l&sst sich zunachst das VVolumen der
Probe berechnen, sodass genau 50 g pro well hinzugegeben werden kénnen. Nun werden 5 pl
der Probe mit doppelt-destilliertem Wasser (ddH20) auf 15 pl pro well aufgefillt und gemixt.
AnschlieRend werden die Proben fur finf Minuten bei 100 °C erhitzt. Als Proben diente der
Uberstand mit CRP (5 pg/ml), ADP (50 uM), Thrombin (1 U/ml), Uberstand apoptotischer HT-
22-Zellen aktivierter Thrombozyten und die Aktivierung durch die jeweiligen Kombinationen:
CRP/ADP/Thrombin und Uberstand apoptotischer HT-22-Zellen.

(2) Gel-Praparation (nach [165]) und Reagenzien-Aufbereitung

10% Sammelgel Doppelt destilliertes H.O 3ml
1 M Tris-HCL (Salzséure) 2,1 ml (pH 8,9)
30% Acr Bis 2,8 ml
10% Sodium dodecyl sulfate | 80 pl
(SDS)
10% Ammonium Persulfate | 56 pl
(APS)
Tetramethylethylenediamine | 6 pl
(TEMED)
6% Trenngel Doppelt destilliertes H.O 2ml
1 M Tris-HCL 400 pl (pH 6,7)
30% Acr Bis 600 pl
10% SDS 36 pl
10% APS 24 ul
TEMED 4l
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1 M Tris-Puffer (100ml)

Tris (121,14 g/mol)

12,21 g auf 70 ml

pH 6,8 Mittels HCL
(6 M) einstellen

Doppelt destilliertes H.O auf 100 ml
Laufpuffer (1x) Tris 25 mM

Glycin 192 mM

SDS 0,1%
Laufpuffer (10x) Tris (121,14 g/mol) 309

Glycin 144 g

SDS 10g

Doppelt destilliertes H.O auf 1 L
Blot-Puffer (1x) 10x Blot-Puffer 25 ml

Doppelt destilliertes H.O 175 ml

Methanol 50 ml
Blot-Puffer (10x) Tris (121,14 g/mol) 30g

Glycin 1126 g

Doppelt destilliertes H.O auf1 L

Das Sammelgel wird als Erstes in das Elektrophorese-Gestell gegeben und mit H>O aufgefillt;

nach etwa 30 Minuten sollte das Gel fest sein. Das H>O wird nun abgekippt und das Trenngel

auf das Sammelgel gegeben; der ,,Kamm®, der fiir die Taschenbildung im Gel verantwortlich

ist, wird in das Gel eingefiihrt und wieder wird gewartet bis das Gel fest geworden ist.

(3) Gel-Elekrophorese (nach [165])

Der Laufpuffer wird zuerst in das Elektrophorese-Gerét gegeben und dann das Gestell mit dem

Gel. Dann wird der ,,Kamm* aus dem Gel gezogen und die Taschen nun mit den Proben a 15 pl

und einem load marker a 6 pl gefullt. Schlielich wird eine niedrigere Spannung (60 V) an das
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Trenngel und eine héhere (140 V) an das Sammelgel angeschlossen; der gesamte Gel-Elektro-

phorese-Ansatz ,lauft nun fir etwa eine Stunde.

(4) Elektrotransfer (nach [165])

Hierfur missen zunéchst 6 Filter-Papiere sowie eine polyvinylidene fluoride (PDVF)-Membran
jeweils in der Groflie des Gels ausgeschnitten werden. Sowohl den ,,Schwamm® als auch das
Filterpapier mithilfe von Blot-Puffer und die PDVF-Membran mithilfe von Methanol anfeuch-
ten. Nun wird der ,,Sandwich® (vgl. Abb. 22, S. 49) aus einem Schwamm, drei Filterpapieren,
einem Gel, der PVDF-Membran und wieder drei Filterpapieren und einem Schwamm gebildet;
dieser ,,Sandwich* wird dann in das Transfergerit gegeben und mit Pufferlosung bedeckt. Die

Elektroden werden richtig angeschlossen und der Transfer tber 90 Minuten begonnen.

(5) Antikdrper-Bindung (nach [165])

Die Membran wird mittels 5% skim milk und TBST (Tris-Buffered Saline Tween-20) -Ldsung
fiir eine Stunde geblockt. Danach wird der Primérantikdrper (anti-HMGBL rabbit 1gG 2 pg/ml
bzw. anti-Actin als Kontrolle 1:1000) in 5% BSA-L6sung dazugegeben und ber Nacht bei
4 °C auf einem ,,Shaker* inkubiert. Am ndchsten Tag wird die Membran mit TBST-Ldsung
dreimal fur finf Minuten gewaschen. Der Sekundéarantikorper wird mit 5% skim milk in TBST-
Losung fur eine Stunde inkubiert. AnschlieBend die Membran wieder mit TBST-L&sung drei-
mal fur finf Minuten waschen. Die Analysierung der Ergebnisse erfolgt schlieRlich mittels

Odyssey infrared imaging system.

2.2.9 Statistische Auswertung

Die im Abschnitt Ergebnisse préasentierten Daten sind als Mittelwert + Standard-Deviation (SD)
angegeben. Die statistische Analyse wurde mittels ANOVA und anschlieBendem Bonferroni’s
test oder student ‘s t-test durchgefiihrt. Nur Werte mit p < 0.05 wurden als statistisch signifikant
angesehen. Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Programm GraphPad Prism 7.00.



Ergebnisse 53

3 Ergebnisse

3.1 Migrations-Assay

Der Migrations-Assay soll uber mehrere Fragen Aufschluss geben: zum einen soll die generelle
Wirkung der Uberstande von nicht-aktivierten bzw. aktivierten Thrombozyten auf die Migrati-
ons-Eigenschaft der Monozyten untersucht werden; zum anderen soll diese Wirkung qualitativ
auf die von HMGBL eingehender betrachtet werden. SchlieRlich dient der Assay dazu bei nach-
gewiesener Interaktion von HMGB1 mit den Monozyten auch den hierfur notwendigen Rezep-
tor der Monozyten aufzuzeigen. Insbesondere sollen etwaige Interaktionen auch nach einer Sti-
mulation von Thrombozyten mit dem Uberstand apoptotischer HT-22-Zellen und dem damit

gewonnenen Uberstand aufgezeigt werden.

Die folgenden Diagramme zeigen die Ergebnisse verschiedener Assays zur Monozyten-Migra-
tion. Dabei wurden fur die Versuche standardmaRig 50.000 Monozyten (pro well) verwendet.
Zur Aktivierung der Thrombozyten dienten ADP und CRP; die Uberstande hiervon wurden
dann in den entsprechenden Ansétzen verwendet. Die Auswertung erfolgte nach Mikroskop-
Aufnahme per ImageJ durch Ausz&hlung der migrierten Zellen.

3.1.1 Migrations-Assay Versuchsreihe 1.1

Im Folgenden ist zur besseren Ubersicht ein Ausschnitt der ersten Migrations-Assay-Versuchs-
reihe dargestellt. Dieser umfasst lediglich die Kontrollen (Monozyten + PBS; Monozyten +
Uberstand nicht-aktivierter Thrombozyten), Monozyten und der Uberstand mit CRP-aktivierter
Thrombozyten und Monozyten und der mit Antikrpern gegen HMBG1 geblockte Uberstand
mit CRP-aktivierten Thrombozyten.
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Abbildung 23: Migrations-Assay, Versuchsreihe 1.1. Als Kontrollen wurden sowohl nur Monozyten (A, resting
monocytes + PBS) als auch Monozyten mit dem Uberstand nicht-aktivierter Thrombozyten (B; monocytes +
resting platelet supernatant) gefahren. Balken C: Monozyten mit dem Uberstand CRP-aktivierter Thrombozyten
(monocytes + CRP activated platelet supernatant). Balken D: Monozyten mit Uberstand CRP-aktivierter Throm-
bozyten, die mit Antikdrpern gegen HMGB1 (monocytes + CRP activated platelet supernatant + anti-HMGB1)
vorbehandelt worden sind. Die Auswertung erfolgte mittels GraphPad Prism 7.00 und der statistischen Testaus-
wertung one-way ANOVA (p < 0,0008, ***; Bonferroni’s test p < 0,005 = **; n = 3).

Aus dem obigen Diagramm (Abb. 23) ist zu entnehmen, dass Monozyten bei Uberstand mit
CRP-aktivierter Thrombozyten statistisch signifikant (p = 0,0017, **) mehr migrieren als Mo-
nozyten bei Medium (vgl. Balken C und A). Dieser statistisch signifikante Unter-
schied (p = 0,0095, **) der Migrations-Eigenschaft von Monozyten bei Uberstand mit CRP-
aktivierter Thrombozyten zeigt sich auch in Bezug auf die Kontrolle mit Monozyten und nicht-
aktivierten Thrombozyten (vgl. Balken C und B). AulRerdem ist dieser (p = 0,0018, **) auch
im Vergleich der migrierten Monozyten bei Uberstand mit CRP-aktivierter Thrombozyten und
Monozyten bei Uberstand mit CRP-aktivierter Thrombozyten und zusétzlicher Vorbehandlung

mit Antikérpern gegen HMGBL1 zu sehen (vgl. Balken C und D).
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3.1.2 Migrations-Assay Versuchsreihe 1.2

Im Folgenden ist zur besseren Ubersicht ein Ausschnitt der ersten Migrations-Assay-Versuchs-
reihe dargestellt. Dieser umfasst ebenfalls die Kontrollen (Monozyten + PBS; Monozyten +
nicht-aktivierte Thrombozyten) und Monozyten bei Uberstand mit CRP-aktivierter Throm-
bozyten. Zusatzlich sind hier die Ergebnisse der Migration von Monozyten bei Vorbehandlung
mit Rezeptorblockaden (RAGE, TLR2, TLR4) bei Uberstand mit CRP-aktivierter Thrombozy-
ten dargestellt.
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monocytes + resting platelet
supernatant
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Abbildung 24: Migrations-Assay, Versuchsreihe 1.2. Dabei wurden als Kontrollen sowohl nur Monozyten (resting
monocytes + PBS) als auch Monozyten mit dem Uberstand nicht-aktivierter Thrombozyten (monocytes + resting
platelet supernatant) gefahren. Balken C: Monozyten mit dem Uberstand CRP-aktivierter Thrombozyten (mono-
cytes + CRP activated platelet supernatant). Balken D-F: vorbehandelte Monozyten mit Antikorpern gegen
RAGE, TLR2 bzw. TLR4 mit Uberstand CPR-aktivierter Thrombozyten (D, monocytes + anti-RAGE + CRP
activated platelet supernatant; E, monocytes + anti-TLR2 + CRP activated platelet supernatant; F, monocytes +
anti-TLR4 + CRP activated platelet supernatant). Die Auswertung erfolgte mittels GraphPad Prism 7.00 und der
statistischen Testauswertung one-way ANOVA (p < 0,0002, ***; Bonferroni’s test p < 0,05=*; n = 3).

Das Diagramm zeigt, dass die Migration der Monozyten bei VVorbehandlung mit Antikérpern
gegen RAGE statistisch signifikant erniedrigt ist im Vergleich zu den anderen beiden Rezep-
torblockaden (vgl. Balken D und E, p = 0,0108, *; vgl. Balken D und F, p = 0,0364, *) und zu
dem Ansatz mit Uberstand CRP-aktivierter Thrombozyten (vgl. Balken D und C,
p =0,0225, *).
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3.1.3 Migrations-Assay Versuchsreihe 1.3

Das unten gezeigte Diagramm stellt die Zusammenfiihrung der Ergebnisse der Ausschnitte Nr.
1 und 2 zu einer vergleichenden Gesamtubersicht dar.
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Abbildung 25: Migrations-Assay, Versuchsreihe 1.3. Balken A (resting monocytes + PBS) zeigt die Migrations-
eigenschaft von nicht-stimulierten Monozyten; der Balken B (monocytes + resting platelet supernatant) stellt die
Monozyten-Migration zum Uberstand nicht aktivierter Thrombozyten dar — beide dienten als Kontrolle. Balken
C: unbehandelte Monozyten und CRP-aktivierter Thrombozyten Uberstand (monocytes + CRP activated platelet
supernatant). Balken D (monocytes + CRP activated platelet supernatant + anti-HMGB1) dient ebenfalls der Kon-
trolle: der CRP-aktivierte Thrombozyten Uberstand wurde zusatzlich mit Antikérpern gegen HMGB1 behandelt.
Balken E-G: mit verschiedenen Rezeptor-Antikdrpern behandelte Monozyten und CRP-aktivierter Thrombozyten
Uberstand (E, monocytes + anti-RAGE + CRP activated platelet supernatant; F, monocytes + anti-TLR2 + CRP
activated platelet supernatant; G, monocytes + anti-TLR4 + CRP activated platelet supernatant). Die Auswertung
erfolgte mittels GraphPad Prism 7.00 und der statistischen Testauswertung one-way ANOVA (p < 0,0001, ****;
Bonferroni’s test: p < 0,05 =*, p < 0,005 = ** p <0,0005 = ***; n = 3).

Diese Migrations-Versuchreihe wurde mit der Frage durchgefiihrt, ob der Uberstand CRP-ak-
tivierter Thrombozyten Einfluss auf die Migration von Monozyten hat. Dabei hat neben dieser
grundlegenden Eigenschaft vor allem der Einfluss des HMGBL interessiert; spielt HMGB1
Uberhaupt eine (wichtige) Rolle und wenn ja, Uber welchen Rezeptor wird diese Interaktion
vermittelt. Aus dem obigen Schaubild (Abb. 25) ergeben sich folgende Ergebnisse:



Ergebnisse 57

Monozyten ohne Stimulus migrieren zwar auch, aber in nur sehr geringem Mal3e (Balken A).
Die Migration wird nicht durch Uberstand nicht-aktivierter Thrombozyten maBgeblich gestei-
gert (Balken B im Vergleich mit Balken A). Hingegen migrieren Monozyten mit Stimulus, in
diesem Fall durch den Uberstand mit zuvor aktivierter Thrombozyten via CRP, statistisch sig-
nifikant mehr (Balken C im Vergleich zu Balken A, p = 0,0009, ***; Balken C im Vergleich
zu Balken B, p = 0,0112, *). Durch gegen HMGB1 gerichteten Antikorper-Einsatz im Uber-
stand CRP aktivierter Thrombozyten wird die Migrationsrate der Monozyten wiederum statis-
tisch signifikant reduziert (Balken D im Vergleich zu Balken C, p = 0,001, ***). Wéahrend die
Migration von Monozyten, die entweder mit Antikérpern gegen TLR2 oder TLR4 behandelt
wurden, bei Stimulus mit dem Uberstand CRP-aktivierter Thrombozyten erhéht bleibt (Balken
F bzw. G im Vergleich mit Balken C; Balken F bzw. G im Vergleich mit Balken A,
p = 0,0004, *** bzw. p = 0,0015, **), sinkt sie bei Monozyten, die zuvor mit Antikdrpern gegen
RAGE behandelt wurden (Balken E im Vergleich mit C, p = 0,0127, *).

3.1.4 Migrations-Assay Versuchsreihe 2.1

Im Folgenden ist zur besseren Ubersicht ein Ausschnitt der zweiten Migrations-Assay-Ver-
suchsreihe dargestellt. Dieser umfasst lediglich die Kontrollen (Monozyten + PBS; Monozyten
+ Uberstand nicht-aktivierter Thrombozyten), Monozyten und der Uberstand mit ADP-akti-
vierter Thrombozyten, Monozyten und der mit Antikérpern gegen HMBG1 geblockte Uber-
stand mit ADP-aktivierten Thrombozyten (Balken D) und zusatzlich das Ergebnis der positiv-
Kontrolle mit rekombinantem HMGB1 (20 ng/ml).
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Abbildung 26: Migrations-Assay, Versuchsreihe 2.1. Als Kontrollen wurden sowohl nur Monozyten (A, resting
monocytes + PBS) als auch Monozyten mit dem Uberstand nicht-aktivierter Thrombozyten (B, monocytes +
resting platelet supernatant) gefahren. Balken C: Monozyten mit dem Uberstand ADP-aktivierter Thrombozyten
(monocytes + ADP activated platelet supernatant). Balken D: Monozyten mit Uberstand ADP-aktivierter Throm-
bozyten, die mit Antikdrpern gegen HMGB1 (monocytes + ADP activated platelet supernatant + anti-HMGB1)
vorbehandelt worden sind. Balken E: Monozyten mit rekombinanten HMGB1 (monocytes + rHMGB1). Die Aus-
wertung erfolgte mittels GraphPad Prism 7.00 und der statistischen Testauswertung one-way ANOVA (p < 0,0001,
****: Bonferroni’s test. p < 0,0005 = *** p < 0,0001=****; n = 3).

Der letzten Abbildung (Abb. 26) lassen sich die oben bereits fiir den Uberstand CRP-aktivierter
Thrombozyten nachgewiesenen Effekte (s. 3.1.1) auf die Monozyten-Migration auch fur ADP
statistisch signifikant entnehmen (Balken C im Vergleich zu Balken A, p < 0,0001, ****). Au-
Rerdem konnte auch hier erneut ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den Ansétzen
von Monozyten bei Uberstand ADP-aktivierter Thrombozyten und Monozyten bei Uberstand
ADP-aktivierter Thrombozyten mit Antikdrpern gegen HMGB1 gezeigt werden (Balken D im
Vergleich zu Balken C, p < 0,0001, ****). Vielmehr kommt es auch bei Monozyten und re-
kombinantem HMGBL zu einer statistisch signifikant erhdhten Migrationsrate (Balken E im
Vergleich zu Balken A, p < 0,0001, ****). Weiterhin zeigt sich diese statistische Signifikanz
auch im Vergleich zu Monozyten bei Uberstand ADP-aktivierter Thrombozyten mit Antikor-
pern gegen HMGBL1 (Vgl. Balken E und D, p < 0,0001, ****),
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3.1.5 Migrations-Assay Versuchsreihe 2.2

Im Folgenden ist zur besseren Ubersicht ein Ausschnitt der zweiten Migrations-Assay-Ver-
suchsreihe dargestellt. Dieser umfasst die Kontrollen (Monozyten + PBS; Monozyten + Uber-
stand nicht-aktivierter Thrombozyten) sowie die positiv-Kontrolle mit rekombinantem
HMGB1 und Monozyten und der Uberstand mit CRP bzw. ADP-aktivierter Thrombozyten;
auBerdem sind auch die Ergebnisse der Uberstande von Thrombozyten, die mit dem Uberstand
apoptotischer HT-22-Zellen (und gegebenenfalls zusétzlich mit CRP bzw. ADP) aktiviert wor-
den sind, abgebildet. Diese VVorbehandlung bedurfte zunchst der Generierung des Uberstandes
apoptotischer HT-22-Zellen. Dieser Uberstand wird dann ebenso wie CRP bzw. ADP (oder in
Kombination) zur Aktivierung der Thrombozyten verwendet.

Die Versuchsreihe soll tiefergehendes Verstandnis (ber die Aktivierung von Thrombozyten
und die daraus resultierenden Effekte auf die Monozyten-Migration geben. Auf der einen Seite
soll Sie der Uberpriifung der Wirkung von Uberstand CRP bzw. ADP-aktivierter Thrombozy-
ten auf die Migration von Monozyten dienen. Auf der anderen Seite soll nun auch die Wirkung
des Uberstandes anderweitig aktivierter Thrombozyten untersucht werden; hier mittels Uber-

stand apoptotischer HT-22-Zellen.
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Abbildung 27: Migrations-Assay, Versuchsreihe 2.2. Balken A (resting monocytes + PBS): Migrationseigenschaft von nicht-
stimulierten Monozyten; Balken B (monocytes + resting platelet supernatant): Monozyten-Migration zum Uberstand nicht
aktivierter Thrombozyten. Balken C: unbehandelte Monozyten und CRP-aktivierter Thrombozyten Uberstand (monocytes +
CRP activated platelet supernatant); Balken E: unbehandelte Monozyten und ADP-aktivierter Thrombozyten Uberstand (mo-
nocytes + ADP activated platelet supernatant). Balken D-F: unbehandelten Monozyten und Uberstand durch apoptotischen
Uberstand von HT-22-Zellen und CRP/ ADP aktivierte Thrombozyten (D monocytes + CRP + CM apoptotic HT-22-cells
activated platelet supernatant; F monocytes + ADP + CM apoptotic HT-22-cells activated platelet supernatant). Balken G:
unbehandelte Monozyten und der Uberstand durch den apoptotischen Uberstand von HT-22-Zellen aktivierte Thrombozyten
(monocytes + CM apoptotic HT-22-cells activated platelet supernatant). Die Auswertung erfolgte mittels GraphPad Prism 7.00
und der statistischen Testauswertung one-way ANOVA (p < 0.0001; ****; Bonferroni’s test: p < 0,0001 = ****; n = 3).

Das obige Diagramm (Abb. 27) bestatigt, dass Monozyten ohne Stimulus zwar auch migrieren,
aber in nur sehr geringem MaRe (Balken A). Auch dass die Migration nicht schon durch Uber-
stand nicht-aktivierter Thrombozyten maRgeblich gesteigert wird, kann erneut nachgewiesen
werden (Balken B im Vergleich mit Balken A). Monozyten mit Stimulus, in diesem Assay
durch den Uberstand zuvor mit CRP, ADP oder dem Uberstand apoptotischer HT-22-Zellen
(oder kombiniert) aktivierter Thrombozyten, migrieren statistisch signifikant mehr (vgl. die
Balken C und A, p < 0,0001, ****: D und A, p < 0,0001, ****; E und A, p < 0,0001, ****; F
und A, p <0,0001, ****; G und A, p <0,0001, ****). Diese Signifikanz zeigt sich auch gegen-
tber dem Ansatz von Monozyten mit dem Uberstand nicht aktivierter Thrombozyten (vgl. die
Balken C und B, p < 0,0001, ****; D und B, p < 0,0001, ****; E und B, p < 0,0001, ****; F
und B, p <0,0001, ****; G und B, p <0,0001, ****),
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3.2 Survival-Assay

Der Survival-Assay soll ebenfalls Gber mehrere Fragen Aufschluss geben: zum einen soll die
generelle Wirkung der Uberstande von nicht-aktivierten bzw. aktivierten Thrombozyten auf die
Survival-Eigenschaft der Monozyten untersucht werden. Zum anderen soll diese Wirkung qua-
litativ auf die von HMGBL1 eingehender betrachtet werden. Schliellich dient der Assay dazu
bei nachgewiesener Interaktion von HMGB1 mit den Monozyten auch den hierfiir notwendigen
Rezeptor der Monozyten aufzuzeigen. Insbesondere sollen etwaige Interaktionen auch nach ei-
ner Stimulation von Thrombozyten mit dem Uberstand apoptotischer HT-22-Zellen und dem

damit gewonnenen Uberstand aufgezeigt werden.

Die folgenden Diagramme zeigen die Ergebnisse verschiedener Versuchsreihen zum Monozy-
ten-Survival. Dabei wurden fur die Versuche standardméaRig 50.000 Monozyten (pro tube) ver-
wendet. Zur Aktivierung der Thrombozyten dienten ADP und CRP bzw. der Uberstand apopto-
tischer HT-22-Zellen; die Uberstande hiervon wurden dann in den entsprechenden Ansétzen
verwendet. Als Kontrolle wurden stets unbehandelte Monozyten ohne ABT verwendet; alle
anderen Versuchsansatze wurden mit ABT behandelt. Die Auswertung erfolgte mittels Durch-
flusszytometrie am FACS Calibur Flow Cytometer und CellQuest Software.

3.2.1 Survival-Assay Versuchsreihe 1

Im Weiteren sind zur besseren Ubersicht zwei Ausschnitte (Diagramm A bzw. B, Abb. 29 und
30) der ersten Survival-Assay-Versuchsreihe dargestellt.

Diagramm A umfasst dabei lediglich die Kontrollen (unbehandelter Monozyten + PBS; unbe-
handelte Monozyten + ABT; unbehandelte Monozyten + Uberstand nicht-aktivierter Throm-
bozyten + ABT).

Diagramm B fiihrt hingegen die Ergebnisse der Rezeptorblockade der Monozyten zusammen
mit den Kontrollen aus Diagramm A (unbehandelter Monozyten + PBS; unbehandelte Monozy-
ten + ABT; unbehandelte Monozyten + Uberstand nicht-aktivierter Thrombozyten + ABT) auf.
Die Rezeptorblockaden werden mit Antikdrpern gegen RAGE, TLR2 und TLR4 mit jeweils
gleichbleibenden Konzentrationen bei 30-minitiger Inkubation vor Zugabe des Uberstandes

aktivierter Thrombozyten durchgefiihrt.
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Abbildung 28: Survival-Assay, Versuchsreihe 1, Diagramm A. Balken A (resting monocytes + PBS): Survival-
Eigenschaft von nicht-stimulierten Monozyten ohne Apoptose-Inducer ABT; Balken E (monocytes + ABT): Sur-
vival-Eigenschaft unbehandelter Monozyten bei Zugabe von ABT. Balken D (monocytes + resting platelet super-
natant + ABT): Monozyten-Surival bei Uberstand nicht aktivierter Thrombozyten. Balken C: Monozyten mit dem
Uberstand mit CRP aktivierter Thrombozyten und zusitzlicher HMGB1-Antikérper-Behandlung (monocytes +
CRP activated platelet supernatant + anti-HMGB1 + ABT). Balken B: Monozyten mit Uberstand mit CRP akti-
vierter Thrombozyten und ABT (monocytes + CRP activated platelet supernatant + ABT). Die Auswertung er-
folgte mittels GraphPad Prism 7.00 und der statistischen Testauswertung one-way ANOVA (p < 0,0002; ***; n =
3) sowie student’s t-test (two-tailed) innerhalb der Balken (p < 0,05 =*, p < 0,005 = **, p < 0,0005 = ***),

Aus Diagramm A lasst sich entnehmen, dass Monozyten ohne Stimulus und Behandlung mit
ABT zwar auch Uberleben, aber in nur sehr geringem statistisch signifikantem MaRe (Balken E
im Vergleich mit A, student’s t-test: p = 0,0050, **). Der Survival wird nicht durch Uberstand
nicht-aktivierter Thrombozyten statistisch signifikant gesteigert (Balken D im Vergleich mit
Balken A, student’s t-test: p = 0,0074, **). Monozyten mit Stimulus, in diesem Assay durch
den Uberstand zuvor mit CRP aktivierter Thrombozyten, iiberleben statistisch signifikant deut-
lich haufiger (Balken B im Vergleich zu Balken E, student’s t-test: p = 0,0001, ***). Weiter ist
der Survival der Monozyten durch gegen HMGB1 gerichteten Antikorper-Einsatz im Uber-
stand CRP aktivierter Thrombozyten statistisch signifikant erniedrigt (Balken C im Vergleich
zu Balken A, p = 0,0042, **). Diese statistische Signifikanz zeigt sich auch im Vergleich mit
dem Ansatz Uberstand CRP aktivierter Thrombozyten (vgl. Balken B und C, student’s t-test:
p =0,0234, *).
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Abbildung 29: Survival-Assay, Versuchsreihe 1, Diagramm B. Balken A (resting monocytes): positiv-Kontrolle.
Balken B: Wirkung des Uberstandes CRP-aktivierter Thrombozyten auf Monozyten bei ABT (monocytes + CRP
activated platelet supernatant + ABT). Balken C-E: unterschiedliche Rezeptor-Blockaden der Monozyten (Re-
zeptorblockade fir RAGE: C, monocytes + CRP activated platelet supernatant + anti-RAGE + ABT; TLR2: D,
monocytes + CRP activated platelet supernatant + anti-TLR2 + ABT; TLR4: E, monocytes + CRP activated pla-
telet supernatant + anti-TLR4 + ABT). Balken F und G: Monozyten-Survival bei Uberstand nicht-aktivierter
Thrombozyten sowie ABT und nur mit ABT (F, monocytes + resting platelet supernatant + ABT bzw. G, mono-
cytes + ABT). Die Auswertung erfolgte mittels GraphPad Prism 7.00 und der statistischen Testauswertung one-
way ANOVA (p < 0.0034, **; Bonferroni’s test p < 0,05 =*, p < 0,005 = **; n = 3).

Diagramm B zeigt, dass der Survival der Monozyten bei Monozyten, die zuvor mit Antikérpern
gegen RAGE bzw. TLR4 behandelt worden sind, verglichen mit den beiden negativ-Kontrollen
erhoht ist (vgl. Balken C bzw. E und Balken F bzw. G). Bei Monozyten mit Rezeptorblockade
von TLR2 hingegen ist ein verminderter Survival erkennbar (vgl. Balken D und C bzw. E).
Dieser Unterschied ist jedoch im Unterschied zu CRP nur gering (vgl. Balken D und B). Eine
statistische Signifikanz zeigt sich hierbei lediglich gegenlber nicht behandelten Monozyten
ohne ABT-Zugabe (vgl. Balken D und A, p <0,0169, *).
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3.2.2 Survival-Assay Versuchsreihe 2.1

Die zweite Versuchsreihe soll zum einen der Bestatigung der bereits gezeigten (s. 3.2.1) Wir-
kung des Uberstandes mit CRP aktivierter Thrombozyten auf den Monozyten-Survival dienen
und zum anderen zusatzlich den Einfluss des Uberstandes apoptotischer HT-22-Zellen auf die
Aktivierung der Thrombozyten bzw. der daraus resultierenden Wirkung des gewonnenen Uber-
standes auf die Uberlebenseigenschaft der Monozyten darstellen. Die Behandlung der Throm-
bozyten mit dem Uberstand apoptotischer HT-22-Zellen erfolgte wie auch die Aktivierung mit-
tels CRP bzw. ADP fir 30 Minuten. Hierbei ist zu beachten, dass die Ergebnisse auf die immer
gleichbleibende Kontrolle, die nur aus Monozyten besteht und somit keinen weiteren Einfluss-

faktor hat, ins Verhéaltnis gesetzt worden sind.

Im Folgenden ist zur besseren Ubersicht ein Ausschnitt der zweiten Survival-Assay-Versuchs-
reihe dargestellt. Dieser umfasst lediglich die Kontrollen (Monozyten + PBS; Monozyten +
ABT) und Monozyten und der Uberstand mit CRP bzw. ADP-aktivierter Thrombozyten mit
ABT.
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Abbildung 30: Survival-Assay, Versuchsreihe 2.1 Balken A (resting monocytes + PBS): positiv-Kontrolle. Balken
B (monocytes + ADP activated platelet supernatant): Survival-Eigenschaft von Monozyten bei Uberstand ADP-
aktivierter Thrombozyten und ABT. Balken C: Eigenschaft bei unbehandelten Monozyten und CRP-aktivierter
Thrombozyten Uberstand (monocytes + CRP activated platelet supernatant). Balken D: negativ-Kontrolle mit
Monozyten bei ABT (monocytes + ABT). Die Auswertung erfolgte mittels GraphPad Prism 7.00 und der statisti-
schen Testauswertung one-way ANOVA (p < 0.0009; ***; Bonferroni’s test p < 0,05=*, p < 0,0005 = ***; n = 3).

Der letzten Abbildung (Abb. 30) lassen sich die oben (s. 3.2.1) bereits fiir den Uberstand CRP-
aktivierter Thrombozyten nachgewiesenen Effekte auf den Monozyten-Survival auch fir ADP
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statistisch signifikant entnehmen (Balken B im Vergleich zu Balken D, p = 0,0401, *) und flr
CRP erneut und statistisch signifikant bestatigen (Balken C im Vergleich zu Balken D,
p =0,0203, *). Der Unterschied der Kontrollen unbehandelter Monozyten zu Monozyten, die
mit ABT behandelt worden sind, ist statistisch signifikant (vgl. Balken A und D,
p = 0,0006, ***),

3.2.3 Survival-Assay Versuchsreihe 2.2

Nachfolgend ist zur besseren Ubersicht ein Ausschnitt der zweiten Survival-Assay-Versuchs-
reihe dargestellt. Dieser umfasst neben den Kontrollen (Monozyten + PBS; Monozyten + ABT,;
Monozyten + rHMGBL1 [20 ng/ml] + ABT), Monozyten und der Uberstand mit ADP aktivierter
Thrombozyten mit ABT sowie den Uberstand mit zuvor mit dem Uberstand apoptotischer HT-
22-Zellen aktivierter Thrombozyten und dasselbe in Kombination mit Uberstand mittels ADP
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aktivierter Thrombozyten.

Abbildung 31: Survival-Assay, Versuchsreihe 2.2; Balken A (resting monocytes + PBS): positiv-Kontrolle. Balken
B (monocytes + ADP activated platelet supernatant + ABT): Survival-Eigenschaft von Monozyten bei Uberstand
ADP-aktivierter Thrombozyten und ABT. Balken C: unbehandelte Monozyten und mit Uberstand apoptotischer
HT-22-Zellen und ADP aktivierter Thrombozyten bei ABT dar (monocytes + ADP + CM apoptotic HT-22-cells
activated platelet supernatant + ABT). Balken D: Monozyten-Survival bei mit Uberstand apoptotischer HT-22-
Zellen aktivierter Thrombozyten (monocytes + CM apoptotic HT-22-cells activated platelet supernatant + ABT).
Balken E (monocytes + rHMGB1 + ABT): positiv-Kontrolle von Monozyten bei rekombinantem HMGB1 und
ABT. Balken F: negativ-Kontrolle von Monozyten bei ABT (monocytes + ABT). Die Auswertung erfolgte mittels
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GraphPad Prism 7.00 und der statistischen Testauswertung one-way ANOVA (p < 0.0044, **; n = 3) sowie stu-
dent’s t-test (two-tailed) innerhalb der Balken (p < 0,05 = *, p < 0,0001 = ***¥*),

Dem obigen Diagramm (Abb. 31) ist zu entnehmen, dass sich die beiden Kontrollen statistisch
signifikant unterscheiden (vgl. Balken A und F, p < 0,0001, ****). Der Survival ist bei den
Balken B bis E jeweils gleichbleibend erhéht im Vergleich zu Balken F. Untereinander finden
sich alle vier Balken (B bis E) auf etwa dem gleichen Niveau. Der Monozyten-Survival ist nach
diesen Ergebnissen hier zwar zahlenmaRig erhoht, jedoch ergeben sich nur fiir die Ansétze mit
Uberstand mit ADP bzw. ADP und dem Uberstand apoptotischer HT-22-Zellen aktivierter
Thrombozyten statistische Signifikanzen gegentber der Kontrolle von Monozyten, die mit
ABT behandelt worden sind (vgl. Balken B bzw. C und F, p = 0,0312, * bzw. p = 0,0168, *).

3.2.4 Survival-Assay Versuchsreihe 2.3

Auf der nachsten Seite ist zur besseren Ubersicht ein weiterer Ausschnitt der zweiten Survival-
Assay-Versuchsreihe dargestellt. Dieser umfasst neben den Kontrollen (Monozyten + PBS;
Monozyten + ABT; Monozyten + rHMGB1 [20 ng/ml] + ABT), Monozyten und der Uberstand
mit CRP aktivierter Thrombozyten mit ABT sowie Uberstand mit zuvor mit dem Uberstand
apoptotischer HT-22-Zellen aktivierter Thrombozyten und den Uberstand mit zuvor mit dem
Uberstand apoptotischer HT-22-Zellen aktivierter Thrombozyten in Kombination mit Uber-

stand mittels CRP aktivierter Thrombozyten.
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Abbildung 32: Survival-Assay, Versuchsreihe 2.3. Balken A (resting monocytes + PBS): positiv-Kontrolle. Balken
B (monocytes + CRP activated platelet supernatant + ABT): Survival-Eigenschaft von Monozyten bei Uberstand
CRP-aktivierter Thrombozyten und ABT. Balken C: unbehandelte Monozyten und mit Uberstand apoptotischer
HT-22-Zellen und CRP aktivierter Thrombozyten bei ABT (monocytes + CRP + CM apoptotic HT-22-cells acti-
vated platelet supernatant + ABT). Balken D: Monozyten-Survival bei mit Uberstand apoptotischer HT-22-Zellen
aktivierter Thrombozyten (monocytes + CM apoptotic HT-22-cells activated platelet supernatant + ABT). Balken
E (monocytes + tHMGB1 + ABT): positiv-Kontrolle von Monozyten bei rekombinantem HMGB1 und ABT. Bal-
ken F: negativ-Kontrolle von Monozyten bei ABT (monocytes + ABT). Die Auswertung erfolgte mittels GraphPad
Prism 7.00 und der statistischen Testauswertung one-way ANOVA (p < 0.0044; **; Bonferroni’s test p < 0,05 = *;
n=3).

Fur die Kontrollen untereinander ergibt sich auch hier eine statistische Signifikanz (vgl. Balken
Aund E, p <0,05, *). Die Ergebnisse der Balken B bis E finden sich ebenfalls auf zahlenmaRig
ungefahr gleichem Niveau und jeweils dhnlicher Differenz zu Balken F. Der Monozyten-Sur-
vival ist nach diesen Ergebnissen zwar zahlenméaliig erhéht (Balken B bis E im Vergleich zu
Balken F), jedoch ergibt sich lediglich eine statistische Signifikanz zwischen den mit Uberstand
CRP aktivierter Thrombozyten behandelten Monozyten bei ABT und der Kontrolle von Mo-
nozyten mit ABT (Balken B im Vergleich mit Balken F, p = 0,0240, *).
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3.3 Phagozytose-Assay

Der Phagozytose-Assay soll Uber eine weitere Interaktionsmoglichkeit zwischen Thrombozy-
ten und Monozyten Aufschluss geben: Als Erstes wird die generelle Wirkung der Ubersténde
von nicht-aktivierten bzw. aktivierten Thrombozyten auf die Phagozytose-Eigenschaft der Mo-
nozyten gegentiber Thrombozyten untersucht. Als zweites soll diese Wirkung qualitativ auf die
von HMGBL1 eingehender betrachtet werden. Drittens soll der Assay bei nachgewiesener Inter-
aktion von HMGB1 mit den Monozyten auch den hierflir notwendigen Rezeptor der Monozyten
aufzeigen.

Die folgenden Diagramme zeigen die Ergebnisse verschiedener Versuchsreihen zum Monozy-
ten-Phagozytose von Thrombozyten. Dabei wurden fir die Versuche standardmaliig 50.000
Monozyten (pro tube) verwendet. Zur Aktivierung der Thrombozyten dienten ADP und CRP;
die Uberstande hiervon wurden dann in den entsprechenden Ansatzen verwendet. Als Kontrolle
wurden stets unbehandelte Monozyten (CD14 markiert) mit unbehandelten Thromboyzten ver-
wendet. Zur Markierung der Zellen wurde CD42b-FITC-Marker dazugegeben. Die Auswer-
tung erfolgte (mit bzw. ohne Trypan-blau) mittels Durchflusszytometrie am FACS Calibur

Flow Cytometer und CellQuest Software.

3.3.1 Phagozytose-Assay Versuchsreihe 1.1

In der nachsten Abbildung ist ein Ausschnitt der Phagozytose-Assay-Versuchsreihe dargestellt.
Aufgefiihrt sind hier neben der Kontrolle (unbehandelte Monozyten + unbehandelte Throm-
bozyten), Monozyten und mit CRP bzw. ADP aktivierte Thrombozyten sowie Monozyten und
mit CRP bzw. ADP aktivierte Thrombozyten, die allerdings zusatzlich mit Antikérpern gegen
HMGB1 behandelt worden sind.
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Abbildung 33: Phagozytose-Assay, Versuchsreihe 1.1. Balken A (monocytes + platelets): Phagozytose-Rate von
Monozyten gegeniiber nicht aktivierten Thrombozyten. Balken B (monocytes + CRP activated platelets): von Mo-
nozyten phagozytierte zuvor mit CRP aktivierte Thrombozyten; Balken C: von Monozyten phagozytierte zuvor
mit ADP-behandelte Thrombozyten (monocytes + ADP activated platelets). Balken D und E: Phagozytose-Rate
bei mit CRP bzw. ADP aktivierten und zuséatzlich mittels Antikérper gegen HMGB1 behandelten Thrombozyten
(D, monocytes + CRP activated platelets + anti-HGMB1; E, monocytes + ADP activated platelets + anti-HMGB1).
Die Auswertung erfolgte mittels GraphPad Prism 7.00 und der statistischen Testauswertung one-way ANOVA (p
<0.0281, *; n = 4) sowie student’s t-test innerhalb der Balken (p < 0,05 = *).

Aus dem obigen Diagramm (Abb. 33) lasst sich entnehmen, dass die Phagozytose-Rate von
Monozyten gegenilber aktivierten Thrombozyten (CRP bzw. ADP) hoher ist im Vergleich zu
nicht aktivierten Thrombozyten (vgl. Balken B bzw. C und A). Eine statistische Signifikanz
zeigt sich insbesondere im Vergleich der mit ADP aktivierten Thrombozyten und der Kontrolle
mit unbehandelten Monozyten und unbehandelten Thrombozyten (Balken C im Vergleich mit
Balken A, student’s t-test: p = 0,0403, *). Weiterhin ist dem Diagramm zu entnehmen, dass die
Phagozytose bei Monozyten mit CRP bzw. ADP aktivierten Thrombozyten mit Antikorper ge-
gen HMGB1 jeweils im Vergleich mit den Proben ohne HMGB1-Block erniedrigt ist und ins-
gesamt etwa auf gleichem Niveau mit der Kontrolle liegt (vgl. D bzw. E mit B bzw. C oder A).
Hierbei zeigt sich ein statistisch signifikanter Unterschied hinsichtlich der Ansatze mit ADP
aktivierten Thrombozyten und ADP aktivierten Thrombozyten mit zusatzlichen Antikdrpern
gegen HMGB1 (vgl. Balken C und E, student’s t-test: p < 0,0479, *).
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3.3.2 Phagozytose-Assay Versuchsreihe 1.2

Im Folgenden ist zur besseren Ubersicht der zweite Ausschnitt der Phagozytose-Assay-Ver-
suchsreihe dargestellt. Aufgefiihrt sind hier in beiden Diagrammen die Kontrolle (unbehandelte
Monozyten + unbehandelte Thrombozyten) sowie unbehandelte Monozyten mit CRP aktivier-
ten Thrombozyten in Diagramm A bzw. ADP aktivierten Thrombozyten in Diagramm B. Au-
Rerdem sind in beiden Diagrammen die Rezeptorblockaden der Monozyten mit Antikdorper ge-
gen TLR2 bzw. TLR4 bei CRP (Diagramm A) oder ADP (Diagramm B) aktivierten Throm-
bozyten aufgefiihrt.

Phagozytose-Assay

monocytes + platelets
monocytes + CRP
—_— activated platelets

monocytes + CRP
(1 activated platelets +
47 T- anti-TLR?2

00
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| = activated platelets +
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% CD42b" Monozyten

Abbildung 34: Phagozytose-Assay, Versuchsreihe 1.2, Diagramm A. Balken A (monocytes + platelets): Phagozy-
tose-Rate von Monozyten gegeniber nicht aktivierten Thrombozyten. Balken B (monocytes + CRP activated pla-
telets): von Monozyten phagozytierte zuvor mit CRP aktivierte Thrombozyten. Balken C und D: Phagozytose-
Eigenschaft von Monozyten, die zuvor mit Antikdrpern gegen TLR2 bzw. TLR4 behandelt worden sind, gegen-
Uber mit CRP-behandelten Thrombozyten (C, monocytes + CRP activated platelets + anti-TLR2 bzw. D, mono-
cytes + CRP activated platelets + anti-TLR4). Die Auswertung erfolgte mittels GraphPad Prism 7.00 und der
statistischen Testauswertung one-way ANOVA (p > 0.05; n = 3).
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Abbildung 35: Phagozytose-Assay, Versuchsreihe 1.2, Diagramm B. Balken A (monocytes + platelets): Phagozy-
tose-Rate von Monozyten gegeniiber nicht aktivierten Thrombozyten. Balken B (monocytes + ADP activated pla-
telets): von Monozyten phagozytierte zuvor mit ADP aktivierte Thrombozyten. Balken C und D: Phagozytose-
Eigenschaft von Monozyten, die zuvor mit Antikdrpern gegen TLR2 bzw. TLR4 behandelt worden sind, gegen-
Uber mit ADP-behandelten Thrombozyten (C, monocytes + ADP activated platelets + anti-TLR2 bzw. D, mono-
cytes + ADP activated platelets + anti-TLR4). Die Auswertung erfolgte mittels GraphPad Prism 7.00 und der
statistischen Testauswertung one-way ANOVA (p > 0.05; n = 3).

Die letzten beiden Diagramme zeigen folgende Ergebnisse: In beiden Diagrammen ergibt sich
ein zahlenmaliger Unterschied der Phagozytose im Vergleich der Monozyten bei CRP (Dia-
gramm A) bzw. ADP (Diagramm B) aktivierten Thrombozyten im Vergleich zu der Kontrolle
(vgl. jeweils Balken B und Balken A). Wéahrend in Diagramm A beide Rezeptorblockaden eine
niedrige Phagozytose-Rate der Monozyten zeigen (vgl. Balken C bzw. D mit B), ist Diagramm
B zu entnehmen, dass zwar ebenfalls die Blockade mit Antikdrpern gegen TLR2 eine niedrige
Phagozytose-Rate zeigt (vgl. Balken C und B), die Blockade mit Antikdrpern gegen TLR4 al-
lerdings ebenfalls eine erhdhte Phagozytose-Rate ergeben hat (vgl. Balken D und B).
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3.4 HMGB1-Nachweis

Der HMGB1-Nachweis soll schliellich vor allem Gber die Quantitét der in den verschiedenen
Versuchsansitzen benutzten Uberstande Aufschluss geben. Fraglich war zu diesem Zeitpunkt,
ob die gemachten Beobachtungen hinsichtlich der kumulativen Eigenschaft von ,,zweifach*
aktivierten Thrombozyten (z.B. mit CRP und Uberstand apoptotischer HT-22-Zellen) sich auch
in der Hohe des nachweisbaren HMGB1 widerspiegeln. Dazu missen natirlich auch die Werte
fir HMGB1 in den Uberstanden nur mit CRP (5ug/ml), ADP (50uM/ml) oder Throm-
bin (1 U/ml) aktivierten Thrombozyten mit solchen Uberstanden von Thrombozyten, die nur
mit dem Uberstand apoptotischer HT-22-Zellen aktiviert worden sind, verglichen werden.
Ebenfalls noch unklar und deshalb untersuchungsbedurftig ist die Hohe an freigesetztem
HMGBL1 in den fir die zuvor gezeigten Versuchsreihen verwendeten Aktivatoren CRP und
ADP. Die Ergebnisse dieser Assays geben allesamt nur einen qualitativen Uberblick tiber die
Interaktion durch HMGBL per se.

Das folgende Diagramm (Abb. 36) zeigt die Ergebnisse nach dem ins Verhaltnis-Setzen zu
Actin. Dabei wird HMGBL1 in Héhe der 28 kDa-Bande detektiert und die Werte mittels Fluo-
reszenz-Scanner ausgewertet. Hierfir ist beispielhaft auch ein ,,Scanbild“ (Abb. 37) der Bande
fir HMGBL1 der verschiedenen Proben abgedruckt. Die Thrombozyten wurden fir die Ansatze
standardmafig fir 30 Minuten mit den entsprechenden Reagenzien aktiviert. AnschlieRend
wurde im Rahmen der Gelelektrophorese dieselben Laufzeiten und fiir die am Ende durchge-
fiihrten Antikdérper-Behandlungen fir den Nachweis die gleichen Inkubationszeiten eingehal-
ten. Die verschieden nétigen Waschgéange wurden ebenfalls fir die gleiche Dauer und an den-

selben Versuchsschritten durchgefuhrt.
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Abbildung 36: HMGB1-Nachweis mittels Gelelektrophorese und Western Blot. Balken A (untreated platelets)
zeigt das bei nicht-behandelten Thrombozyten nachgewiesene HMGB1,; dieser Ansatz diente als Kontrolle. Balken
B (CRP activated platelets) stellt den Anteil an HMGB1 im Uberstand zuvor mit CRP aktivierter Thrombozyten
dar; Balken C dasselbe nur mit ADP-behandelten Thrombozyten (ADP activated platelets); Balken D bei mit
Thrombin-aktivierten Thrombozyten (Thrombin activated platelets). Balken E (CM apoptotic HT-22-cells acti-
vated platelets) dient dem Nachweis von HMGB1 im Uberstand zuvor mit dem Uberstand apoptotischer HT-22
Zellen aktivierter Thrombozyten. Des Weiteren wurden die Thrombozyten in Kombination (ADP bzw. CRP oder
Thrombin) mit dem Uberstand apoptotischer HT-22 Zellen aktiviert und auf den Anteil von HMGB1 untersucht
(Balken F, CRP + CM apoptotic HT-22-cells activated platelets; Balken G, ADP + CM apoptotic HT-22-cells
activated platelets; Balken H, Thrombin + CM apoptotic HT-22-cells activated platelets). Die Auswertung er-
folgte mittels GraphPad Prism 7.00 und der statistischen Testauswertung one-way ANOVA (p < 0.002, **; n = 3)
sowie student’s t-test (two-tailed) innerhalb der Balken (p < 0,05 = *, p < 0,005 = *¥*),

Aus dem obigen Diagramm (Abb. 36) ergibt sich, dass HMGB1 von unbehandelten Throm-
bozyten kaum ausgeschuttet wird (Balken A). Stattdessen kommt es bei aktivierten Throm-
bozyten zu einer vermehrten Freisetzung von HMGB1 (Balken B, C oder D im Vergleich mit
Balken A). Hierbei kann besonders bei ADP-aktivierten Thrombozyten eine signifikante Erho-
hung von HMGB1 festgestellt werden (vgl. Balken C und A, student’s t-test: p = 0,0232, *).
Weiterhin ist auch ein deutlich vermehrter Nachweis von HMGB1 bei dem Uberstand apopto-
tischer HT-22-Zellen zu erkennen, der im Rahmen des F-Tests eine statistische Signifikanz

gegeniber unbehandelten Thrombozyten aufzeigt (Balken E im Vergleich zu Balken A,
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p =0,0266, *). Die kombinierten Ansatze von aktivierten Thrombozyten (CRP, ADP sowie
Thrombin) mit dem Uberstand apoptotischer HT-22-Zellen zeigen mehrere Ergebnisse: Zu-
néchst einmal ist eine besonders grolRe Differenz gegenuber der Kontrolle erkennbar, die sta-
tistisch signifikant ist (vgl. F und A, student’s t-test: p = 0,0032, **; G und A, student’s t-test:
p=0,0203, *; H und A, student’s t-test: p = 0,0022, **) Im Vergleich mit den Uberstanden
,einfach® aktivierter Thrombozyten (CRP bzw. ADP) sind dem Diagramm erhdhte Konzentra-
tionen von HMGBL1 zu entnehmen (vgl. Balken C und G), wobei sich statistische Signifikanzen
beim Vergleich von CRP bzw. Thrombin mit den Ansétzen, die zusatzlich mittels Uberstand
apoptotischer HT-22-Zellen aktiviert worden sind, ergeben (vgl. Balken B und F, student’s t-
test: p = 0,0057, **; Balken D und G, student’s t-test: p = 0,0060, **). Diese Beobachtung ist
auch im Vergleich mit den nur mit Uberstand apoptotischer HT-22-Zellen aktivierter Throm-

bozyten zu machen (vgl. Balken F, G oder H zu Balken E).
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Abbildung 37: Reprasentativer Original-Western Blot (8 verschiedene samples, hier: Uberstinde). A: mit apopto-
tischen HT-22-Zellen aktivierte Thrombozyten. B: nicht-aktivierte Thrombozyten. C: mit CRP und dem Uberstand
apoptotischer HT-22-Zellen aktivierter Thrombozyten. D: mit ADP und dem Uberstand apoptotischer HT-22-
Zellen aktivierter Thrombozyten. E: mit Thrombin und dem Uberstand apoptotischer HT-22-Zellen aktivierter
Thrombozyten. F: mit CRP aktivierte Thrombozyten. G: mit ADP aktivierte Thrombozyten. H: mit Thrombin
aktivierte Thrombozyten. Die jeweilige HMGB1-Bande der Proben wurde zur statistischen Auswertung mit der
jeweiligen Actin-Bande ins Verhaltnis gesetzt.
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Der Abbildung 37 kdénnen die obigen mittels statistischer Auswertung erhobenen Daten eben-
falls auf visueller Ebene enthnommen werden: Wéhrend bei B die HMGB1-Bande so gut wie
gar nicht sichtbar ist, ist sie bereits bei den Proben ,,einfach* aktivierter Thrombozyten (CRP,
ADP, Thrombin) in den mit F — H gekennzeichneten Bereichen erkennbar; insbesondere gilt
dies fir die Probe der zuvor mit ADP aktivierten Thrombozyten, deren Ergebnis unter G dar-
gestellt ist. Dass der Wert des in den Proben befindlichen HMGB1 mit der Breite und
,,Schwirze* der HMGB1-Bande in dieser Abbildung korreliert, 1&sst sich weiter an den Proben
A, C, D und E nachweisen. Dabei ist bereits eine deutlich breitere Bande bei A (Aktivierung
der Thrombozyten fiir den Ansatz nur mit Uberstand apoptotischer HT-22-Zellen) sichtbar; dies
steigert sich tber die Proben C (Uberstande der mit CRP und Uberstand apoptotischer HT-22-
Zellen aktivierte Thrombozyten) und E (Uberstinde der mit Thrombin und Uberstand apopto-
tischer HT-22-Zellen aktivierte Thrombozyten) zu einer letztlich sehr breiten und intensiv
schwarzen Bande des auch statistisch die hdchsten Werte zeigenden Ansatzes der kombinierten
Aktivierung mit ADP und Uberstand apoptotischer HT-22-Zellen (D).
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3.5 Zusammenfassung der Ergebnisse

Migrations-Assay

Monozyten migrieren vermehrt bei Einfluss von Uberstanden mit CRP, ADP oder (in Kombi-
nation) dem Uberstand apoptotischer HT-22-Zellen aktivierter Thrombozyten. Bei Zugabe von
Antikérpern gegen HMGBL in die Uberstande mit CRP bzw. ADP aktivierter Thrombozyten
kommt es kaum zu einer Migration. Die Migration wird hauptsachlich durch den RAGE ver-

mittelt.

Survival-Assay

Monozyten iiberleben vermehrt bei Einfluss von Uberstanden mit CRP oder ADP

aktivierten Thrombozyten. Bei Zugabe von Antikérpern gegen HMGBL in den Uberstand mit
CRP kommt es zu einem deutlich geringeren Uberleben. Besonders die Kombination aus mit
ADP und dem Uberstand apoptotischer HT-22-Zellen aktivierter Thrombozten zeigt wiederum
ein verbessertes Uberleben der Monozyten. Ein vermittelnder Rezeptor konnte eruiert werden:

Die TLR-2-Blockade fiihrt zu einem deutlich verminderten Uberleben der Monozyten.

Phagozytose-Assay

Die Phagozytose ist im Speziellen bei mit ADP aktivierten Thrombozyten durch Monozyten
erhdht. Auch der statistisch signifikante Nachweis der stimulierenden Rolle von HMGB1 wird

zumindest fir mit ADP aktivierte Thrombozyten gezeigt.

HMGB1-Nachweis

HMGBL1 lasst sich besonders hoch in Uberstanden zweifach aktivierter Thrombozyten (bspw.
CRP und Uberstand apoptotischer HT-22-Zellen) nachweisen. Aber auch die Ubersténde nur
mit ADP aktivierten Thrombozyten zeigen erhéhte Werte gegenuber nicht aktivierten Throm-
bozyten. SchlieBlich finden sich auch deutliche Differenzen zwischen den Uberstanden nur mit
Thrombin und mit Thrombin und den Uberstanden apoptotischer HT-22-Zellen aktivierter
Thrombozyten: in letzteren findet sich vergleichsweise vermehrt HMGB1.
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4 Diskussion

4.1 Migration

Die Wirkung von HMGBL1 fuhrt bei Makrophagen Uber die Rezeptoren RAGE, TLR2 und
TLRA4 zu einer Zytokin-Freisetzung; dies konnte zwar schon vor etwa 15 Jahren gezeigt werden,
aber die genauen Mechanismen waren noch weitgehend ungeklért und die Resultate ebenso
undifferenziert in Bezug auf die unterschiedlichen Zelleigenschaften der jeweils durch HMGB1
stimulierten Zelle (bspw. dendritische Zellen, Monozyten). [96; 94; 167]

Entgegen der sehr allgemeinen Vermutung von Schiraldi et al. im Jahre 2012 ,,suggesting that
the effect of HMGB1 on cell migration is mediated by CXCR4 alone* [168] zeigen die neuesten
Ergebnisse von VVogel et al. [169] — genauso wie die vorliegende Arbeit — dass neben der grund-
séatzlichen Stimulierung der Migration der Monozyten durch aktivierte Thrombozyten vor allem
HMGBL hierbei eine bedeutende Rolle spielt. Weiter konnte aber nachgewiesen werden, dass
weder die Blockade des TLR2 noch des TLR4 zu einer nachweislichen Beeinflussung der Mig-
rationsrate flhrt; die Ergebnisse der Blockierung des RAGE ergeben vielmehr, dass dieser der
fiir die stimulierende Interaktion zwischen HMGB1 und Monozyten zur Migration zustandige
Rezeptor ist. Dass eine solche Wechselwirkung zwischen HMGB1 und dem von Monozyten
exprimierten RAGE besteht, gelang bereits 2004 Rouhiainen et al. [170] zu demonstrieren;
dabei zielte die Gruppe schlieBlich darauf ab, dass die Wirkweise mehr einer auto- bzw. pa-
rakrinen als weniger einer chemotaktischen Natur entspricht. Die Testreihe unterscheidet sich
allerdings insofern von den in dieser Arbeit aufgefuhrten Migrations-Assays, als dass besonde-
res Augenmerk auf die Monozyten-(Monozyten-)Beeinflussung via HMGB1 (durch Betrach-
tung der HMGB1-Freisetzung und Stimulierung durch die Monozyten selbst) und nicht auf eine

solche durch die Uberstande anderer Zellen gelegt worden ist.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen: Der Uberstand CRP aktivierter Thrombozyten im Ver-
gleich mit demselben und Antikérpern gegen HMGBL1 zeigt statistisch signifikante Unter-
schiede (p < 0,005, ***). Daraus kann geschlussfolgert werden, dass HMGB.1 einen bedeuten-

den Einfluss auf die Migrations-Eigenschaft von Monozyten hat.
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Die fiir die mit Uberstand CRP-aktivierter Thrombozyten nachgewiesenen Effekte auf die Mo-
nozyten-Migration kann den Ergebnissen auch fir ADP statistisch signifikant entnommen wer-
den (p < 0,0001, ****). AuRerdem kann auch hier erneut ein statistisch signifikanter Unter-
schied zwischen den Ansatzen von Monozyten bei Uberstand ADP-aktivierter Thrombozyten
und Monozyten bei Uberstand ADP-aktivierter Thrombozyten mit Antikérpern gegen HMGB1
gezeigt werden (p < 0,0001, ****), Dies bestatigt die entscheidende Rolle des HMGBL1 zusatz-
lich.

Wahrend die Migration von Monozyten, die entweder mit Antikdrpern gegen TLR2 oder TLR4
behandelt wurden, bei Stimulus mit dem Uberstand CRP-aktivierter Thrombozyten erhoht
bleibt, sinkt sie bei Monozyten, die zuvor mit Antikdrpern gegen RAGE behandelt wurden —
der RAGE hat demnach als Rezeptor fiir die zur Migration stimulierende Interaktion einen be-
deutenden Einfluss.

Hieraus lasst sich weiter schlussfolgern, dass RAGE besonders fur die Wirkung des HMGB1

im Rahmen der Monozyten-Migration verantwortlich ist.

Die erh6hte Migrationsrate bei mit Uberstanden apoptotischer HT-22-Zellen aktivierter Throm-
bozyten legt die Vermutung nahe, dass apoptotische HT-22-Zellen selbst wohlméglich durch
das von ihnen freigesetzte HMGBL1 (diesen Nachweis erbrachten Vogel et al. im
Jahre 2015 [90]), damit die Thrombozyten aktivieren und somit auf die Monozyten-Migration
wirken.

Jedenfalls geben die Ergebnisse einen deutlichen Hinweis darauf, dass der Uberstand apoptoti-
scher HT-22-Zellen — zumindest ebenso wie die Aktivatoren CRP und ADP — in der Lage ist,
die Thrombozyten selbst zu aktivieren. Hierbei bleiben allerdings eine Reihe weiterer konkreter
Aspekte fraglich: Worlber geschieht diese allgemeine Interaktion zwischen apoptotischen HT-
22-Zellen und Thrombozyten und resultiert die Aktivierung schlieBlich in den &hnlichen (bzw.
gleichen) Mechanismen und Freisetzungen von Mediatorstoffen wie nach einer Stimulierung
mittels CRP oder ADP. Hiertiber kdnnte zunachst eine Versuchsreihe in vitro Aufschluss ge-
ben, bei der ebenfalls HMGB1-Antikdérper zu den Ansétzen gegeben werden. Weiterhin konnte
dann wieder eine Behandlung der Monozyten mit Rezeptor-Antikérpern (RAGE, TLR2, TLR4)

vorgenommen werden, um auch hier eine genaue Differenzierung der Interaktion zu ermitteln.
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4.2 Survival

4.2.1 Survival allgemein

Erst vor Kurzem konnten Vogel et al. [169] den HMGB1-abhangigen Survival von Monozyten
via TLR4 zeigen. In ihrer Arbeit identifizierten sie schliellich die regulatorischen Eigenschaf-
ten des von Thrombozyten ausgeschutteten HMGBL1 auf die Monozyten-Migration via RAGE
sowie -Apoptose via TLR4 und wiesen auch auf das mogliche physiologische bzw. therapeuti-
sche Potential von HMGB1 bei Thrombose oder Entziindungen hin.

Dass der Rezeptornachweis in der vorliegenden Arbeit nur teilweise statistisch signifikante Er-
gebnisse zeigt, kann mehrere Ursachen haben. Zum einen kdnnten fiir die Interaktion von
HMBG1 und Monozyten mehrere Rezeptoren eine entscheidende Rolle spielen. Zum anderen
konnten aber auch noch andere nicht untersuchte Rezeptoren bedeutsam sein, bzw. die Interak-
tion konnte noch von weiteren Faktoren (an der Zelloberflache der Monozyten) — abgesehen
von der Vielzahl an Kaskaden, die intrazellular in den Monozyten ablaufen — abhéngig sein,
sodass Uber die einzelnen Rezeptoren wohlmdglich nur eine ,, Teilwirkung® erfolgt.

AuBerdem ist fraglich, ob die Konzentrationen, die fur die Blockade der Rezeptoren verwendet
worden sind, fiir die ausreichende Hemmung der Wirkung von HMGB1 geeignet sind. Durch
qualitative bzw. quantitative Variation der Wirkung von HMGBL1 auf verschiedene Mechanis-
men (Migration, Survival, Phagozytose) kann es durchaus wahrscheinlich sein, dass geringere
(héhere) Konzentrationen flr die Verbesserung der Migration im Vergleich zur Verbesserung
des Survival nétig sind. Weiterhin sind Kreuzreaktionen der Antikdrper moglich; denn im Un-
terschied zum Migrations-Assay, der wie bereits gezeigt, statistisch signifikante Unterschiede
zwischen den Rezeptorblockaden zeigt (dort werden die beiden Ansatze der mit Antikdrpern
behandelten Monozyten und der Uberstand aktivierter Thrombozyten nicht vermengt, sondern
in wells gegeben, die durch Membrane getrennt sind), werden im Survival-Assay die Ansatze
nach Behandlung vermengt. Hierdurch kdnnen nicht nur Kreuzreaktionen ermdglicht, sondern
auch die Rezeptorbindungen im Gegensatz zu den Ansatzen beim Migrations-Assay reduziert

werden.
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Bezuiglich der Rezeptoren ist vor allem auch die Expression auf allen Monozyten entscheidend;
kommt es in einer Zelllinie zu einer verminderten oder Gberhaupt keiner Ausbildung eines Re-
zeptors oder mehrerer der Rezeptoren, fuhrt sowohl der Antikérper-Einsatz als auch die grund-

legende Interaktion von HMGB1 mit den Monozyten zu anderen Ergebnissen.

Ferner ist problematisch, dass im Rahmen des Rezeptornachweises der Survival selbst bei den
,hiedrigeren® Werten von Monozyten, die mit Antikorpern gegen TLR2 vorbehandelt worden
sind, diese aber im Vergleich zu Monozyten und Uberstand mit CRP-aktivierter Thrombozyten

weitgehend auf gleichem Niveau sind.

Auch wenn die neuesten Ergebnisse [169] erneut in Richtung einer Verantwortlichkeit des
TLR4 deuten: Der Survival der Monozyten wird bei Blockade des TLR2 deutlich vermindert
(dies zeigt sich besonders im Vergleich mit unbehandelten Monozyten ohne ABT-Zugabe,
p = 0,0169, *), wéahrend er bei den beiden anderen Rezeptoren RAGE und TLR4 erhoht bleibt.
Es kann vermutet werden, dass dieser Rezeptor an besonders uberlebenswichtigen VVorgéngen

der Monozyten beteiligt ist.

In Verbindung mit den Ergebnissen bei Zugabe von Antikérpern gegen HMGBL lasst sich wei-
ter schlussfolgern, dass vor allem HMGBL1 auch hier an der Survival-fordernden Interaktion

mitwirkt und diese dann per HMGB1 unter anderem (ber den TLR2 gesteuert wird.

4.2.2 Survival mit Uberstand apoptotischer HT-22-Zellen

Ziel dieser Versuchsreihe war auch hier die Etablierung eines ,,pathologischen Geschehens
(Apoptose) und die Untersuchung der darauffolgenden Interaktion zwischen Thrombozyten
und Monozyten, um so die in vitro Experimente besser auf in vivo Prozesse bertragbar zu
machen. Dass zumindest der Uberstand von Thrombozyten, die mit ADP und dem Uberstand
apoptotischer HT-22-Zellen aktiviert worden sind, den Survival von Monozyten statistisch sig-
nifikant (p < 0,0168, *) verbessert, kann gezeigt werden. Allerdings sind in dieser Versuchs-
reihe kumulative Effekte der doppelten Aktivierung (CRP bzw. ADP und Uberstand apoptoti-
scher HT-22-Zellen) nicht zu finden.

Das Hauptproblem dieses Assays war, dass zwar mikroskopisch der tatsachliche Eintritt der
Apoptose der HT-22-Zellen stetig kontrolliert werden konnte, der Uberstand aber quantitativ
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nicht genau bestimmt worden ist. Es konnte lediglich qualitativ festgestellt werden, dass es sich
um Uberstand apoptotischer HT-22-Zellen handelt. Dies hatte unweigerlich zur Folge, dass
keine genaue Aussage uber die freigesetzten Stoffe durch die HT-22-Zellen und die Menge
gemacht werden konnte. Damit ergibt sich als grundlegendes Problem fiir die Versuchsreihen,
dass es zu einer Varianz unter den verschiedenen generierten Uberstanden der Zellen kommen
kann. Wenngleich der Uberstand fiir mehrere gleiche Versuche verwendet wurde, um damit die
Varianz weitgehend zu minimieren, kann dies dennoch die meist nicht statistisch signifikanten
Ergebnisse erklaren. Es muss bedacht werden, dass bei einer Aktivierung mittels CRP bzw.
ADP die stock-Angaben vom Hersteller gegeben sind und hierdurch zumindest dieser Schritt
hinreichend bestimmt durchgefuhrt werden kann; es entsteht dann lediglich wieder eine Vari-
anz der so generierten Thrombozyten-Uberstande. Hieraus ergeben sich konsequenterweise fiir
die Versuchsreihen mit Uberstanden apoptotischer HT-22-Zellen bereits vor eigentlicher As-
say-Durchfiihrung zwei maogliche Fehlerguellen.

Fur weitere Versuchsreihen empfiehlt es sich daher den verwendeten Uberstand der HT-22-
Zellen zu analysieren, um so eine prazisere Aussage uber den Aktivierungsschritt der Throm-

bozyten zu treffen; hierdurch kdnnte die erste Fehlerquelle minimiert werden.

4.3 Phagozytose-Assay

Schon 1966 wies J. C. F. Poole [171] elektronenmikroskopisch allgemein die Phagozytose von
Thrombozyten durch Monozyten nach; Chatterjee et al. [172] konnten dann knapp 50 Jahre
spater zeigen, dass CXCL12 via CXCR4 und CXCR?7 die Thrombozyten-Phagozytose durch
Monozyten sowie Makrophagen fordert. Der Gruppe gelang es damit zum ersten Mal einen
bedeutenden molekularen Signalweg fiir die Forderung der Art Phagozytose nachzuweisen, die
auch in meiner Arbeit von Relevanz ist.

Dass HMGBL als Inhibitor der Phagozytose dienen kann, konnte bereits in verschiedenen Stu-
dien gezeigt werden: unter anderem fuhrt Liu et al. auf, dass HMGBL1 erst uber eine Bindung
von Phosphatidylserin die Phagozytose apoptotischer neutrophiler Granulozyten durch Makro-
phagen hemmt; [173] weiter zeigten Kang et al. [174], dass HMGBL1 durch Induktion der Ex-
pression der 15-Hydroxyprostaglandin-Dehydrogenase (15-PGDH) fuhrt, die schlie3lich die
Phagozytose-Aktivitat von Makrophagen unterdriickt. Allerdings miissen diese Ergebnisse von

denen dieser Arbeit differenziert werden. Denn tiber die Phagozytose von Thrombozyten durch
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Monozyten oder — wie die Gruppe um Chatterjee [172] — Gber HMGBL1 treffen sie keine direkte
Aussage.

Wahrend sich zwar in den Phagozytose-Versuchsreihen tiberwiegend eine statistische Gesamt-
Test-Signifikanz ergibt, finden sich diese groRtenteils nicht zwischen den einzelnen Proben-
Ergebnissen. Hierfir lassen sich mehrere Griinde anfiihren: Zunéchst besteht bereits der Kon-
troll-Ansatz aus zwei Faktoren — Monozyten und Thrombozyten. Dadurch kann sich bereits in
der Kontrolle eine Reaktions- bzw. Verhaltensvarianz innerhalb der verschiedenen Versuche
ergeben. AuBerdem kann es durch Verwendung zweier Zellarten unweigerlich zur Aktivierung
der Thrombozyten durch die Umgebung oder auch iatrogen kommen; dasselbe gilt fiir die Sti-
mulierung der Monozyten. Fir die letztlich zu untersuchenden Proben bedeutet dies, dass neben
den beiden ,,Fehlerquellen* zumindest eine bzw. bei Rezeptorblock sogar zwei weitere dazu-
kommen. Durch die Aktivierung mit CRP oder ADP wird ndmlich wiederum eine mogliche
Varianz der Thrombozyten-Reaktion oder des Thrombozyten-Verhaltens geschaffen. Gleiches
gilt zusatzlich bei Blockade der Rezeptoren auf den Monozyten, wodurch es neben den Kreuz-
reaktionen in der Vorbehandlung per se auch zu zusétzlichen Interaktionen mit den Throm-
bozyten nach Zugabe kommen kann. Aus diesen Griinden ist es nicht verwunderlich, dass die
Ergebnisse untereinander meist keine statistische Signifikanz zeigen.

Der Versuchsreihe lasst sich konsequenterweise nur ein Indiz zur Interaktion von Monozyten
und Thrombozyten entnehmen. Aufgrund der Ergebnisse ist es sehr wahrscheinlich, dass
HMGBL eine bedeutende Rolle in der Stimulierung der Monozyten zur Phagozytose spielt.
Dies konnte durch statistisch signifikante Ergebnisse (p < 0,0479, *) bei ADP aktivierten
Thrombozyten im Vergleich zu solchen, die zusatzlich mit Antikérpern gegen HMGB1 behan-
delt wurden, nachgewiesen werden. Es ist auRerdem mdglich, dass der TLR2 eine duferst be-
deutsame Rolle in dieser Interaktion spielt, wenngleich es nicht unwahrscheinlich ist, dass ne-
ben dem TLR2 auch der TLR4 einen gewissen Anteil an der Stimulierung der Monozyten hat.
Daraus lasst sich schlussfolgern, dass fiir die Wirkung des HMGB1 besonders der TLR2 bzw.
in gewissem Male wohlmdglich auch der TLR4 ausschlaggebend ist.

Fir diese genaue Differenzierung sind weitere in vitro Experimente notig. Hierbei steht ebenso
noch die Beteiligung des RAGE (und ggf. TLR9) im Raum; diese Rezeptor-Interaktion wurde
bisher noch nicht hinreichend untersucht und kénnte deswegen enweder in diesem Prozess der
entscheidende Rezeptor oder aber zumindest an einer méglichen multiplen Rezeptor-Interak-

tion beteiligt sein.
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4.4 HMGB1-Nachweis

Hinsichtlich des Nachweises von HGMBL in den verschiedenen Uberstinden aktivierter (mit-
tels CRP bzw. ADP) Thrombozyten konnten bereits mehrfach statistisch signifikante Mengen
detektiert werden. [175; 21] Die gezeigten Ergebnisse bestatigen insbesondere durch den sta-
tistisch signifikanten Unterschied von ADP aktivierten Thrombozyten zu nicht aktivierten
Thrombozyten (p = 0,0232, *) diese neuesten Erkenntnisse. AuBerdem fanden sich in den An-
sitzen bei Aktivierung von Thrombozyten durch Uberstande apoptotischer Zellen (hier: HT-
22-Zellen) ebenfalls erhdhte Werte fur HMGBL1. Dies ist ein Indiz dafir, dass die Aktivierung
per se zu einer Freisetzung von HMGBL fiihrt — diese also nicht vom Mediator der Aktivierung
abhangig ist. Zusatzlich ergaben die ,,additiven* Aktivierungen (also z.B. mittels CRP und dem
Uberstand apoptotischer HT-22-Zellen) erhéhte Werte fiir HMGB1 im Vergleich zu den sin-
gularen Aktivierungen (z.B. nur mit CRP). Daraus lasst sich wiederum schlie3en, dass Throm-
bozyten auf unterschiedliche Weise aktiviert werden kénnen und diese Effekte womdglich auch
zu einer verstarkten Aktivierung der Thrombozyten, die sich dann quantitativ anhand einer gro-
Reren Menge freigesetzter Mediatoren (hier: nur HMGBL) zeigt, fuhrt. Auf diese verschieden-
artigen gleichzeitigen Mdglichkeiten der Aktivierung haben bereits Zucker und Nach-
mias 1985 [176] hingewiesen und eine zeitliche Konkordanz zwischen Stimulus-Typ und Frei-
setzung der Mediatoren festgestellt (Thrombin fiihrt zu einer Freisetzung innerhalb 1-2 Sekun-
den). Aus dieser Beobachtung kann nun darauf geschlossen werden, dass der HMGB1-Nach-
weis gerade auch diese zeitliche Komponente veranschaulicht: Wahrend die ,,einfache® Akti-
vierung mit ADP beispielsweise nur zu geringen Mengen an HMGBL1 gefiihrt hat, konnte bei
gehiufter Aktivierung mit ADP und dem Uberstand apoptotischer HT-22-Zellen eine im Ver-
gleich deutlich erhthte Menge an HMGB1 nachgewiesen werden; wenn also durch diese dop-
pelte Aktivierung die Freisetzung wesentlich schneller stattfindet als bei einfacher Aktivierung,
erklart dies, warum mehr HMGBL1 in der Probe detektiert wurde.

Problematisch ist vor allem, dass sich groRtenteils keine statistisch signifikanten Unterschiede
innerhalb der Gruppen ergaben. Hierfur lassen sich mehrere Ursachen finden: Der Assay ist
ohnehin der von allen hier durchgefiihrten der umfangmafig aufwendigste; neben der Aktivie-
rung der Thrombozyten und Gewinnung der Proben, die dann zundchst in der Gelelektropho-
rese ,,Jaufen*, danach ,,geblottet”, immer wieder mehrmals gewaschen und schlie8lich noch mit
zwei Antikorpern behandelt werden, spielt letztlich auch noch die Immunodetektion eine fir
das Ergebnis entscheidende Rolle. In jedem dieser Schritte kann es zu Kreuzreaktionen, zur

Verunreinigung sowie durch die stetigen verschiedenen ,,Umfeld““-Einflisse zu VVerdnderungen
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der Zusammensetzung der Proben kommen. Nichtsdestotrotz konnte speziell fiir das im Uber-
stand von CRP und mit Uberstand apoptotischer HT-22-Zellen aktivierten Thrombozyten sta-
tistisch signifikant mehr HMGB1 nachgewiesen werden als fiir den Uberstand nach singularer
Aktivierung mit CRP (p = 0,0057, **).

Fur noch genauere zeitliche Analysen der HMGB1-Freisetzung mussten die verschiedenen An-
sétze bei unterschiedlichen Thrombozytenaktivierungs-Zeiten (z.B. 5 min., 15 min. und 30

min.) vorgenommen werden.

SchlieRlich konnte der Uberstand apoptotischer HT-22-Zellen ebenso auf seinen HMGB1-An-
teil untersucht werden. Wenn nun bei Aktivierung der Thrombozyten eine Antikorper-Behand-
lung gegen HMGBL1 erfolgt, konnte bei anschlieRend reduzierter Aktivitat der Thrombozyten
auf einen bedeutenden Einfluss von dem von apoptotischen HT-22-Zellen freigesetzten

HMGBL1 geschlossen werden.

4.5 HMGBL1 in verschiedenen Krankheiten

4.5.1 Thrombose

Dass HMGB1 ein bedeutender Mediator im pathophysiologischen Prozess der Entstehung einer
Tiefen Beinvenenthrombose ist, konnte die Gruppe um Stark [177] zeigen: In einem Maus-
Modell mit induzierter Venen-Thrombose durch Blutfluss-Reduzierung in der Vena cava infe-
rior fanden sie erhohte Mengen an HMGB1; auBerdem stellten sie fest, dass HMGBL1 die Kom-
munikation zwischen Thrombozyten, Neutrophilen Granulozyten und Monozyten fordert und
somit die Akkumulation von Thrombozyten zur Thrombose-Entwicklung einleitet. Bereits zu-
vor konnte eine HMGB1-vermittelte Thrombozyten-Akkumulation und schlieSlich Thrombose
via TLR4/ MyD88 nachgewiesen werden. [21; 178] AulRerdem spielt fur die Rekrutierung von
Monozyten zum Thrombose-Herd v.a. der RAGE eine besondere Rolle. [177]

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit unterstiitzen die These, dass HMGB1 bedeutsam im
Thrombose-Entstehungs-Prozess beteiligt ist, besonders hinsichtlich der Rekrutierung von Mo-
nozyten via RAGE. Dass gerade der Phagozytose-Assay lediglich fiir die ADP-Aktivierung der
Thrombozyten eine statistisch signifikante HMGB1-spezifische Aussage ergab, ist mit dem

bisherigen Stand der Wissenschaft insofern vereinbar, als dass zwar aktivierte Thrombozyten
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durchaus Monozyten zu deren Phagozytose anregen, diese aber wohl nicht (alleine) durch
HMGB1 vermittelt wird. Da jedoch HMGB1, wenn auch nicht alleine, beteiligt ist, kdnnte
durch gezielte HMGB1-Behandlung dennoch entscheidend in die Pathogenese einer Throm-
bose eingegriffen werden. Wie aber auch Stark et al. [177] betonte, ist die Langzeitwirkung
von HMBGL, das eigentlich im Zellkern befindlich ist, noch nicht ausreichend in vivo unter-
sucht (und selbst dann kann eine deutliche Varianz des menschlichen Organismus zu dem der
Méuse bestehen).

4.5.2 Myokardinfarkt

2006 wurden bereits bei Patienten mit Herzinfarkt im Rahmen einer klinischen Studie erhéhte
HMGB1-Blutwerte festgestellt. [179] Nur wenige Jahre spéter stellte die Gruppe um Kohno
[111] die Hypothese — beruhend auf ihrem Ergebnis, dass die HMGB1-Inhibition in Ratten zu
einer Ausweitung der Infarktnarbe und deutlichen Hypertrophie des nicht-infarzerierten Nach-
bar-Myokards fuhrt — auf, dass HMGBL1 eine wesentliche Rolle im Postmyokardinfarkt-Hei-
lungsprozess haben kdnnte. Diese grundlegende Hypothese hinsichtlich der positiven Modulie-
rungseigenschaft des Infarktgebiets nach Myokardischdmie konnte sowohl schon da-
vor [113; 114] als auch danach [180; 181] bestétigt werden. Zuletzt beschrieben Rath et al. [23]
in einer Kohorten-Studie, dass das von Thrombozyten exprimierte HMGB1 weder Unter-
schiede zwischen den verschiedenen klinischen Erscheinungen der KHK (z.B. STEMI,
NSTEMI und instabile Angina pectoris) noch eine Korrelation mit der Herzleistung zeigte.
HMGB1 soll allerdings auch ein Prédiktor fur schlechtes Outcome nach Intervention bei einem
Myokardinfarkt sein [182] bzw. allgemein bei STEMI-Patienten [183].

Aus der Unbestimmtheit und vor allem auch noch teilweise bestehenden Uneinigkeit iber die
grundlegende Wirkung von HMGB1 auf die Wundheilungsprozesse nach Myokardinfarkt ist
zum einen ersichtlich, dass es sich um eine &ullerst komplexe Materie handelt und zum anderen
die Grundlagenforschung auf diesem Gebiet einen entscheidenden Beitrag zum Verstandnis
leisten kann. Durch die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit kann gezeigt werden, dass Throm-
bozyten durch den Uberstand apoptotischer Zellen (hier: HT-22-Zellen) aktiviert werden und
via HMGB1 sowohl die Rekrutierung von Monozyten als auch das Uberleben derselben ver-
bessern. Hieraus kann geschlossen werden, dass auch im Rahmen des Postinfarkt-Heilungspro-
zesses Thrombozyten zunéchst durch absterbende Zellen aktiviert werden und schlief3lich durch

den Mediator HMGB1 die Wundheilung in wesentlichem Malie steuern kénnen.
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Es ist also in der Gesamtschau eine positive Eigenschaft des HMGB1 darzustellen: HMGB1
verbessert sowohl die Migrations-, Survival- als auch Phagozytose-Eigenschaft der Monozyten;
dies bedeutet, dass Monozyten besser zum Entziindungsgeschehen migrieren und schlieBlich
auch langer tberleben kénnen. Das hat zur Folge, dass es fir sie friher moglich ist zu differen-
zieren (z.B. zu Makrophagen), entscheidend im Wundgeschehen mitzuwirken und diese zwei
Funktionen auch fur langere Zeit wahrnehmen zu kénnen. Von enormer Bedeutung fur gezielte
HMGB1-Anwendungen in vivo scheint zu sein, dass der Zeitraum der Gaben insofern genau
bedacht wird, als dass besonders eine zu lange Wirkung von HMGB1 den Entzlindungsprozess
aufrechterhalten und dadurch einen negativen Effekt auf die Regeneration des Gewebes haben
kénnte [184].

4.6 Ausblick

Hinsichtlich weiterer in vitro und in vivo Studien sind noch immer eine Vielzahl an Fragen
beziiglich des HMGB1 und seiner Wirkung sowie Interaktionsmechanismen mit bzw. zwischen

Thrombozyten und Monozyten klarungsbedurftig:
In vitro:

1. Gibt es tatsachlich quantitative und vor allem auch qualitative Diskrepanzen des
HMGB1 je nach Aktivierungsursprung (CRP oder ADP aktivierte Thrombozyten,
apoptotische Zellen)?

2. In welchen Prozessen ist HMGB1 wie beteiligt; gibt es Co-Faktoren oder auch pa-
rallele Mediatorstoffe, die die Wirkung von HMGBL1 verstarken oder abschwachen
kdnnen?

3. Welche Rezeptoren spielen bei der Interaktion zwischen Thrombozyten und Mo-
nozyten bezogen auf HMGBL1 in welchen Prozessen die entscheidende Rolle?

4. Wie ist der zeitliche Verlauf der Wirkung von HMGB1 im Rahmen von Wundhei-

lungs- oder Thromben abbauenden Prozessen?

AuRerdem wurde im Rahmen der Behandlung von Thrombozyten mit dem Uberstand apopto-
tischer HT-22-Zellen bisher lediglich die qualitative Frage des ,,Ob* der Aktivierung betrachtet.
Dies gibt aber keine Erkenntnis dartber, welche Stoffe an dieser Stimulierung tatséchlich be-

teiligt sind; besonders in Bezug auf HMGBL stellt sich natlrlich die Frage, inwieweit dieses
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Zytokin auf die Thrombozyten wirkt und welchen Stellenwert es hierbei einnimmt. Denn még-
licherweise ist es nicht HMGBL alleine, das von den apoptotischen HT-22-Zellen freigesetzt
wird und tber die Interaktion mit Thrombozyten diese aktiviert. Vielmehr kénnte es sich um
ein Zusammenspiel von einer bestimmten Vielzahl an Molekiillen handeln, unter denen
HMGB1 nur eine kleine Rolle einnimmt; oder es aber zu Reaktionen zwischen den Mediatoren

kommt, die mit oder gerade durch HMGB1 passieren.

In vivo:

1. Kann HMGB1-Gabe bzw. -Injektion bei bspw. Mdusen den Wundheilungs- oder
Thrombolyse-Prozess ausschlaggebend verbessern?

a. Gilt dies auch fir die Postinfarkt-Wundheilung?

b. Koénnen HMGB1-Injektionen in das geschadigte Infarktgebiet zu einer Op-
timierung der Wundheilungstherapie und damit zu einer bestmoglichen Ab-
schwachung des Remodeling fiihren?

2. Welche korperinternen Interaktionen verbessern oder verschlechtern die Wirkung
von HMGBL1 (auf Monozyten oder Thrombozyten bzw. zwischen Monozyten und
Thrombozyten)?

3. Spielen dieselben Rezeptoren fur die gleichen Prozesse die entscheidende Rolle oder
handelt es sich vielmehr um ein Zusammenspiel (Versuchsreihen bspw. mit knock

out- und Wildtyp-Mausen)?

Nichtsdestotrotz ist in der Gesamtschau die Forschung zu HMGBL1 besonders vielversprechend,
da sich bereits jetzt ein deutlicher Trend zeigt, dass neue therapeutische Ansatze mit HMGB1
bei Thrombose sowie Myokardinfarkt zu einer verbesserten Wundheilung bzw. einem besseren

Outcome insgesamt fuhren.
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5 Zusammenfassung

Thrombozyten und Monozyten spielen eine entscheidende Rolle im Rahmen von Thrombose-
sowie Wundheilungsprozessen und damit auch beim Remodeling nach Myokardinfarkt. Dies
wurde bereits zu gentige in vitro und auch in vivo gezeigt. Die Rolle des Zytokins High Mobility
Group Box 1 (HMGB1) ist dabei jedoch noch immer nicht vollstandig geklart. Unlangst konnte
nachgewiesen werden, dass HMGBL bei der Rekrutierung von Monozyten (ber den receptor
for advanced glycation end products (RAGE) und bei survivalverbessernden Prozessen der
Monozyten Uber den Toll-like receptor 4 wirkt. Die vorliegende Arbeit untersucht nicht nur
diese Interaktionen, sondern auch ,,neue — im Besonderen hinsichtlich der Phagozytose durch
Monozyten. Dabei weist sie zum einen die migrationsverstarkende Eigenschaft des HMGB1
und die Interaktion tiber den RAGE nach und bestatigt zum anderen auch die das Uberleben
fordernden Effekte des HMGBL1 bei Monozyten. In dieser Versuchsreihe findet sich allerdings
zu den zuletzt publizierten Ergebnissen eine Diskrepanz hinsichtlich des mafigeblich beteiligten
Rezeptors: Der Assay zeigt namlich keine statistisch signifikante Wirkung via Toll-like recep-
tor 4, sondern l&sst vielmehr auf eine solche via Toll-like receptor 2 schlieBen. Hierdurch er-
scheint eine multiple Rezeptorbeteiligung plausibel.

Speziell wird die stimulierende Wirkung des bei Apoptose von HT-22-Zellen (von einer pri-
maren neuronalen Hippocampus-Kultur von Mausen geklonte Zelllinie) entstandenen Uber-
standes auf Thrombozyten beschrieben. Die darin enthaltenen Stoffe fiihren, ebenso wie colla-
gen-related peptide (CRP) und Adenosindiphosphat (ADP), zu einer Aktivierung der Throm-
bozyten. Alle in der vorliegenden Arbeit durchgefuhrten Aktivierungsarten der Thrombozyten
fiihrten daraufhin zu einer Freisetzung von HMGBL1 — dies wird mittels Western Blot und an-
schlieRender Immundetektion gezeigt. Hiermit lassen sich schlieBlich auch Unterschiede in der
Quantitat des ausgestromten HMGBL1 feststellen: Die hier demonstrierten Ergebnisse deuten
auf eine verstarkte Freilassung von HMGB1 durch kumulative Aktivierung im Gegensatz zu

einer ,,einfachen Thrombozytenaktivierung (bspw. nur CRP) hin.

SchlieBlich wird auch im Rahmen der Monozyten-Phagozytose von Thrombozyten eine erhhte
Rate nach Aktivierung letzterer (bspw. mit ADP) und sodann zusétzlich eine stimulierende
Wirkung von HMGBL1 nachgewiesen.

Die Arbeit zeigt insgesamt, dass die positive Wirkung von HMGBL1 auf Thrombozyten und/

oder Monozyten in Migrations- bzw. Survival-Prozessen mittlerweile als weitgehend gesichert
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gelten sollte. Es bleibt jedoch weiterhin noch unzureichend erforscht, wie HMGB1 seine Wir-
kung exakt entfaltet. Hierzu und im Besonderen bezlglich der Phagozytose-Eigenschaft von

Monozyten sind etwaige Fragen in weiteren in vitro und in vivo Studien zu kl&ren.

Dennoch ist bereits jetzt ein klarer Trend durch diese und auch durch die aus mit HMGB1
durchgefuhrten in vivo Studien gewonnenen Erkenntnissen ersichtlich, der eine HMGB1-The-
rapie als neue Option insbesondere bei Thrombose- und Postinfarkt-Behandlung in naher Zu-

kunft sehr wahrscheinlich macht.
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