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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

Die Atherosklerose und ihre haufigste, sowie schwerwiegendste Komplikation,
der akute Myokardinfarkt, stellen heute die haufigste Todesursache der west-
lichen Industrienationen dar.®*3*

In Deutschland erleiden jahrlich etwa 280.000 Menschen einen akuten
Myokardinfarkt,?® an dem nach Angaben des statistischen Bundesamtes trotz
einer optimierten Akutversorgung nach wie vor tber 61.000 Menschen jahrlich
versterben.™® Nach der MONICA-Studie liegt die Inzidenz des Herzinfarktes bei
Mannern bei 330/100.000, bei Frauen bei 120/100.000.*%°

Insgesamt sind laut statistischem Bundesamt in Deutschland im Jahre 2005 fast
150.000 Menschen an den Folgen einer koronaren Herzkrankheit verstorben,
die Behandlungskosten atherosklerotischer Erkrankungen beliefen sich bei den
iiber 65-jahrigen auf rund ein Viertel der gesamten Krankheitskosten.*°

Diese Zahlen belegen eindricklich die enorme Bedeutung der gesundheitlichen
Folgen von Atherosklerose und koronarer Herzkrankheit, sowie die Wichtigkeit
einer moglichst friihzeitigen Pravention dieser Erkrankungen.

In Anbetracht der ungemeinen Folgekosten fir das Gesundheitssystem und der
weltweit immer weiter steigenden Zahlen an Menschen, die an den Folgen von
Atherosklerose versterben, scheint es dringend erforderlich, die bislang nur
unvollstandig verstandenen Mechanismen bei der Entstehung von Athero-
sklerose und Myokardinfarkt weitergehend aufzukléaren, um die Mdglichkeiten
frihzeitiger therapeutischer Interventionen zu erweitern.

Untersuchungen unserer und anderer Arbeitsgruppen in den letzten Jahren
haben gezeigt, dass das Glykoprotein EMMPRIN bei der Progression athero-
sklerotischer Prozesse eine bedeutende Rolle spielen konnte.
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1.1 Pathogenese der Atherosklerose

Die Atherosklerose ist eine chronisch-progressive inflammatorische Erkrankung
der groBen Arterien.**"**! Als erste nachweisbare Veranderung zeigt sich eine
Anhaufung von LDL in der subendothelialen Matrix,*® wo LDL, an Proteoglykan
gebunden, eine erhthte Anfalligkeit gegenuber oxidativen und anderen
chemischen Modifikationen zeigt.?**°%19%2°7 Der |DL-Permeabilitiat der GefaR-
wand zugrunde liegt eine endotheliale Dysfunktion infolge von Hyperlipidamie,
arterieller Hypertonie, Diabetes mellitus oder Nikotin, die an der Gefaldwand
einen lokalen Entziindungsprozess in Gang bringen.?%3"7®

Die inflammatorische Aktivierung fuhrt auf den Endothelzellen zu einer
vermehrten Expression von Adhasionsmolekilen wie VCAM-139%219 qoder
ICAM-1,*148 sowie E- und P-Selektin.*® Diese ermdglichen Monozyten und T-
Lymphozyten gleichermal3en, an das Endothel zu adharieren und mittels
Diapedese durch den endothelialen Zellverband in die Intima zu gelangen.”"’
Fur die Anlockung in die Intima migrierender Leukozyten wird das in
atheromatds veranderten Gefallwanden vermehrt gebildete Chemokin  MCP-1
verantwortlich gemacht.’®® MCP-1 wird von Endothel oder glatten Muskelzellen
freigesetzt, wenn diese durch oxidiertes LDL oder andere inflammatorisch

wirksame Mediatoren stimuliert werden.*%2%2

Adhdsion 3
e GefaBlumen

Monozyt  p-selektin
E-Selektin

\CAM-1 Migration

Abbildung 1 Initierung der atherosklerotischen L&sionsbildung: A Anhaufung
von zu Schaumzellen differenzierenden Makrophagen in der Intima (Glass 2001).
B Endotheliale Transmigration eines Monozyten (Lusis 2000).
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In die GefalRintima aufgenommen, bilden eingewanderte Monozyten
morphologische Eigenschaften von Makrophagen aus.'®” Diese Makrophagen
exprimieren in der Folge sogenannte Scavanger-Rezeptoren wie SR-A und
CD36, welche fur die Aufnahme von oxidiertem LDL verantwortlich gemacht
werden.?'® |ipidbeladene Makrophagen werden auch als Schaumzellen
bezeichnet und charakterisieren die friihe atherosklerotische Lasion. Nach Aus-
bildung dieser sogenannten Fatty streaks, ist der Ubergang in eine komplexere
Lasion, die mdglicherweise klinisch symptomatisch werden kann, von der
intimalen Einwanderung glatter Muskelzellen aus der Media gekennzeichnet.'®
Dabei werden die glatten Muskelzellen von aus aktivierten Makrophagen
freigesetzten Wachstumsfaktoren nicht nur zur Migration, sondern auch zur

Proliferation und Freisetzung extrazellularer Matrix angeregt.*®

GefaRlumen Endothelzellen

Plaqueschulter

Gefallumen

e Fibrése
. Plagque- Kappe
. schulter

Lipidkern

Abbildung 2 Lasionsprogression: A Glatte Muskelzellen wandern in die Intima
ein, wo sie proliferieren und Uber die Freisetzung extrazellularer Matrixproteine
eine fibrose Kappe bilden (Glass 2001). B Stabile Plaque (Davies 1996).

Die kollagenreiche extrazellulare Matrix bildet eine fibrése Schutzkappe, die
den Kontakt der im Blut befindlichen Thrombozyten mit den im so genannten
nekrotischen Kern enthaltenen Thrombozyten-aktivierenden Stoffen verhindern
soll.** Dieser nekrotische Kern setzt sich unter anderem aus Zelltrimmern

untergegangener Schaumzellen zusammen. 2
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Er ist reich an extrazellularen Lipiden sowie aus Makrophagen freigesetztem
Tissue-Faktor, was ihm &uRerst thrombogene Eigenschaften verleiht.*
T-Lymphozyten verstarken die Thrombogenitat des lipidhaltigen Nekrosekerns
Uber die Expression des CD40-Liganden, der die Makrophagen zur weiteren
Freisetzung von Tissue-Faktor anregt.*'

Die Ausbildung atherosklerotischer Plaques dauert gewohnlich viele Jahre,
ohne dass die Betroffenen dabei jemals symptomatisch wirden. Allerdings
resultieren die meisten Myokardinfarkte auch nicht aus hochgradigen,
flussmindernden Gefalistenosen, sondern aus oftmals kleiner als 50-
prozentigen atherosklerotischen GefaRverengungen.® Bei Frauen und
Diabetikern, aber insgesamt nur jedem vierten Patienten, kann dem akuten
Myokardinfarkt auch nur eine lediglich oberflachliche Plaqueerosion zugrunde

252653 Bej mehr als zwei Dritteln der Patienten wird die akute

liegen.
Koronarthrombose aber durch ein physikalisch bedingtes Aufrei3en der
atherosklerotischen Plaque ausgeldst.**'® Diese sogenannte Plaqueruptur
stellt die haufigste Ursache eines akuten Myokardinfarktes dar.**

Wie vulnerabel die den thrombogenen nekrotischen Kern vom Gefal3lumen
abschirmende fibrése Kappe ist, hangt von deren zellularer Zusammensetzung
und inflammatorischer Aktivitat ab.

2

Eine Ausdiinnung der fibrésen Kappe,®® eine hohe Anzahl eingewanderter

” eine relativ

inflammatorisch aktiver Makrophagen und T-Lymphozyten,**
geringe Zahl glatter Muskelzellen, ein hoher Gehalt an Tissue-Faktor,** sowie
ein Uber 40-prozentiger Lipidanteil am Gesamtvolumen® begiinstigen ein
EinreiRen der atherosklerotischen Plaque.

Pradilektionsstelle der Plaqueruptur ist die Schulterregion, an der die fibrose
Kappe mit der GefaRwand verbunden ist.*® Hier lassen sich die meisten
Makrophagen, nur wenig Kollagen synthetisierende glatte Muskelzellen und
dementsprechend der geringste Kollagengehalt der gesamten fibrésen Kappe
nachweisen.**'*> Ungefahr 60% aller Plaquerupturen laufen in diesem Bereich
ab.*® Die Ausdiinnung der fibrésen Kappe ist das Ergebnis einer reduzierten

Kollagensynthese und gesteigerten Degradation extrazellularer Matrix. %31
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Das aus T-Zellen freigesetzte Zytokin INF-y inhibiert die Kollagensynthese
glatter Muskelzellen.®> Hoch aktivierte Makrophagen fortgeschrittener Atherome
Uberexprimieren neben der Freisetzung des prokoagulatorischen Tissue-
Faktors und verschiedener Interleukine auch inflammatorische Zellmediatoren
wie TNF-a und elastolytische Kathepsine, sowie Matrix Metalloproteinasen, die

Kollagen und Elastin der extrazellularen GefaBwandmatrix zersetzen.®%:8°187

GefaRlumen
Thrombozyten

Rlaqueruptut: _4

Nekrotischer
Kern

B _ o B i
Abbildung 3 Plaqueruptur und Thrombusbildung: A Die nekrotischen Schaum-
zellen bilden den nekrotischen Kern und sorgen fir eine Anhdufung extra-
zellularer Lipide. MMP-Freisetzung fuhrt zur Ruptur der fibrésen Kappe mit
konsekutiver Thrombosierung (Glass 2001). B Plaqueruptur (Davies 2000).

ReilRen atherosklerotische Plaques auf, kommt das Blut mit dem thrombogenen
Plaqueinhalt in Kontakt. Thrombozyten adharieren an vVWF tber den membra-
naren Adhasionsrezeptor GPIb/IX/V*®? und an Kollagen tiber GPV|.123140.141

Nach der Thrombozytenadhdsion kommt es infolge der thrombozytaren
Aktivierung zur Konformationsanderung der Integrinrezeptoren  opBs

%92 und ayB: (Kollagenrezeptor),®*'*! die eine

(Fibrinogenrezeptor GPIIb/llla)
feste thrombozytare Bindung an die extrazellulare Matrix vermitteln.

Uber Bindung plasmatischen Fibrinogens an Fibrinogenrezeptoren zweier
unterschiedlicher Thrombozyten kommt es zu deren Aggregation und zur

Initiierung der Thrombusbildung. Eine akute Koronarthrombose ist die Folge.



EINLEITUNG

1.2 Rolle der Thrombozyten in der Pathogenese der Atherosklerose

Thrombozyten-Interaktionen mit Leukozyten und Endothel kénnen Uber
verschiedene Mechanismen zu entzindlichen Veranderungen in der
Gefallwand fuhren und auf diese Weise die Ausbildung atherosklerotischer
GefaRwandveranderungen initiieren und deren Progression férdern.**

Obwohl es sich bei Thrombozyten um anukledre Zellen handelt, kdnnen sie
dennoch Proteine synthetisieren.**® Zudem enthalten Thrombozyten drei
verschiedene Granula (a-Granula, Lysosomen, dichte Kerngranula) und ein
komplexes Membransystem, was es ihnen ermoglicht, eine Vielzahl von
Adhasionsproteinen(z.B. VWF, P-Selektin, GPIlIbllla), Wachstumsfaktoren
(z.B. PDGF, TGF-B), Chemokine (z.B. PF4, SDF-1), zytokindhnliche Faktoren
(z.B. IL1-B, CD40L) und Gerinnungsfaktoren zu bevorraten und rasch
freizusetzen.?®® Diese Proteine spielen eine Rolle bei den genauestens
aufeinander abgestimmten biologischen Prozessen wie Zelladhasion und
-aggregation, Chemotaxis, Zellproliferation, Gerinnung und Proteolyse, die

allesamt zur Beschleunigung entziindlicher Prozesse beitragen.*?°

1.2.1 Thrombozyten-Endothel-Interaktionen

Normalerweise verhindert ein intaktes, nicht aktiviertes Endothel eine
Thrombozytenadhésion an die extrazellulare Matrix. Allerdings bildet
entztindlich verandertes Endothel adhasionsvermittelnde Eigenschaften aus, so
dass eine Denudation des Endothels fir ein festes Adhérieren von
Thrombozyten an der arteriellen GefaRwand nicht zwingend erforderlich ist.”®

Der initiale lockere Kontakt zwischen zirkulierenden Thrombozyten und
Endothel (Rolling) wird dabei tber Selektine (P-Selektin/CD62P, E-Selektin)
vermittelt, die sowohl auf Endothelzellen, wie auch auf Thrombozyten
vorkommen'® und auf inflammatorische Stimuli rasch auf deren Oberflachen
exprimiert werden.®®®* Ein Rezeptor fiir P-Selektin auf Thrombozyten kénnte
dabei der GPIb/IX/V-Rezeptor (VWWF-Rezeptor-Komplex) sein. Somit vermittelt
der VWF-Rezeptor sowohl die Thrombozytenadhasion auf subendothelialer

Matrix, als auch auf intaktem Endothel.*>®

6
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PSGL-1 vermittelt Uber Interaktion mit endothelialem P-Selektin thrombozytares
Rolling auf Endothel unter erhdhten Scherraten.®*'%* Den schnell reversiblen
Interaktionen zwischen thrombozytarem PSGL-1 oder GPlba und endothelialem
P-Selektin (Rolling) folgt eine via Bs-Integrin (a;xBs und a,B3) vermittelte feste

Thrombozytenadhasion.*?°

1.2.2 Thrombozyten-Leukozyten-Interaktionen

Die Rekrutierung zirkulierender Leukozyten zur arteriellen Gefaldwand setzt
mehrschrittige adhasive und signalvermittelnde Vorgange, einschlieflich
Selektin-vermitteltem Anhaften und Rolling, Leukozytenaktivierung, Integrin-
vermittelter fester Adhasion und Diapedese voraus, die in einer Infiltration
inflammatorischer Zellen in die GefaRwand resultieren.'® Dabei kénnen die
Interaktionen zwischen Thrombozyten und Leukozyten in unterschiedlichen
Ablaufen auftreten: Zum einen konnen Thrombozyten mit Leukozyten
koaggregieren und so die Rekrutierung von Leukozyten zum Endothel entweder
Uber Aktivierung leukozytarer Adhasionsrezeptoren oder als eine Art
Briickenzellen unterstitzen, zum anderen kdnnen Thrombozyten, sobald sie an
Endothel adharent sind, Leukozyten anlocken und eine ,klebrige“ Oberflache fur
deren Anheften an die GefaRwand schaffen.*”

Auf Adhéasion oder anderweitige Aktivierung setzen Thrombozyten rasch
P-Selektin aus ihren a-Granula an ihrer Plasmamembran frei. Hierdurch wird
Leukozyten Uber eine Interaktion von P-Selektin an leukozytares PSGL-1 eine
lockere Bindung an Thrombozyten erméglicht.**?®® In der Folge kénnen
Monozyten Mac-1-abhangig (CD11b/CD18, aMB2) dann fest an Thrombozyten
adharieren.’® Auf Thrombozyten konnten sowohl GPlba,”® JAM-C!® und
CD40L,"® als auch ICAM-2* und Briickenproteine wie an GPllbllla
gebundenes Fibrinogen* oder an GPIba gebundenes Kininogen*? als passende
Rezeptoren fir Mac-1 identifiziert werden. Wahrend dieser Adhasionsvorgénge
induziert eine Bindung zwischen den Rezeptoren PSGL-1 und Mac-1
gemeinsam mit aus Thrombozyten freigesetzten inflammatorischen

Bestandteilen in Monozyten komplexe Aktivierungskaskaden, 30138205
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Diese Aktivierungsprozesse, an denen intrazellulare Signalwege wie beispiels-
weise die NF-kB-Aktivierung beteiligt sind, férdern Monozyten- und Neutro-
philenadhasion (Uber Aufregulierung und Aktivierung von Mac-1 und VLA-4),
Thrombogenitat (lGber die Freisetzung von Tissue-Faktor aus Monozyten),
sowie den aus Neutrophilen freigesetzten oxidativen Burst und die Abgabe von
monozytaren Chemokinen und Zytokinen (IL-1B,IL-8, MCP-1, TNF-q),.31138:205215
DarUberhinaus steuert die Bindung von PSGL-1 durch P-Selektin auch die
translational regulierte Expression von Proteinen wie dem Urokinaserezeptor
(UPAR), einem entscheidenden Oberflachenproteaserezeptor und Regulator

der integrinvermittelten Leukozytenadhéasion,t!9127:128.149.206

Thrombose Chemotaxis
Tissue-Faktor MCP-1
Proteolyse o '\ 7 : /
uPA/uPAR, EMMPRIN ‘ ) Inflammation
MMPs TNF-a, IL-8
Zelldifferenzierung zu «~ Adhdsion f
Makrophagen und Schaumzellen * Mac-1,VLA-4, CD62L
: Adhiision & Sekreti y_/ o
Adhdsion ASION 2 Sekretion Oxidative
7 burst
o _, Proteolyse
Migration uPA/uPA-R,
MMPs

Zytokine &
= cytokine-like factors
A MCP-1, CD40L

Proteolyse Thrombose
uPA/uPAR, MMPs Tissue-Faktor

Adldsionsrezeptoren
VCAM-1, ICAM-1, «—
avB3, E-Sclcktin

Abbildung 4 Thrombozyten-Interaktionen bei der Bildung atherosklerotischer
Plagues: Thrombozyten kdnnen bei Monozyten, Neutrophilen, Endothelzellen
und endothelialen Progenitorzellen eine Reihe inflammatorischer Reaktionen
auslésen, die Entztindungsprozessen wie Adhasion, Chemotaxis, Migration,
Proteolyse, Thrombose oder auch die Differenzierung von Makrophagen zu
Schaumzellen vorantreiben. Diese Prozesse schaffen in der GefalRwand ein
atherogenes Milieu, in dem sich eine Plague ausbilden kann (May 2008).
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1.3 Glykoprotein VI

GPVI ist ein 60-65 kDa Typ | Transmembranglykoprotein, das zur Familie der
Immunglobuline gehort.*®¢ In der Thrombozytenmembran bildet GPVI mit der
Untereinheit FcRy-Kette einen Komplex, der wesentlich an der Signallber-
mittlung des Kollagenrezeptors beteiligt ist.”#139147:216

GPVI wird als der bedeutendste Kollagenrezeptor fur die Vermittlung von
Thrombozytenadhasion und -aggregation in atherosklerotischem Plaquegewebe
beschrieben.*®** Dabei ist der Thrombozytenmembranrezeptor GPVI neben
dem Integrin 0,B; als einziger Rezeptor in der Lage, Kollagen direkt zu
binden'®* und damit unmittelbar an der Thrombusbildung beteiligt.**?

Eine direkte GPVI-Kollagen-Interaktion ist entscheidend flr eine unter
niedrigem Scherstress entstehende erste lockere Thrombozytenbindung
(Platelet tethering).’*** Dariiber hinaus werden (iber eine solche Interaktion
tyrosinkinaseabhéngige intrazellulare Signalkaskaden in Gang gesetzt, an
deren Ende Thrombozyten aktiviert, thrombozytares P-Selektin aufreguliert und
Bi-, sowie B-Integrine in einen hochaffinen Zustand uberfiihrt werden.*®™
Aktivierte thrombozytare a,B:1- und a;pBs-Integrine initiieren in der Folge Uber
Bindung an Kollagen und VWF eine feste Adhasion.***

Desweiteren induzieren GPVI-vermittelte Signalkaskaden eine Form-

87

veranderung der Thrombozyten (,shape change®)”’ und fihren zudem zu deren

Degranulierung mit Freisetzung aggregationsfordernder Stoffe wie ADP oder
Thromboxan A,. 14184

Obwohl GPVI im Wesentlichen an der thrombozytdren Oberflache exprimiert
wird, fahrt eine Aktivierung der Thrombozyten zu einer weiteren Freisetzung
und einer erhohten Plasmamembranexpression von GPVI.?"'*! Eine erhohte
GPVI-Oberflachenexpression findet sich unter anderem bei Patienten mit

Diabetes mellitus Typ 22" und bei Patienten mit akutem Koronarsyndrom.*’
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1.4  Matrix Metalloproteinasen (MMPSs)

Die Matrix Metalloproteinasen bilden eine Gruppe von Uber 20 zink- und
calciumabhangigen Endopeptidasen, die allesamt am hydrolytischen Abbau von
Bestandteilen der extrazellularen Matrix beteiligt sind.*”**’ MMPs spielen
sowohl bei physiologischen Gewebeerneuerungsprozessen, als auch bei
pathologischen Gewebeumbildungen im Rahmen von Tumorerkrankungen,
entztindlichen Erkrankungen und Atherosklerose eine entscheidende
Rolle.}9182% Entsprechend ihrer Substratspezifitat und Struktur kdnnen MMPs
in Kollagenasen (MMP-1,-8,-13 und -18), Gelatinasen (MMP-2 und -9), Strome-
lysine (MMP-3,-7,-10 und -11) und membranassoziierte MMPs (MT-MMP 1-4)
unterteilt werden.?®* Unter physiologischen Bedingungen ist die Aktivitat der
Proteinasen auf verschiedenen Ebenen genauestens reguliert:

Auf Transkriptionsebene bei der EMMPRIN-abhangig regulierten de novo
Synthese inaktiver Zymogene, bei der posttranslationalen Aktivierung der
Zymogene und dber Interaktionen freigesetzter MMPs mit bestimmten
Bestandteilen der extrazellularen Matrix und Gewebeinhibitoren der MMPs, den
TIMPs. 2" |L-1 und IL-6, sowie TNF-a und CD40 sind bedeutende
Stimulatoren der MMP-Transkription,*%%121173

Nicht enzymatisch aktive Pro-MMPs werden nach ihrer Freisetzung von
anderen Proteasen wie Plasmin oder MT-MMPs durch Abspaltung der
Prodomane aktiviert.®®> Die Aktivierung der Proenzyme erklart sich tber den
sogenannten ,Cystein-switch“-Mechanismus, bei dem durch Abspaltung von
Zystein das zinkhaltige, aktive Zentrum des Enzyms demaskiert wird.'®
Aktivierte MMPs konnen durch Interaktionen mit TIMPs spezifisch inhibiert
werden.”® Die Hemmung der MMPs durch TIMPs erfolgt im Verhaltnis 1:1 durch
eine nicht-kovalente Bindung an das aktive Zentrum der MMPs, so dass die
enzymatische Degradation der extrazelluléren Matrix blockiert ist.?3133164

Die Aufrechterhaltung eines Gleichgewichtes zwischen MMPs und deren
Inhibitoren ist essenziell fiir die Integritit der extrazelluldaren Matrix.** In
atherosklerotische Plaques eingewanderte Entziindungszellen und dort
freigesetzte Zytokine kénnen zu einer in keinem Verhaltnis zu deren Inhibitoren

stehenden Anreicherung von MMPs fihren und so das Gleichgewicht
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zugunsten der Proteolyse verschieben.”®®” So konnte in atherosklerotisch
veranderten GefalRen eine erhdhte Expression und Aktivitdt verschiedener
MMPs,vor allem der Gelatinasen MMP-2 und MMP-9, sowie der membran-
standigen MT1-MMP, nachgewiesen werden.?*%13142 Eq konnte auch gezeigt
werden, dass MMPs in allen Stadien entscheidend an der Progression der
Atherosklerose beteiligt sind.*’” Eine Freisetzung von MMP-9 aus Monozyten,’
sowie MMP-2 aus T-Lymphozyten'®’ als Folge einer Interaktion mit Endothel-
zellen ermdglicht die Leukozytenmigration durch Endothel und extrazellulare
Matrix. Diese MMP-vermittelte Zersetzung der endothelialen Basalmembran
wahrend der Diapedese inflammatorischer Zellen fihrt moéglicherweise zu einer
gestorten Barrierefunktion des Endothels, was die Einlagerung modifizierter
Lipoproteine begiinstigt.**® Die Migration glatter Muskelzellen in die Subintima
durch die kollagenreiche Lamina elastica interna wird ebenfalls durch die
proteolytischen Eigenschaften der MMPs erméglicht.*

Auch Thrombozyten enthalten MMPs. MMP-2 im Zytoplasma und MMP-9 in
den a-Granula, sowohl in ruhendem, wie auch in aktiviertem Zustand. MMP-2
vermittelt nach ihrer Freisetzung aus aktivierten Thrombozyten deren
Aggregation, wahrend MMP-9 diesem proaggregatorischen  Effekt
maoglicherweise entgegenwirkt.>>**® MMP-2 steigert die Menge an GPIb bei an
VWF adhéarierenden Thrombozyten,'*® die Freisetzung von thrombozytdrem
MMP-2 hat eine Aktivierung des GPIlbllla-Rezeptors zu Folge.™*® Durch Bs-
Integrin vermittelte Thrombozytenadhé&sion an Endothel kann tber einen durch
CD40L vermittelten Signalweg die endotheliale Expression des Plaminogen-
aktivierenden Rezeptors uUPAR sowie der MT1-MMP gesteigert und die Aktivitat
der MMP-1,-2 und -9 erhéht werden.*?

Die im Rahmen atherosklerotischer GefalRverdnderungen auftretende
Interaktion von Monozyten mit Kollagen induziert die monozytdre MMP-9-
Synthese, die bei Uber PSGL-1 vermittelte Aggregatbildung adhéarenter
Monozyten mit Thrombozyten weiter gesteigert wird.”® Gerade MMP-9 ist ein
hochpotentes matrixabbauendes Enzym, das in der Plaqueschulter vermehrt
exprimiert wird und mit Plaquedestabilisierung bis zur Ruptur unmittelbar in

Verbindung gebracht wird.**
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Die charakteristisch in instabilen Plaques geh&uft angesiedelten Schaumzellen
stellen die bedeutendste Quelle der MMP-1,-2,-3,-7 und -9 dar.®®*®° Die
Freisetzung von MMPs aus Schaumzellen wird unter oxidativem Stress weiter
gesteigert.’® Weitere Stimuli einer MMP-Expression sind Hyperlipidamie,?
erhohter transmuraler Druck,* Thrombin® und mechanische Scherkréfte.'%? Bei
Patienten mit akutem Koronarsyndrom lassen sich im Serum erhdhte Spiegel
von MMP-2 und MMP-9 nachweisen.***

EMMPRIN:

’ MMP de novo Synthese ¢ \

MT-1-MMP

Pro-

k| « Zellmigration
* Matrixdegeneration
*Plaqueruptar |

Abbildung 5 Aktivierungskaskade der Matrix Metalloproteinasen: EMMPRIN
induziert die de novo Synthese von pro-MMPs. Die Aktivierung kann tber die
membranstéandige MT-1-MMP oder andere bereits aktivierte MMPs erfolgen.
Ebenso wie MT-1-MMP kann Plasmin selbst extrazellulare Matrixbestandteile
degradieren und latente Matrix Metalloproteinasen in enzymatisch aktive
Formen Uberfihren. Diese aktiven MMPs kénnen durch TIMPs inhibiert werden.

12
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1.5 Extracellular Matrix Metalloproteinase Inducer (EMMPRIN)

EMMPRIN, auch bekannt als Basigin,**! Neurothelin®® oder CD147% ist ein
weit verbreitetes N-glykosyliertes Zelloberflachenprotein, das zur Familie der

188 Es setzt sich aus zwei extrazellularen, einer

Immunglobuline zahilt.
transmembranen, sowie einer zytoplasmatischen Domane zusammen®' und
weist glykosylierungsabhangig ein Molekulargewicht von ungefahr 58 kDa auf.
Erstmals wurde EMMPRIN in den 1980er Jahren an der Oberflache von Tumor-
zellen nachgewiesen und wurde, aufgrund seiner stimulierenden Wirkung auf
die Freisetzung der Kollagenase MMP-1 aus umliegenden Fibroblasten und den
Tumorzellen selbst, zundchst als TCSF (Tumor cell-derived collagenase
stimulatory factor) bezeichnet.

Erst nach seiner vollstandigen Identifizierung wurde das Glykoprotein in
EMMPRIN umbenannt,”> was seine Rolle bei der Freisetzung von Matrix
Metalloproteinasen Uber physiologische und pathologische zellulare
Interaktionen verdeutlichen sollte.’*® EMMPRIN ist an Stimulierung und
Aktivierung der MMP-1,-2,-3 und -9, sowie der MT-MMP-1 und -2 malf3geblich
beteiligt.?** Uber Stimulation der MMPs ermdglicht EMMPRIN Tumorzellen
invasives und metastasierendes Wachstum, vermittelt desweiteren via VEGF-
Stimulation eine Induktion der Angiogenese. Interaktionen mit der N-terminalen
IgG-Domane scheinen bei dem noch nicht genau aufgeklarten Mechanismus
der EMMPRIN-vermittelten MMP-Aktivierung eine entscheidende Rolle zu
spielen, 3188

Uber hydrophobe Wechselwirkungen zwischen N-terminalen Domé&nen bildet
EMMPRIN mit anderen EMMPRIN-Proteinen an der Plasmamembran
sogenannte Homo-Oligomere aus (,Clustering“), was eine MMP-induzierende
Wirkung nach sich zieht. > EMMPRIN kann bei der MMP-Stimulation aber auch
als sein eigener Rezeptor fungieren und mit einem anderen EMMPRIN,
ebenfalls an der N-terminalen Domane, eine homophile Ligand-Rezeptor-
Bindung eingehen.’®® Wahrscheinlich auch (iber diese Domaéne interagiert
EMMPRIN mit den Integrinen asB; und agB.™

Die zweite extrazellulare Ig-Doméne kann Verbindungen mit Caveolin-1

eingehen, die das EMMPRIN-,Clustering“ an der Zellmembran und die damit
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verbundene MMP-Aktivierung vermindern,*®®

indem die Enstehung hoch-
glykosylierten EMMPRINSs verhindert wird.’*> Der Grad der Glykosylierung ist
ausschlaggebend fur die Aktivierung der MMPs. Deglykosyliertes EMMPRIN
induziert keinerlei MMP-Aktivitdt, sondern antagonisiert sogar die Wirkung
natiirlich glykosylierten EMMPRINs."®?

Die Oberflachenexpression von CD147 kann infolge einer Interaktion zwischen
Prolin 211 der transmembranaren CD147-Domane mit CyP60 aufreguliert
werden, weil diese zu einer effizienten Uberfiihrung des Proteins vom Golgi-
Apparat zur Plasmamembran fiihrt.”>* Die zytoplasmatische Domane wird fiir

die Chaperone-Funktion fir Monocarboxylat-Transporter-1 (MCT-1) verantwort-

lich gemacht.
27 kDa N ’
+ MMP-induktion
Glykolysation Homophile Bindung
EDI| — Gegenrezeptorbindung
Oligomerisation
Assoziation mit Integrin
Glyl:?olyn:‘lielte EDIl — ‘ Assoziation mit Caveolin-1
45-65 kDa
(TD Pro211 | Assoziation mit Cyp60
GIE; Membrantargeting
CD — |Assoziation mit MCT1
C
Abbildung 6 Aufbau von EMMPRIN: ED | und ED Il — erste und zweite
extrazellulare Ig-Domane; TD - transmembranare Domé&ne; CD -

zytoplasmatische Domane. Mit den extrazellularen Domanen sind drei
Oligosaccharide verbunden (Modifiziert nach Nabeshima 2006).
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Von der Zellmembran freigesetzt werden kann EMMPRIN Uber proteolytische
Abspaltung oder das Abschniiren EMMPRIN-tragender Mikrovesikel.?>*** Diese
Vesikel sind instabil und geben nach raschem Zerfall aktives, frei zirkulierendes
EMMPRIN in voller Lange ab.*””

Die Funktionen von EMMPRIN sind vielfaltig. So stimuliert EMMPRIN nicht nur
die MMP-Expression, sondern ist dariiber hinaus auch an Aktivierung und
Interaktion von Immunzellen,®® dem Eintritt von Viren in Wirtszellen,*? der
Entwicklung des Nervensystems,*® sowie der Aufrechterhaltung der Blut-Hirn-
Schranke beteiligt.'®*'® Eine besondere Bedeutung kommt der Interaktion mit
extrazellularem Cyclophilin A zu, fur das EMMPRIN einen hochaffinen Rezeptor
darstellt.?!’

Wenngleich viele dieser Funktionen nicht auf die Aufregulierung von MMPs
zurUckzufuhren sind, so bildet die Stimulation der MMP-Expression doch die
Grundlage fur den Einfluss von EMMPRIN auf Krankheitsbilder wie

98,197 58,83

rheumatoide Arthritis und beatmungsassoziierte Lungenschadigung,

aber vor allem auch auf die Progression der Atherosklerose,’** sowie deren

171 112,179

Folgen wie Myokardinfarkt™"~ und Herzinsuffizienz.
Dabei ist entscheidend, dass EMMPRIN bei gleichzeitiger Aktivierung der MMP-
Synthese keinerlei Wirkung auf die Inhibitoren TIMP-1 und -2 zeigt und so das
Gleichgewicht in Richtung Proteolyse verschiebt.*%%

EMMPRIN wird in makrophagenreicher koronarer Plaque vermehrt exprimiert
und scheint bereits in frihen Phasen der direkten Zellmigration eine
entscheidende Rolle zu spielen. Uber autokrine und parakrine Stimulation der
MMP-Freisetzung aus glatten Muskelzellen und Monozyten unterstitzt
EMMPRIN deren Einwanderung und den Einbau durch M-CSF zu
Makrophagen differenzierter Monozyten in den subendothelialen Raum der
atherosklerotisch veranderten GefaRwand.*?® AuBerdem konnte EMMPRIN auf
glatten GefalBmuskelzellen von Koronararterien nachgewiesen werden.
Oxidativer Stress und in dessen Folge modifizierte Lipoproteine (oxLDL)
kénnen zu einer gesteigerten Freisetzung von EMMPRIN, sowie der MMP-1

und -2 aus glatten KoronargefaRmuskelzellen fiihren.?*
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Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe konnten zeigen, dass EMMPRIN (ber
zellulare Interaktionen die MMP-9 in Monozyten und die MMP-2 in glatten
Muskelzellen stimuliert.'”™* Dass EMMPRIN bei der MMP-vermittelten Plaque-
destabilisierung mit konsekutiver Ruptur eine entscheidende Rolle spielt, zeigt
die Aufregulierung von EMMPRIN mit begleitender MT1-MMP-Aufregulation auf
Monozyten, sowie die erhdhte Plasmakonzentration an MMP-9 bei Patienten
mit akutem Myokardinfarkt, was sich nach erfolgreicher Therapie wieder
normalisiert.}’* Zuletzt konnte unsere Arbeitsgruppe zeigen, dass EMMPRIN
auch im offenen kanalikularen System und a-Granula von Thrombozyten
vorkommt und aktivierungsabhéngig an der thrombozytaren Membran

exprimiert wird.*"

Abbildung 7 Lokalisation thrombozytdren EMMPRINs: Dargestellt ist eine
transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme ruhender und Thrombin-
stimulierter Thrombozyten. A EMMPRIN wird bei ruhenden Thrombozyten im
offenen kanalikularen System gespeichert. B Werden Thrombozyten stimuliert
(Thrombin 0,5 U/ml fir 2 Stunden) kommt es zu einer Translokation von
EMMPRIN an die Thrombozytenoberflache (Schmidt 2008).

EMMPRIN-vermittelte Thrombozyteninteraktionen fihren tber eine homophile
EMMPRIN-EMMPRIN-Bindung zur Thrombozytenaktivierung mit Oberflachen-
expression von CD40L und P-Selektin. AuRBerdem induziert eine EMMPRIN
vermittelte Thrombozyten-Monozyten-Bindung in Monozyten NF-kB-abhangige

inflammatorische Signalwege mit Freisetzung von MMP-9, IL-6 und TNF-a.*"
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1.6  Cyclophilin A (CyPA)

CyPA ist ein 1984 erstmals beschriebenes Immunophilin.°”®" Das weit
verbreitet im Zytosol exprimierte Protein stellt den Hauptliganden fir das
potente Immunsuppressivum Cyclosporin A (CsA) dar.?*®*! cyPA wurde
anfangs als ein ausschlief3lich intrazellular vorkommendes Protein beschrieben.
Inzwischen wurde aber gezeigt, dass es sowohl von lebenden Zellen sezerniert,
als auch von absterbenden oder schon nekrotischen Zellen freigesetzt werden
kann.89'175'208

Erhohte Spiegel extrazellularen Cyclophilins wurden bei unterschiedlichsten
inflammatorischen Erkrankungen wie schwerer Sepsis,'® Schadigung der
glatten GefaRmuskulatur,®® sowie rheumatoider Arthritis'® nachgewiesen, wobei
im Falle der rheumatoiden Arthritis sogar die Hohe des Cyclophilinspiegels und
der Schweregrad der Erkrankung miteinander korrelierten.”® Dabei hat
extrazellulares CyPA ebenso wie CyPB aufgrund seiner hochpotent

chemotaktischen Wirkung auf Monozyten, neutrophile®’%®

und eosinophile
Granulozyten,?®® sowie T-Lymphozyten® groRen Einfluss auf die ablaufenden
inflammatorischen Prozesse.

CyPA verfugt Uber eine Peptidyl-prolyl-cis-trans-isomerase (PPlase)-Aktivitat
und spielt daher eine bedeutende Rolle bei der Proteinfaltung.’” Aber auch
chemotaktische Eigenschaften von CyPA scheinen entscheidend von dessen

4

PPlase-Aktivitat abzuhangen,’** was durch die Sensitivat der von CyPA

induzierten Chemotaxis gegeniiber CsA unterstrichen wird.'"”®

Unbedingt notwendig fiir die Ubermittlung CyPA-abhangiger Signalwege, uber
die Chemotaxis und Adhadsion von Immunzellen vermittelt werden, ist
CD147/EMMPRIN, das aber nicht als Hauptbindungsstelle fiir CyPA fungiert.?**
Gebunden wird CyPA an der Oberflaiche der Zielzelle zunachst von
sogennanten Heparansulfatproteoglykanen (HSPGs), einer Untergruppe der
Glykosaminoglykane. AnschlieBend wird CD147 das gebundene CyPA

213 Eine solche

prasentiert und eine CyPA-CD147-Interaktion ermoglicht.
Interaktion wird auch bei HIV-1-Infektionen beobachtet, wo CD147 als Rezeptor
fur das Virion-assoziierte CyPA fungiert und so den Viruseintritt in die Wirtszelle

und das ,Uncoating” in dieser unterstiitzt.?%*
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Cyclophilin A spielt aber mdoglicherweise auch eine Rolle bei der athero-
sklerotischen Plaquebildung. Extrazellulares CyPA tragt Uber Interaktion mit
CD147 zur Rekrutierung und anschlieBenden Akkumulation zirkulierender
Leukozyten in entziindlich verandertem Gewebe bei. Dabei wird die leukozytare
CD147-Expression nach deren Eintritt in entzindetes Gewebe herunter-
reguliert, was deutlich macht, dass CD147 vor allem fur Leukozyten-
rekrutierung wahrend der Phase der Entziindungsreaktion wichtig ist.®

CyPA wird wahrend der Atherogenese freigesetzt und lasst sich innerhalb
atherosklerotischer Plaques in glatten GefalRmuskelzellen, Endothelzellen,
sowie extrazellular nahe der Lamina elastica nachweisen.®® CyPA wird als ein
infolge oxidativen Stresses freigesetzter und daher auch als SOXF (secreted
oxidative stress-induced factor) bezeichneter Wachstumsfaktor beschrieben,
das Wachstum glatter GefalBmuskelzellen genauso vorantreibt wie die

endotheliale Apoptose.®®

CyPA wird von Monozyten und Makrophagen,'’”® sowie von Endothelzellen®
und glatten GefaBmuskelzellen'® infolge verschiedener inflammatorischer
Stimuli freigesetzt. Bei diesen Stimuli handelt es sich hauptsachlich um
oxidativen Stress und das proinflammatorische Endotoxin Lipopolysaccharid
(LPS), einen Zellwandbestandteil gramnegativer Bakterien.®

Freigesetztes losliches CyPA verhalt sich wie ein inflammatorisches Zytokin. Es
aktiviert den endothelialen NF-kB und induziert in der Folge u.a. eine
endotheliale Expression von Adh&sionsmolekilen wie E-Selektin und VCAM-1.
Dariiber hinaus férdert CyPA die Migration von Endothelzellen.®® Allerdings ist
nach Untersuchungen von Payeli et al. eine Aktivierung des Endothels durch
CyPA abhéngig von der gleichzeitigen Anwesenheit von LPS.**

Wiederum durch reines CyPA werden Makrophagen zur Freisetzung von IL-6
angeregt, was ursachlich der PPlase-Aktivitat von CyPA zugerechnet wird.**?
Dartiber hinaus induziert CyPA bei Monozyten und Makrophagen uber die
aktivierungsbedingte nukledre Translokation von NF-kB die Freisetzung von
Zytokinen wie TNF-a, IL-8, MCP-1 und IL-1B, sowie der Gelatinase MMP-9.%
Bei rheumatoider Arthritis konnte gezeigt werden, dass CD147 bei Monozyten

und Makrophagen uber direkte Bindung eine CyPA-induzierte Freisetzung von
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MMP-9 vermitteln kann.?’® Auf diesem Wege kénnte CyPA auch bei der
Destabilisierung atherosklerotischer Plaque von Bedeutung sein. Jin et al.
konnten bei Patienten mit instabiler Angina pectoris CyPA-Plasmaspiegel

zwischen 5 und 100 nM bestimmen.®
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1.7 Fragestellung

Sowohl an der Entstehung atherosklerotischer Plagues, wie auch an deren
Progression und Destabilisierung sind verschiedene aus der Blutbahn in die
GefaRwand einwandernde Blutzellen entscheidend beteiligt. Uber zellulare
Interaktionen an der GefdRwand, sowie gegenseitige Aktivierung kommt es
dabei zu adhé&siven und proteolytischen Prozessen. Allerdings sind die genauen
Mechanismen nach wie vor nicht vollstandig verstanden.

Untersuchungen unserer, sowie anderer Arbeitsgruppen in den letzten Jahren
habengezeigt, dass das Glykoprotein EMMPRIN bei der Progression athero-
sklerotischer Prozesse eine Rolle spielen kénnte. !+

Ziel dieser Arbeit war es, EMMPRIN-vermittelte zellulare Interaktionen zwischen
an atherosklerotischen Prozessen mal3geblich beteiligten Zellen und deren
mogliche Bedeutung fur die Progression der Atherosklerose zu untersuchen.
Nachdem unsere Arbeitsgruppe erst kirzlich EMMPRIN aktivierungsabhangig
auch auf Thrombozyten nachweisen konnte,*’® sollte nun untersucht werden,
ob EMMPRIN neben seiner Funktion als Signalrezeptor auch direkten Einfluss
auf thrombozytare Adhasionsprozesse unter arteriellen Flussbedingungen hat
und tber welchen Mechanismus diese reguliert werden.

Ebenfalls Gegenstand von Untersuchungen dieser Arbeit war Cyclophilin A als
einer der bedeutendsten Liganden von EMMPRIN. Unter der Vorstellung, dass
CyPA auszugrunde gehenden Zellen atherosklerotischer Plaques freigesetzt
wird und mit ko-lokalisiertem EMMPRIN interagieren kénnte, war von Interesse,
wo in der Plaque sich EMMPRIN und CyPA nachweisen liel3en. Daruber hinaus
sollte gezeigt werden, inwiefern das bei unterschiedlichsten Erkrankungen als

inflammatorischer Stimulus nachgewiesene CyPA!88%19

auch an proteo-
lytischen Prozessen innerhalb der Plague, sowie der thrombozytéren
Aktivierung beteiligt ist und ob diese Mechanismen ebenfalls EMMPRIN-
abhangig ablaufen.

Zusammenfassend sollten tber die Identifikation neuer Mechanismen zellularer
Wechselwirkungen mogliche Ansatzpunkte praventiver und therapeutischer
Intervention bereits in der Phase der Progression atherosklerotischer Plaques

aufgezeigt werden.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Material

2.1.1 Gerate

Aggregometer
Biosensor (SD C 80 m)
Brutschrank Hera Cell 240

Durchflusszytometer FACSCalibur

ELISA Lesegerat Microplate Reader 550
Eppendorf-Cup-Stander

Falconstander

IKAMAG RCT basic Magnetrihrer

IKA HS 260 Basic

Lichtmikroskop Axiovert 200
Neubauer-Zahlkammer

Novex Elektrophorese-Mini-Zellkammer
Objekttrager

Optisches 2-Kanal-Messungssystem (Ibis)
Parallel plate flow chamber (Flusskammer)
Perfusor fm

pH-Meter

Pipette Eppendorf research

Pipettierhilfe Accu Jet Pro

Sterilbank HERAsafe

Transferpipette

Tischzentrifuge Megafuge 1.0R

Vakuumpumpe
Zellzahlautomat Se 9000
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ChronoLog, Leiden, Niederlande

XanTec Bioanalytics, Munster
Hereaus, Kendro Laboratory
Products GmbH, Hanau
Becton Dickinson, Heidelberg
BioRad, Miinchen

Brand, Wertheim

Brand, Wertheim

IKA Werke, Staufen

IKA Werke, Staufen

Carl Zeiss, Jena

Brand, Wertheim

Gibco Invitrogen, Karlsruhe
Brand, Wertheim

XanTec Bioanalytics, Mlnster
Oligene, Berlin

Braun, Melsungen

Hanna Instruments, Kehl a.R.
Eppendorf, Hamburg

Brand, Wertheim

Hereaus, Kendro Laboratory
Products GmbH, Hanau
Becton Dickinson, Heidelberg
Hereaus, Kendro Laboratory
Products GmbH, Hanau

Saur Laborbedarf, Reutlingen

Sysmex, Kobe, Japan
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2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Aggregometerdiagramm-Rollen 230 mm
Amin-Bindungs-Kit (EDC/NHS)

Butterfly Multifly Set

Cellophane, large

CPDA-Monovetten

Einmalspritze (20 ml)

ELISA 96-Loch-Platte

Eppendorf Cups
FACS-Rundbodenréhrchen
Falcon-Zentrifugenréhrchen (15 ml, 50 ml)
Filter-Einheit 0,22 um Millex GS
Glaspasteurpipetten

Pipetten (5 ml, 10 ml, 25 ml)
Pipettenspitzen

Gewebekulturplatten 6-, 96-wells (L6cher)
Glasdeckplattchen 25 mm

Glaskuvette 450 pl

Membranadapter

Multiflex 0,5-200 pl Ecoflex Tips
Perfusorspritzen 50 ml

Ruhrstabchen

Transferpipetten (3 ml)
Zellkulturflaschen 75 cm?

Zymogramm (Gelatin-) Gel 10%

2.1.3 Lo6sungen, Medien, Reagenzien

Acetyliertes LDL, human
ADP 2,5 mg 1mM
Anti-Dig-POD (poly) Fab 1:3000
B-Mercaptoethanol
BM Blue POD
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ChronoLog, Leiden, Niederlande
XanTec Bioanalytics, Mlnster
Braun, Melsungen

Gibco Invitrogen, Karlsruhe
Sarstedt, Nurnbrecht

Braun, Melsungen

Dynx, Chantilly, USA
Eppendorf, Hamburg

Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Millipore, Bedford, USA

Brand, Wertheim

Costar, Bodenheim

Eppendorf, Hamburg

Greiner Bio-One, Frickenhausen
Glaswaren Hecht, Sondheim
ChronoLog, Leiden, Niederlande
Sarstedt, Nurnbrecht

Roth, Karlsruhe

Braun, Melsungen

ChronoLog, Leiden, Niederlande
Becton Dickinson, Heidelberg
Costar, Bodenheim

Gibco Invitrogen, Karlsruhe

Bio Trend, KoIn

ChronolLog, Leiden, Niederlande
Roche, Mannheim
Sigma-Aldrich, Minchen

Roche, Mannheim
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Bovines Serumalbumin Fraktion V 96%
Bromphenolblau

Calciumchlorid (CaCly)-Dihydrat
Citratpuffer

Coomassie Brilliant Blue
Diaminobenzidin (DAB)-Ldsung
Destilliertes Wasser

Developing buffer 10x
(Entwicklungspuffer)

D (+)-Glukose, wasserfrei

Drying Solution
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Eselserum

Fetales Kalberserum

Ficoll Trennlésung

Hamalaunldsung
N-2-Hydroxyethylpiperazin-
N’-2-Ethansulfonsaure(HEPES)
Hygromycin B-Losung
Kaninchenserum

Kollagen |

L-Glutamin

Lipopolysaccharid (LPS)
Magnesiumchlorid (MgCl,)-Hexahydrat
3-N-Morpholino-Propansulfonsaure (MOPS)
Natriumchlorid (NaCl)

Natriumcitrat

Nicht essentielle Aminosauren
Nonidet P-40 (Igepal CA-630)
Paraformaldehyd 1%

Phosphate buffered saline

(Phosphat-gepufferte Salzlésung, PBS)
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Sigma, St.Louis, USA
Merck, Darmstadt
Sigma, St.Louis, USA

Thermo Fisher, Fremont, USA
BioRad Laboratories, CA, USA

Dako, Glostrup, Ddnemark
Millipore, Bedford, USA

Gibco Invitrogen, Karlsruhe
Sigma, St.Louis, USA
Gibco Invitrogen, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Mlinchen
Sigma-Aldrich, Minchen
PAA, Pasching, Osterreich
Biochrom, Berlin

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Dako, Glostrup, Danemark

Sigma-Aldrich Chemie, Miinchen

Gibco Invitrogen, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Mlinchen
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Minchen
Merck, Darmstadt

Sigma, St.Louis, USA
Gibco Invitrogen, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Minchen
Merck, Darmstadt

Gibco Invitrogen, Karlsruhe
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Renaturation buffer 10x
(Renaturierungspuffer)
Roti-Block

Salzsaure (HCI)
Schwefelsaure 25%
Sodium dodecyl sulfat
(Natriumdodecylsulfat, SDS)
See Blue Plus 2
Sodiumpyruvat
StreptABComplex/HRP
Tris 1M pH 6,8
Trypanblau
Trypsin/EDTA-L6sung
Tween 20

VLE RPMI 1640-Medium
Wasserstoffperoxid (H2O>)

Zitronensaure

2.1.4 Puffer, Zellmedien

Gibco Invitrogen, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma, St.Louis, USA
Gibco Invitrogen, Karlsruhe
Biochrom, Berlin

Dako, Glostrup, Danemark
Sigma, St.Louis, USA
Merck, Darmstadt

Gibco Invitrogen, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Minchen
Gibco Invitrogen, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Mlinchen
Sigma, St.Louis, USA

ACD-Puffer: 12,5 g Natriumcitrat
6,82 g Zitronensaure
10 g Glukose
Aqua dest. ad 500 ml und mit NaOH auf pH 4,6 einstellen

445ml Ham's F-12
50 ml Fetales Kalberserum (10%)

5 ml Penicillin-Streptomycin (1 %)

CHO-Zell-Medium:

ELISA-Puffer-Lésung: 15 mM Dinatriumcarbonat (Soda)

35 mM Natriumhydrogencarbonat
auf pH 9,6 einstellen

Monozyten-Medium: 450 ml VLE RPMI 1640

50 ml Fetales Kélberserum (10%)
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Nicht-reduzierender Probenpuffer (5x): 2,08 ml 1M Tris pH 6,8
3,33 ml 20% SDS
3,33 ml Glycin
1,67 ml Aqua dest.
Bromphenolblau

Schaumzellmedium: 380 ml VLE RPMI 1640
100 ml humanes Serum (20%)
5 ml nicht essentielle AS (1%)
5 ml Sodiumpyruvat (1%)
5 ml L-Glutamin (1%)
5 ml Penicillin-Streptomycin (1%)

SDS-Kammer-Laufpuffer (10x): 144 g Glycin (192 mM)
30 g Tris (25 mM)
10 g SDS ultra pure
Aqua dest. ad 1000 ml und auf 65°C erhitzen

SPR-Bindungspuffer: 10 mM MOPS
0,3 mM EDTA
1,43 mM B-Mercaptoethanol
0,001% (v/v) Nonidet P-40 (Igepal CA-630)

Tyrodes-Puffer (10x): 80 g Natriumchlorid
10,15 g Natriumhydrogencarbonat
1,95 g Kaliumchlorid
Aqua dest. ad 1000 ml

Tyrodes-Gebrauchslésung: 20 ml Tyrodes-Puffer (10x)
0,2 g BSA
0,2 g Glukose
Aqua dest. ad 200 ml
mit HEPES auf pH 7,4 einstellen, 50 ml
abnehmen, den Rest mit HCI auf pH 6,5

25



MATERIAL UND METHODEN

2.1.5 Rekombinante Proteine

Cyclophilin A, human

Fc

Fc, Digoxigenin-gefarbt
GPVI-Fc

GPVI-Fc, Digoxigenin-gefarbt
EMMPRIN-Fc

2.1.6 Antikorper

Blockierende Antikdrper:
Anti-human CD41
Anti-human CD49d
Anti-human CD62P
Anti-human CD147
Anti-human GPVI

IgG; Isotypkontrolle

Priméarantikorper:

Klon:
P2
HP2/1
G1/G1-4
UM-8D6
5C4-Fab
15H6

Klon:

Anti-human CD62P-FITC (Maus) AK-4

Anti-human CD147-FITC (Maus)
Anti-human GPVI (Maus)
Anti-human SDF-1

Anti-mouse CyPA (Kaninchen)
Anti-mouse CD147 (Ratte)
I9gG;-FITC (Maus)

Sekundarantikorper:

HIM6
4C9
79014

MOPC-21

Anti-IgG;[Kaninchen], biotinylisiert (Esel)

Anti-lgG;[Ratte], biotinylisiert (Kaninchen)
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R&D Systems, Minneapolis, USA
Procorde GmbH, Martinsried
Procorde GmbH, Martinsried
Procorde GmbH, Martinsried
Procorde GmbH, Martinsried

Procorde GmbH, Martinsried

Immunotech, Marseille, France
Immunotech, Marseille, France
Ancell, Bayport, USA

Ancell, Bayport, USA
Procorde GmbH, Martinsried

Biozol Diagnostica, Eching

Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
ProcordeGmbH, Martinsried
R&D Systems, Minneapolis, USA
Abcam, Cambridge, UK

Abcam, Cambridge, UK

Becton Dickinson, Heidelberg

Amersham/GE, Freiburg

Dako, Glostrup, Danemark



MATERIAL UND METHODEN

2.1.7 Zelllinien

CHO-F-Zellen ProcordeGmbH, Martinsried
CHO-GPVI-Zellen Procorde GmbH, Martinsried
CHO-EMMPRIN-Zellen Procorde GmbH, Martinsried
Humane Monozyten Gesunde humane Spender
Humane Thrombozyten Gesunde humane Spender

2.2 Methoden

2.2.1 Thrombozytenisolation

Entsprechend der bendétigten Menge an Thrombozyten wurde zunéchst in
vorher jeweils mit 4 ml ACD-Puffer befillte 20 ml-Spritzen Blut abgenommen
und dieses anschliel3end zu je 10 ml in 15 mi-Falcons uberfihrt. Es folgte der
erste Zentrifugationsschritt (210 g, 20 min, RT, ohne Bremse). Das gewonnene
plattchenreiche Plasma (PRP) wurde mit einer Transferpipette an der Ober-
flache abgenommen, zu maximal 10 ml pro Falcon in 50 ml-Falcons pipettiert
und mit Tyrodes-Gebrauchslésung mit pH 6,5 auf ein Gesamtvolumen von35 ml
aufgefullt.

Nach einer weiteren Zentrifugation (840 g, 10 min, RT, Bremse) konnte der
Uberstand dekantiert werden. Das verbliebene Thrombozytenpellet wurde mit
500 ul Tyrodes pH 6,5 resuspendiert, weitere 500 pl Tyrodes pH 7,4
hinzugeben und beides vermischt. Nach der Bestimmung der Zellzahl wurde
durch Zugabe der entsprechenden Menge an Tyrodes pH 7,4 die
Thrombozytenkonzentration im hergestellten Isolat auf eine Konzentration von
2x10%ml eingestellt. Vor der experimentellen Verarbeitung des Thrombozyten-

isolates wurden noch jeweils 1 mmol/l CaCl, und MgCl, zugegeben.
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2.2.2 Monozytenisolation

Die Isolation humaner Monozyten aus Vollblut erfolgte durch Zentrifugation tUber
einem sogenannten Ficollgradienten mit anschlieRender Selektion durch
Zelladhasion. Hierzu wurde zunéchst eine genaue Menge Blut in CPDA-
Monovetten zu je 8,5 ml abgenommen. Nachdem in 50 ml-Falconréhrchen
jeweils 25 ml Ficoll-Trennlésung vorgelegt worden war, wurde diese mit
derselben Menge CPDA-Blut vorsichtig Uberschichtet ohne dass sich die beiden
Phasen miteinander vermischten.

Es folgte eine 17-minitige Zentrifugation (920 g, RT, ohne Bremse). Der
entstandene milchig trube Intermediarring enthielt vor allem monozytare Zellen
und Lymphozyten.

Dieser Intermediarring wurde mit einer sterilen Transferpipette abgenommen,in
ein neues 50 ml-Falconrohrchen uberfihrt und durch Auffillen desselben mit
PBS, sowie anschlieender Zentrifugation (535 g, 10 min, RT, Bremse)
“‘gewaschen®. Derselbe Vorgang wurde in der Folge noch ein weiteres Mal
wiederholt.

Um vitale Monozyten zu selektieren, wurde deren Eigenschaft ausgenutzt, im
Gegensatz zu Lymphozyten unter Ausbildung von Pseudopodien an
Plastikoberflachen zu adhérieren. Dazu wurde das gewonnene Zellpellet
mononukledrer Zellen in 20 ml Monozytenmedium aufgenommen und
gleichmafig auf die Kammern einer 6-Loch-Gewebekulturplatte verteilt. Nach
einer 12-stundigen Inkubation bei 37°C erfolgte eine mikroskopische Kontrolle.
Anschlieend wurde das Medium mitsamt den in Suspension verbleibenden
Lymphozyten abgenommen, sowie weitere nicht adharente Lymphozyten durch
vorsichtiges Spulen mit PBS unter wiederholter mikroskopischer Kontrolle
entfernt. Die adhérenten Monozyten wurden mit Trypsin-EDTA abgelost und
nach Zugabe von PBS durch Resuspendieren moglichst schonend vom Boden
gelost. Ein vollstandiges Ablosen der Monozyten wurde im Anschluss
mikroskopisch sichergestelit.

Nach einem weiteren Waschschritt mit PBS, konnten die Monozyten gezahlt

und in gewunschter Konzentration in Monozytenmedium aufgenommen werden.
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2.2.3 CHO-Zellkultivierung

Die den Beschreibungen in Vorarbeiten entsprechend mit Glykoprotein VI oder
EMMPRIN transfizierten bzw. nicht tranfizierten CHO-Zellen®* wurden mit
CHO-Zell-Medium zu einem Gesamtvolumen von 25 ml in eine Zellkulturflasche
gegeben und im Brutschrank bei 37°C inkubiert. Ab der zweiten Passage wurde
der Zellkultur 500 pg/ml Hygromycin zugegeben. Das Wachstum der ange-
legten Kultur wurde einmal taglich mikroskopisch beurteilt. Waren die CHO-
Zellen “konfluent”, konnten sie abgeldst und experimentell verwendet werden.
Zunachst wurde hierzu der Uberstand aus der Zellkulturflasche vollstandig
abgezogen und mit 10 ml PBS gewaschen. Anschlielend wurden 2 ml Trypsin-
EDTA Uber die anheftenden Zellen gegeben und fur 1-2 min inkubiert.
Nachdem die Zellkulturflasche danach kraftig beklopft worden war, wurde die
erfolgreiche Ablosung der CHO-Zellen vom Flaschenboden mikroskopisch
kontrolliert. Mit 5 ml Medium wurde das trypsinhaltige Zelllysat abgespdult und
der Flascheninhalt in ein 50 ml-Falcon Uberfihrt. AnschlieBend wurden die
Zellkulturflasche mit 5 ml PBS ausgesplult, dieses abgenommen und ebenfalls
in den 50 ml-Falcon gegeben. Das Falcon wurde mit 300 g fir 5 min bei RT mit
Bremse zentrifugiert und nach Abnahme des Uberstandes das Zellpellet aus
CHO-Zellen in 1 ml Medium aufgenommen. Die Zellzahl wurde dann nach

Trypan-Blau-Farbung mit der Neubauer-Zahlkammer bestimmt.

2.2.4 Flusskammer

Mit der Flusskammer lassen sich im arteriellen Endstromgebiet auftretende
stromungsbedingte Scherkréfte in vitro simulieren und auf diese Weise unter
dynamischen Bedingungen ablaufende zellulare Interaktionen in einem
realitdtsnahen Modell untersuchen. Der Flusskammerversuchsaufbau ist nach
oben von einer Plexiglasscheibe und nach unten von einem austauschbaren
Glasdeckplattchen begrenzt, das zur Untersuchung von Zell-Matrix-
Interaktionen unterschiedlich beschichtet werden kann. Aber auch Zellen wie
Thrombozyten kdnnen auf den Glasdeckplattchen kultiviert und so Zell-Zell-

Interaktionen untersucht werden.
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Mittels Perfusor kann die Kammer gleichméafig mit in Medium gelosten Zellen
perfundiert werden. Um Bedingungen wie in einem arteriellen Endstromgebiet
zu schaffen, wurde bei 37°C und einem pH von 7,4 die Flussgeschwindigkeit
des Perfusors so gewahlt, dass die Scherrate bei allen Versuchen der
Scherrate bei arteriellem Fluss (20007°) entsprach. Die ablaufenden zellularen
Interaktionen wurden mit einem Phasenkontrastmikroskop (Axiovert 200)
vergroRert und nach Aufzeichnung mittels digitaler Videokamera in einem

definierten Sichtfeld ausgewertet.

Videomikroskop ) Perfusorzuleitung
Datenibertragung auf CD
vl h
/o
Z <«
/ / X
7 7 N
Sichtfenster beschichtetes Silikondichtungsring
B Glasdeckplattchen

Abbildung 8 Versuchsaufbau einer dynamischen Flusskammeruntersuchung:
Mittels Perfusor werden die zu untersuchenden Zellen in der entsprechenden
Konzentration mit einer Flussgeschwindigkeit entsprechend der arteriellen
Abscherungsrate Uber beschichtete Glasdeckplattchen perfundiert. Das
Verhalten von Zellen unter Fluss wird mit einem Videomikroskop aufgezeichnet.
A Fotografie (Stolla 2008). B Schema (Modifiziert nach Oligene, Berlin 2006).
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2.2.4.1 Beschichtung der Deckglaser

Die Deckglaser wurden zunachst zu je einem Glas pro Loch (engl. well) auf
6-Loch-Platten verteilt, die Locher mit Alkohol gefillt und fir eine Stunde stehen
gelassen. Danach wurden die Deckglaschen Uber offener Flamme getrocknet.
Im Anschluss wurden die Deckglaser dann in PBS-gefiillte Locher einer 6-Loch-
Platte eingelegt, denen je nach gewlnschter Beschichtung 5 pg/ml Fc-
Fragment humanen Immunglobulins G oder 25 pg/ml GPVI- bzw. EMMPRIN-Fc
zugegeben worden waren. Nach einstindiger Inkubation wurden die

Deckglaschen dann an der Luft getrocknet.

2.2.4.2  Vorinkubation mit blockierenden Antikdrpern

Um Wechselwirkungen, die mdglicherweise von bestimmten thrombozytar
exprimierten Proteinen vermittelt werden, mdglichst spezifisch inhibieren zu
kénnen, wurden die entsprechenden Thrombozyten vor Versuchsbeginn fur 30
Minuten mit dem entsprechenden blockierenden Antikdrper vorinkubiert. Es
handelte sich dabei um die blockierenden Antikdrper fir 62P-Selektin,
Glykoprotein llbllla, Glykoprotein VI, EMMPRIN oder den irrelevanten
Kontrollantikdrper fur a4-Integrin. Die Antikdrper wurden jeweils in einer

Konzentration von 5 pg/ml zugegeben.

2.2.5 Aggregometrie

Die Aggregometrie ist ein photometrisches Messverfahren, bei dem mit Hilfe
eines Schreibers der Grad der Thrombozytenaggregation als Anderung der
optischen Dichte in einem zu bestimmenden Thrombozytenmedium in Form
einer Kurve aufgezeichnet wird. Dabei ist entscheidend, dass die optische
Dichte einer Partikelsuspension nicht von der Grol3e, sondern von der Zahl der
Partikel abhangig ist. Je starker die Thrombozyten in dem plattchenreichen
Plasmamedium aggregieren, desto mehr erhoht sich dessen Lichtdurch-
lassigkeit. Dies wiederum hat einen Anstieg der Messkurvenamplitude zur
Folge. Ebenfalls im Strahlengang des Photometers befindet sich eine

Referenzklvette mit plattchenarmem Plasma, welche den 100%-Wert der
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Lichttransmission widergibt. Das PRP dagegen bezeichnet vor Zugabe des
Agonisten bzw. des zu untersuchenden Agens den Nullwert der
Lichttransmission. Fir je drei aggregometrische Messansatze werden ungefahr
10 ml Citratblut ben6étigt, was einer gefillten Monovette entspricht.

Nach Blutabnahme wurden die Citratblutmonovetten 10 min bei
Raumtemperatur mit 210 g ohne Bremsezentrifugiert. Nach Zentrifugation
wurde das plattchenreiche Plasma abgehoben und die Thrombozyten-
konzentration bestimmt. Anschlielend wurde der Blutkuchen einschlieflich
eines belassenen Uberstandes von ungefahr 200 ul erneut zentrifugiert, 10 min
bei Raumtemperatur mit 2560 g und Bremse. 500 pul des im zweiten
Zentrifugationsschritt gewonnenen PPP wurde in die Referenzkiivette gegeben.
Das verbliebene PPP wurde zur Verdinnung des PRP auf eine Konzentration
von 200.000 Thrombozyten/pl verwendet. Unter konstanter RuUhrung mit
1000 rpm durch einen der Messkuvette beigefigten Ruhrfisch wurde nach zwei
Minuten der Plattchenagonist bzw. das zu untersuchende Agens dem PRP
zugegeben und der Kurvenverlauf der nachsten funf Minuten aufgezeichnet.
Bewirkt die zugegebene Substanz eine Aggregation der Thrombozyten, so lasst
sich dies anhand der ansteigenden Aggregationskurve infolge der
abnehmenden Lichttransmission des PRP feststellen. Die ansteigende
Aggregationskurve kann als Ausdruck der primaren, noch reversiblen
Aggregation im weiteren Verlauf entweder wieder zurtickgehen (Deaggregation)

oder bei sekundarer irreversibler Aggregation ein Plateau erreichen.

2.2.6 ELISA: GPVI-EMMPRIN-Bindungsversuch

Zunachst wurden die ELISA 96-Loch-Platten jeweils mit 250 nM Fc-EMMPRIN
oder Fc-Kontrollprotein in Puffer zu je 100 ul/Loch beschichtet und Uber Nacht
bei 4°C stehen gelassen. Nachdem die Lécher danach mit 300 ul/Loch PBS
gewaschen worden waren, wurden sie bei erneut 4°C tber Nacht mit 300 pl
Roti-Block pro Loch blockiert. Am nachsten Tag wurden die Lécher einmal mit
300 ul/Loch PBS gewaschen und verschiedene Konzentrationen von

Digoxigenin-gefarbtem Fc-GPVI oder Fc-Kontroll-Protein zugegeben.
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Nach einstindiger Inkubation wurden die Locher mit jeweils 300 ul PBS finfmal
ausgewaschen, je 100 pl Anti-Dig-POD (poly) Fab zugegeben und fiir eine
weitere Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss wusch man die
Locher erneut finfmal mit je 300 yl PBS aus und gab in jedes Loch 100 ul
geldstes BM Blue POD Substrat. Nach funfmindtiger Inkubation wurden jedem
Loch 100 yl 1 M H,SO, zugegeben. Die nun folgende Absorptionsmessung
wurde bei einer Wellenldnge von 450 nm gegenuber einer Referenzwellenléange

von 690 nm durchgefihrt.

2.2.7 Oberflachenplasmonenresonanzspektroskopie (SPR)

Die SPR (surface plasmon resonance)-Spektroskopie ist eine Technik zur
zeitaufgeldsten Messung von Wechselwirkungen zwischen Makromolektlen mit
der Moglichkeit zur Bestimmung von Bindungsaffinitaten zwischen Ligand und
Rezeptor. Dabei bietet die SPR-Spektroskopie zwei besondere methodische
Vorteile: Zum einen ist keinerlei, die Molekileigenschaften mdglicherweise
verandernde Markierung (Labeling) der Bindungspartner notwendig. Zum
anderen konnen, obwohl ein Bindungspartner auf der Oberflache immobilisiert
werden muss, in wassrigen Systemen Bindungsereignisse unter nahezu
physiologischen Bedingungen detektiert werden.

In diesem Fall sollte das Bindungsverhalten zwischen EMMPRIN und GPVI
untersucht werden.

Fir die Messung war es notwendig, einen Bindungspartner (hier GPVI) auf der
Oberflache eines Sensorchips zu immobilisieren. Die Immobilisation von GPVI
erfolgte auf einem 80 nm dicken carboxylierten Hydrogelchip von mittlerer
Dichte (Biosensorchip SD C 80 m).Die kovalente Bindung zwischen den
Carboxyl-Gruppen der Chipoberflache und den Amin-Gruppen des Proteins
GPVI wurde durch ein Amin-Bindungs-Kit (EDC/NHS) gewaéhrleistet. Um die
Dissoziationskonstante Ky festlegen zu konnen wurden verschiedene
Konzentrationen in Bindungspuffer geldsten EMMPRINS, eingestellt auf einen
pH von 7,0, bei einer Temperatur von 20°C dem Zelldetektor zugefihrt.
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Die Interaktionen zwischen den untersuchten Proteinen wurden in der Folge fur
400 s in einem optischen Zwei-Kanal-Messungssystem (lbis) analysiert.

Nach Abschluss jedes Bindungsversuches wurde die Sensoroberflache durch
Inkubation mit 1 M NaCl von verbliebenen Liganden befreit und wieder in ihren
Ausgangszustand Uberfihrt (Regeneration).

Die Daten wurden mit einer Kinetik-Berechnungssoftware ausgewertet und die
kinetischen Parameter der entsprechenden Assoziationsphase mittels nicht-
linearer Regressionsanalyse aus den jeweiligen Werten ermittelt.

Alle Messungen wurden am Institut fur klinische Pharmakologie der Universitat

Ulm unter der Leitung von Herrn Professor Simmet durchgefuhrt.

2.2.8 Durchflusszytometrie (FACS)

Die FACS-Analyse (fluorescence-activated cell sorting) ist ein Verfahren, das
eine schnelle, sowie objektive Charakterisierung und Z&ahlung von Zellen
unterschiedlichen Typs ermdglicht. Passieren die Zellen den Laserstrahl des
Gerates, so emittiert jede Zelle ein Streulicht, das durch Zellgréf3e, Struktur und
Oberflacheneigenschaften der Zellmembran sowie intrazellulare Bestandteile
beeinflusst wird.

So erlaubt das Vorwartsstreulicht (Forward Scatter, FSC) eine Aussage Uber
die relative ZellgroRe, das Seitwartsstreulicht (Side Scatter, SSC)
charakterisiert die Granularitat (Grof3e und Struktur der Zellorganellen) oder die
Oberflachenbeschaffenheit der Zellen. Durch Anfarbung der zu analysierenden
Zellen mit fluoreszierenden Antikérpern lassen sich einzelne Antigene, sowie
Oberflachenstrukturen spezifisch nachweisen und quantifizieren. Entsprechend
fluoreszierende Farbstoffe sind beispielsweise Fluorescein-Isothiocyanat (FITC)
und Phycoerythrin (PE). Diese werden vom monochromatischen Licht des
Lasers angeregt und in deren spezifischer Wellenlange emittiert. Die
Fluoreszenz nimmt proportional zur Anzahl der von einer Zelle entsprechend
ihrer Oberflachenantigene spezifisch gebundener farbstoffkonjugierter Anti-

korper zu.
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2.2.8.1 Durchflusszytometrische Analyse (FACS) der CHO-Zellen

Nachdem die ,abtrypsinierten” Zellen in der Neubauer Zahlkammer gezahlt und
danach mit 300 g fiar 5 min bei Raumtemperatur (RT) mit Bremse
abzentrifugiert worden waren, wurden sie mit PBS in einer Konzentration von
1x10° CHO-Zellen/100 pl aufgenommen. AnschlieBend wurden die CHO-Zellen,
entsprechend CHO-GPVI oder CHO-EMMPRIN und jeweils die nicht
transfizierten CHO-Zellen CHO-F zu je 100 pl in die FACS-R6hrchen gegeben
und je 10 ul des entsprechenden FACS-Antikorpers bzw. der Isotypkontrolle
IgG1 hinzugegeben.

Nach 15-mindtiger Inkubation, abgedunkelt bei RT, wurde jedem FACS-
Roéhrchen 1 ml PBS zugegeben und nach kurzem Vortexen fir 5 min mit 300 g
bei RT zentrifugiert. Nach Abkippen des Uberstandes und dem Auffillen des
Pellets mit 300 pl PFA, konnten die CHO-Zellen durchflusszytometrisch auf ihre
erfolgreiche Transfektion mit GPVI bzw. EMMPRIN bzw. auf die Expression des

entsprechenden Proteins Uberprift werden.

2.2.8.2 Durchflusszytometrische Analyse (FACS) der Thrombozyten

Nach einer moglichst schonenden Thrombozytenisolation gemaf Beschreibung
(siehe 2.2.1) wurden jeweils 1x10° in Tyrodes pH 7,4 geléste Thrombozyten auf
die FACS-Rd6hrchen verteilt. AnschlielBend wurden die Thrombozyten entweder
zunachst noch fur 30 min mit einem blockierenden Antikérper inkubiert oder
direkt das Stimulanz bzw. die entsprechende Negativkontrolle zugegeben und
das FACS-Rdhrchen, nachdem mit PBS auf ein Gesamtvolumen von 100 pl je
Rohrchen aufgefillt, fur ebenfalls 30 min inkubiert. Danach wurde jedem
Rohrchen jeweils 1 ml PBS zugegeben und mit 300 g bei RT 5 min zentrifugiert.
Nach Abkippen des Uberstandes wurden die Proben in einem verbleibenden
Volumen von je 100 ul mit 20 pl des entsprechenden fluoreszenzkonjugierten
Antikorpers bzw. der aquivalenten Menge der entsprechenden Isotypkontrolle
30 min inkubiert. Im Anschluss an die Inkubation wurden jeweils 300 pl PFA
zugegeben und die Proben am FACSCalibur durchflusszytometrisch gemessen.
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2.2.9 Schaumzellkultivierung

Zunachst waren Monozyten wie beschrieben zu isolieren (siehe 2.2.2).
Allerdings war es nicht notwendig, diese in adharenter Form nach nachtlicher
Inkubation von den 6-Loch-Platten zu I6sen. Vielmehr konnte nach Abnehmen
des Mediums und zweimaligem Waschen mit PBS direkt speziell hergestelltes
Schaumzellmedium (siehe 2.1.4) hinzu gegeben werden.

Nach einwoéchiger Inkubation in Schaumzellmedium hatten sich die Monozyten
zu Makrophagen differenziert, was mikroskopisch Uberprift wurde. Danach
erfolgte ein Mediumwechsel und dem neu zugegebenen Schaumzellmedium
wurden 80 pg/ml acetyliertes LDL zugegeben. Nach weiteren drei Tagen
erfolgte eine mikroskopische Kontrolle der erfolgreichen monozytéaren

Differenzierung zu Schaumzellen.

Abbildung 9 Aus Monozyten kultivierte Schaumzellen: Makrophagen mono-
zytaren Ursprungs konnen sich durch Aufnahme von acetyliertem LDL
innerhalb weniger Tage zu Schaumzellen differenzieren. Dargestellt ist ein
reprasentatives lichtmikroskopisches Bild ausdifferenzierter Schaumzellen bei
20-facher Vergrol3erung.

36



MATERIAL UND METHODEN

2.2.10 Zymographie

Bei einer SDS-Page-Gelatinzymographie werden die zugegebenen zu
charakterisierenden Proteine zunachst denaturiert und elektrophoretisch
aufgetrennt. Die auf das Gel aufgetragenen Gelatine abbauenden Enzyme
(Gelatinasen) wandern entlang eines angelegten elektrischen Gradienten in
Abhangigkeit ihres Molekulargewichtes (MMP-2 ~72 kDa, MMP-9 ~92 kDa), um
nach ihrer Renaturierung das dem Gel zugesetzte Substrat Gelatine in ihrer
Umgebung wahrend der folgenden 12-stindigen Inkubation bei 37°C
abzubauen. Aus dem Umfang des abgebauten Substrats ist eine quantitative
Aussage zur Enzymaktivitat ableitbar. Zur Negativ-Darstellung kommen
abgebaute Gelareale nach Farbung mit Coomassie-Blau.

Zunachst wurden je 10 ul der gewonnenen Zellkulturiberstande im Verhaltnis
1:1 mit denaturierendem (nicht-reduzierendem) Probenpuffer inkubiert, wéhrend
die Novex-Mini-Zellkammer mit 10%igen Gelatingelen bestiickt und mit auf 4°C
gekuhltem SDS-Laufpuffer aufgefillt wurde. Nach zehnminutiger Inkubation bei
Raumtemperatur waren die in den Uberstanden enthaltenen Proteasen
reversibel inaktiviert und die Proben konnten, genauso wie das als Marker
dienende See Blue Plus 2 in die Geltaschen pipettiert werden. Die Kammer
wurde anschlieBend verschlossen und bei 4°C eine Spannung von 80 Volt
angelegt. Zeigten 64er und 98er Bande beim Marker eine gute Auftrennung
(ca. 2 cm), wurden die Gele aus den Kammern genommen und nach
zweimaligem Waschen in Aqua dest. fur 30 min auf dem Schittler bei
Raumtemperatur in Renaturierungspuffer inkubiert. Darunter wurden die
Proteasen wieder in ihre urspriinglich enzymatisch aktive Form Uberfihrt. Der
Renaturierungspuffer wurde abgegossen und Entwicklungspuffer zugegeben, in
welchem die Gele Uber Nacht unter permanentem Schwenken bei 37°C
inkubierten.

Am Folgetag wurden die Gele nach Abgiel3en des Entwicklungspuffers zweimal
in Aqua dest. gewaschen, in verdinnter Coomassie-Blau-L6sung gefarbt und
anschlieBend erneut in Aqua dest. gewaschen. Nun konnten die Gele zwischen
zwei Cellophanfolien unter Zugabe von ,Drying Solution® getrocknet und

anschlieRend ausgewertet werden.
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2.2.11 Immunhistologie

Nach Entparaffinisierung der aus einer Mauseaorta gewonnen Gefaflischnitte
wurden diese in PBS gewaschen und dreimal funf Minuten in Citratpuffer
gekocht. Nach einem weiteren Waschschritt mit PBS wurden die Schnitte 15
min in 3%igem Wasserstoffperoxid inkubiert, bevor diese drei mal zwei Minuten
in 0,05%igem Tween-PBS (Tween 20) und anschlieBend in 15%iges
Kaninchenserum (bei Markierung von EMMPRIN) bzw. 15%iges Eselserum

(bei Markierung von Cyclophilin A) eingelegt wurden.

Nach Abkippen des Uberstandes wurden die GefaRRschnitte mit den
entsprechenden Antikorpern gegen CD147 (1 mg/ml; 1:30 in 1% BSA) oder
Cyclophilin A (0,5 mg/ml; 1:100 in 1% BSA) bzw. der IgG;-Kontrolle oder PBS
eine Stunde bei RT inkubiert. Im Anschluss wurden die Schnitte zunachst fur
funf mal finf Minuten mit 0,05%igemTween-PBS und anschlieRend fir weitere
30 min mit dem entsprechenden biotinylisierten Zweitantikbrper inkubiert.
Nachdem die Schnitte erneut funf mal finf Minuten in 0,05%iges Tween-PBS
eingelegt worden waren, wurde fir 30 min der StreptABComplex/HRP
zugegeben. Vor und nach dem folgenden funf bis zehn miniutigen Bad in DAB-
Losung wurden die Gefal3schnitte wieder funfmal funf Minuten mit 0,05%igem
Tween-PBS inkubiert. Es folgte ein zweiminitiges Gegenfarben mit

Hamalaunldsung, sowie das ,Blauen® in lauwarmem Leitungswasser fir 15 min.

2.2.12 Statistische Analyse

Die gewonnen Daten wurden mittels Student t-Test oder Varianzanalyse auf
ihre statistische Aussagekraft hin untersucht. Angegeben sind die Mittelwerte

mit Standardabweichung. P<0,05 wurde als statistisch signifikant betrachtet.
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3 ERGEBNISSE

3.1 EMMPRIN vermittelt Rolling stimulierter Thrombozyten

Frisch isolierte Thrombozyten wurden auf eine ,physiologische” Konzentration
von 2x10%ml eingestellt und nach einstiindiger Vorinkubation mit 10 pM ADP
unter arteriellen Flussverhaltnissen (Abscherungsrate von 2000°) durch die
Flusskammer perfundiert. Die Deckglasplattchen wurden dabei zuvor entweder
mit EMMPRIN-Fc oder nur mit dem Fc-Fragment beschichtet. Die Auszahlung
erfolgte nach funf Minuten fur 30 Sekunden in drei reprasentativen
Sichtfeldausschnitten.

Es zeigte sich eine signifikante Aufregulation des thrombozytaren ,Rollings®,
d.h. des losen Kontaktes von Thrombozyten mit der Oberflache mit
konsekutiver Verlangsamung der thrombozytaren Flussgeschwindigkeit, bei
Perfusion uber eine EMMPRIN-Fc-beschichtete Oberflache gegeniiber einer

lediglich mit Fc-Fragment beschichteten Kontrolle (p<0,05).
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Abbildung 10 Stimulierte Thrombozyten zeigen auf EMMPRIN signifikant
gesteigertes Rolling: A Rolling ADP-stimulierter Thrombozyten auf EMMPRIN-
Fc und Fc-Fragment (Flusskammer, n=4, *p<0,05) nach funf Minuten.
B Zeitlicher Verlauf des thrombozytdren Rollings zwischen der zweiten und
siebten Minuten der Perfusion durch die Flusskammer.
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Eine signifikante Steigerung der festen Adhéasion von Thrombozyten auf
immobilisiertem EMMPRIN gegenuber der Kontrollbeschichtung mit Fc-
Fragment konnte hingegen nicht nachgewiesen werden. Vielmehr zeigte sich

auch im Zeitverlauf eine nahezu identische Anzahl adharenter Thrombozyten.
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Abbildung 11 EMMPRIN vermittelt keine signifikant erhdhte thrombozytare
Adharenz: A Auf rekombinantem EMMPRIN fest adharente Thrombozyten
nach fanf Minuten verglichen mit thrombozytarer Adharenz auf der
Kontrollbeschichtung mit Fc-Fragment (Flusskammer, n=4, p=n.s.).
B Zeitlicher Verlauf der thrombozytaren Adhérenz zwischen der zweiten und
siebten Minuten der Perfusion durch die Flusskammer.

3.2 Gesteigertes thrombozytares Rolling auf immobilisiertem EMMPRIN
resultiert aus Interaktionen von EMMPRIN mit thrombozytdrem GPVI
und EMMPRIN

In einer Konzentration von 2x10%/ml wurden frisch isolierte und mit ADP
stimulierte Thrombozyten flur 30 Minuten mit je 20 pg/ml blockierendem
Antikorper vorinkubiert. AnschlieRend wurden die entsprechend vorbehandelten
Thrombozyten mit einer Abscherungsrate von 2000 in der Flusskammer Uber
mit rekombinantem EMMPRIN oder dem Kontroll-Fc-Fragment beschichteten
Untergrund perfundiert. Nach funfminttiger Perfusion folgte unter Fluss fur 30

Sekunden eine Auszahlung rollender Thrombozyten in drei reprasentativen

40



ERGEBNISSE

Sichtfeldausschnitten. Es wurden verschiedene Adhé&sionsrezeptoren
untersucht, die moéglicherweise fur die Vermittlung des thrombozytaren Rollings
auf EMMPRIN verantwortlich sein konnten. Tatsachlich lie3 sich das auf
immobilisiertem rekombinantem EMMPRIN beobachtete thrombozytare Rolling
durch Vorinkubation mit den blockierenden monoklonalen Antikérpern (Ak) anti-
EMMPRIN und anti-GPVI signifikant reduzieren. Dagegen zeigte eine
Vorbehandlung mit anderen blockierenden Antikorpern wie beispielsweise anti-

P-Selektin, anti-a4-Integrin oder anti-GPlIbllla keinen Effekt.
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Abbildung 11 Eine Antikdrper-vermittelte Blockade von thrombozytdrem GPVI
und EMMPRIN hemmt das Thrombozytenrolling auf EMMPRIN: Rolling ADP-
stimulierter Thrombozyten auf rekombinantem EMMPRIN nach 30-minutiger
Vorinkubation mit blockierenden monoklonalen Ak (Flusskammer, n=4,*p<0,05).
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3.3 EMMPRIN-EMMPRIN- und EMMPRIN-GPVI-Interaktionen vermitteln
zellulares Rolling

Thrombozyten exprimieren eine Vielzahl verschiedener Adhésions- und
Signalrezeptoren. Um auszuschlieBen, dass die beobachteten Rolling-
vermittelnden Interaktionen zwischen EMMPRIN und GPVI, sowie zwischen
EMMPRIN und EMMPRIN nicht zusatzlich von Wechselwirkungen mit weiteren
Rezeptoren beeinflusst werden, wurden CHO-Zellen stabil mit GPVI- bzw.
EMMPRIN-exprimierenden Plasmiden transfiziert.

Nachdem eine erfolgreiche Transfektion jeweils nochmals durchfluss-
zytometrisch Uberprift worden war, wurden die entsprechend GPVI- oder
EMMPRIN-exprimierenden CHO-Zellen in einer Konzentration von 1x10°
Zellen/ml und einer Abscherungsrate von 2000°in der Flusskammer U(ber
rekombinantes EMMPRIN, GPVI oder lediglich das Fc-Fragment (Kontrolle)
perfundiert. Die Auszahlung erfolgte nach funf Minuten fur je eine Minute, wobei
jeweils das komplette Sichtfeld ausgewertet wurde.

EMMPRIN-exprimierende CHO-Zellen zeigten sowohl auf rekombinantem
EMMPRIN, als auch auf GPVI-beschichtetem Untergrund signifikant erhdhte
Rolling-Eigenschaften gegentber einer Beschichtung mit Kontroll-Fc. Nicht
transfizierte CHO-Zellen zeigten diesen Effekt nicht.

GPVI-exprimierende CHO-Zellen wiesen auf rekombinantem EMMPRIN
gegenuber rekombinantem Fc-Fragment ebenfalls ein gesteigertes Rolling auf,

was bei nicht transfizierten CHO-Zellen nicht zu beobachten war.
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Abbildung 12 EMMPRIN-transfizierte CHO-Zellen zeigen signifikant erhdhtes
Rolling auf rekombinantem Glykoprotein VI oder rekombinantem EMMPRIN:
A Rolling EMMPRIN- oder nicht transfizierter CHO-Zellen auf rekombinantem
GPVI oder EMMPRIN gegentber Kontroll-Fc (Flusskammer, n=4, *p<0,05).
B Respréasentatives Histogramm der durchflusszytometrischen Prifung einer
erfolgreichen Transfektion der CHO-Zellen mit EMMPRIN.
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Abbildung 13 Glykoprotein VI-exprimierende CHO-Zellen zeigen signifikant
erhohtes Rolling auf rekombinantem EMMPRIN: A Rolling GPVI- oder nicht
transfizierter CHO-Zellen auf rekombinantem EMMPRIN gegenuber Kontroll-Fc
(Flusskammer, n=4, *p<0,05). B Resprasentatives Histogramm der durchfluss-
zytometrischen Prifung einer erfolgreichen Transfektion der CHO-Zellen mit
Glykoprotein VI.
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3.4 Rekombinantes Glykoprotein VI bindet spezifisch an immobilisiertes
EMMPRIN

Mit Hilfe eines wie im Abschnitt ,Material und Methoden“ beschrieben
hergestellten modifizierten ELISAs sollte nachgewiesen werden, dass den
beobachteten Wechselwirkungen zwischen EMMPRIN und Glykoprotein VI eine
direkte Interaktion zugrunde liegt. Hierzu wurde das Bindungsverhalten von
geléstem rekombinantem Digoxigenin-gefarbtem GPVI-Fc an immobilisiertes
EMMPRIN-Fc untersucht.

Dabei zeigte sich eine konzentrationsabhéngige spezifische Bindung von GPVI
an EMMPRIN bis zu einer Konzentration von 170 nM, was sehr dafir spricht,
dass dem beschriebenen Mechanismus der Aufregulation thrombozytéaren
Rollings eine direkte Interaktion zwischen GPVI und EMMPRIN zugrunde liegen

konnte.
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Abbildung 14 Rekombinantes GPVI-Fc bindet spezifisch an immobilisertes
EMMPRIN-Fc: Die ELISA-Platte wurden mit 250 nM EMMPRIN-Fc oder Fc-
Kontrollprotein beschichtet. Nach Waschen und Blockieren der Platte wurden
verschiedene Konzentrationen von Digoxigenin-gefarbtem GPVI-Fc oder
Kontroll-Fc zugegeben. Die Absorptionsmessung wurde bei einer Wellenlange
von 450 nm durchgefihrt. Die Referenzwellenlange betrug 690 nm.
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3.5 Gelostes EMMPRIN bindet mit hoher Affinitdt an immobilisiertes
Glykoprotein VI

Zur Bestimmung der Bindungsaffinitat zwischen EMMPRIN und GPVI wurde in
Zusammenarbeit mit dem Institut fir klinische Pharmakologie der Universitét
Ulm eine Oberflachenplasmonenresonanz (SPR)-Spektroskopie durchgefthrt.
Daruiber hinaus liel3 sich so die Spezifitat der Bindung unterstreichen, da bei der
SPR-Spektroskopie keine Markierung der Bindungspartner notwendig war, die
deren Molekileigenschaften moglicherweise hatte verandern kénnen.

GPVI wurde auf einem carboxylierten Biosensorchip mittels Amin-Bindungs-Kit
immobilisiert und dem Zelldetektor anschliel3end bei 20°C, sowie pH 7,0 in
Bindungspuffer gelostes EMMPRIN zugefihrt. Die ablaufenden Interaktionen
zwischen EMMPRIN und GPVI wurden fir die folgenden 400 s mit einem
optischen Zwei-Kanal-Messungssystem analysiert.

Die nichtlineare Regression der zugehdrigen Werte ergab dabei eine
Dissoziationskonstante von 88 nM, was eine hohe Bindungsaffinitdt zwischen

den beiden untersuchten Proteinen EMMPRIN und GPVI wiederspiegelt.
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Abbildung 15 Diagramm der Oberflachenplasmonenresonanzanalyse: Es zeigt
die Assoziationsphase (0-400 s) der Interaktion zwischen in Bindungspuffer
gelostem EMMPRIN und an die Sensoroberflache gebundenem GPVI. In
unabhangigen Versuchen wurden die ablaufenden Interaktionen bei sechs
verschiedenen EMMPRIN-Konzentrationen gemessen.
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3.6 Die Aggregation humaner Thrombozyten wird durch rekombinantes
EMMPRIN nicht beeinflusst

Zu aus Citratblut gewonnenem und auf eine Konzentration von 2x10°
Thrombozyten/pl eingestelltem plattchenreichem Plasma (PRP) wurde nach
zweiminutiger photometrischer Aufzeichnung im Aggregometer unter konstanter
Ruhrung mit 1000 rpm die zu untersuchenden Substanzen Fc (5 ug/ml) oder
Fc-EMMPRIN (25 ug/ml) zugegeben und in den darauffolgenden finf Minuten
der Verlauf der Aggregationskurve aufgezeichnet. Als Positivkontrolle diente
ADP (5 pM), als Negativkontrolle PBS. Die photometrische Referenzkuvette war
mit plattchenarmem Plasma (PPP) gefllt.
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Abbildung 16 Rekombinantes EMMPRIN fihrt nicht zu thrombozytérer
Aggregation: Dargestellt sind reprasentative Aggregationskurvendiagramme
nach Zugabe von ADP (5 pyM), woraufhin sich eine deutliche Zunahme der
Thrombozytenaggregation im funfmindtigen Verlauf zeigt (A), sowie nach
Zugabe von Kontroll-Fc (5 pg/ml), Fc-EMMPRIN (25 pg/ml) und PBS, worauf
sich in keinem Fall eine Aggregationszunahme feststellen liel3 (B-D).
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3.7 EMMPRIN und Cyclophilin A werden in atherosklerotischen Plaques
ApoE-defizienter Mause exprimiert

ApoE-defizienten Mausen (C57BL/6J-ApoE™Y™) wurden nach sechzehn-
wochiger cholesterinhaltiger Ernédhrung (0,25%) ebenso wie acht bis zwolf
Wochen alten Mausen des Wildtyps (C57BL/6J) Teile des Aortenbogens
entnommen und immunhistologisch untersucht. Dabei wurden neben einer
Farbung nach van Gieson auch einem Standardprotokoll folgende Farbungen
mit den Antikérpern anti-EMMPRIN und anti-Cyclophilin A, sowie einem
Isotypenkontrollantikdrper angelegt.

Es zeigte sich in den Plaques atherosklerotisch veranderter Aortenbdgen der
ApoE-defizienten Mause eine gleichermal3en starke Expression von EMMPRIN
und Cyclophilin A mit Uberwiegender Lokalisierung im Bereich der fibrésen
Kappe (siehe Abbildung 16). In den nicht atherosklerotisch veranderten
Gefallwanden der Mause des Wildtyps fand sich weder eine signifikante
Expression von EMMPRIN, noch von Cyclophilin A (siehe Abbildung 18).

Dies zeigt, dass sowohl EMMPRIN, als auch Cyclophilin A wesentlich an der
Pathogenese atherosklerotischer Plagues beteiligt sind. Das nahezu identische
Verteilungsmuster von EMMPRIN und Cyclophilin A im Bereich der fibrosen
Kappe der atherosklerotischen Plagues weist auf mogliche Wechselwirkungen
der beiden Proteine hin, die tUber die Freisetzung von Matrix Metalloproteinasen

eine Ruptur der fibrésen Kappe zur Folge haben kdnnten.
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Abbildung 18 Expression von EMMPRIN und CyPA in atherosklerotischen
Plagues ApoE-defizienter Mause. Reprasentative in situ Immunfarbungen von
GefalRabschnitten von Wildtypmausen und atheromatds veranderter Gefallen
ApoE-defizienter Mause, die mit monoklonalem anti-EMMPRIN-, anti-CyPA-
oder Isotyp-Kontroll-Antikérper bzw. nach van Gieson gefarbt wurden. Plaques
ApoE-defizienter Mause zeigten dabei eine hohe Préavalenz an EMMPRIN und
Cyclophilin A. GefaBwande von Mausen des Wildtyps wiesen weder eine
signifikante Expression von EMMPRIN, noch von Cyclophilin A auf.
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3.8 Cyclophilin A und rekombinantes EMMPRIN induzieren uber
Bindung an den monozytaren EMMPRIN-Rezeptor eine Steigerung
der proteolytischen Aktivitdét von Monozyten durch Aufregulation
von MMP-9

Jeweils 50.000 isolierte Monozyten wurden fur 12 Stunden mit 100 nM CyPA
oder 50 pg/ml rekombinantem Fc-EMMPRIN inkubiert. Als Positivkontrolle
dienten 10 pg/ml LPS, als Negativkontrolle 10 ug/ml rekombinanten Fc-
Fragmentes aus humanem IgG.

Dabei wiesen die Zymogramme der nach Ablauf der Inkubationszeit
abgenommenen Uberstande nach Zugabe von CyPA oder Fc-EMMPRIN eine
deutlich hhere MMP-9-Aktivitat auf.

Die stimulierende Wirkung von CyPA liel3 sich durch einstiindige Vorinkubation
mit 20 pg/ml des blockierenden Antikorpers anti-EMMPRIN im Gegensatz zu
20 pg/ml eines Kontroll-Antikorpers 1gG effektiv inhibieren.
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Abbildung 19 EMMPRIN-vermittelte Freisetzung von MMP-9 aus mit
Cyclophilin_A behandelten Monozyten: Humane Monozyten wurden fur 12
Stunden mit 100 nM CyPA, 50 ug/ml rekombinantem Fc-EMMPRIN oder als
Negativkontrolle mit 10 ug/ml rekombinantem Fc-Fragment des humanen IgG
inkubiert. CyPA-behandelte Zellen waren zunachst fir eine Stunde mit Medium,
Kontroll-Ak 1gG oder dem blockierenden anti-EMMPRIN-Ak in jeweils einer
Konzentration von 20 pg/ml vorbehandelt worden. Nach 24-stiindiger Inkubation
wurden die Uberstande entnommen und zymographisch untersucht. Ein
reprasentatives von insgesamt sechs Zymogrammen ist dargestellt.
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3.9 Bindung von Cyclophilin A oder rekombinantem EMMPRIN an den
EMMPRIN-Rezeptor fuhrt zu einer gesteigerten Bildung von MMP-9

in humanen Schaumzellen

Eine 24-stindige Inkubation von jeweils 50.000 aus Monozyten kultivierten
Schaumzellen mit rekombinantem Fc-EMMPRIN (50 pg/ml) oder Cyclophilin A
(100 nM) fuhrte zu einer &hnlich gesteigerten MMP-9-Sekretion im Zelluber-
stand wie nach Zugabe von Lipopolysaccharid (10 pg/ml).

Als Negativkontrolle dienten dabei 10 pg/ml rekombinanten Fc-Fragmentes aus
humanem IgG.

Die von CyPA induzierte Aktivierung der Schaumzellen konnte durch einen
EMMPRIN-blockierenden Antikdrper wirkungsvoll und spezifisch aufgehoben
werden, was zeigt, dass EMMPRIN als vermittelnder Rezeptor an diesem

Aktivierungsvorgang maf3geblich beteiligt ist.

CyPA 100 nM

Abbildung 20 Ldsliches CyPA bzw. Fc-EMMPRIN induziert MMP-9-
Freisetzung aus Schaumzellen: Schaumzellen wurden mit 100 nM CyPA,
50 pg/ml rekombinantem Fc-EMMPRIN oder als Negativkontrolle mit 10 ug/ml
rekombinantem Fc-Fragment des humanen IgG inkubiert.

CyPA-stimulierte Zellen wurden mit Medium, Kontroll-Ak IgG oder dem
blockierenden anti-EMMPRIN-AK jeweils in einer Konzentration von 20 pg/ml
vorbehandelt. Nach 24-stiindiger Inkubation wurden die Uberstande
entnommen und zymographisch untersucht. Ein reprasentatives von insgesamt
drei Zymogrammen ist dargestellt.
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3.10 Cyclophilin A aktiviert humane Thrombozyten und fuhrt zu einer
Aufregulierung von P-Selektin, EMMPRIN und SDF-1

Frisch isolierte humane Thrombozyten wurden in einer Konzentration von
1x10°%100 pl jeweils eine Stunde mit 100 nM CyPA stimuliert. AnschlieRend
wurde durchflusszytometrisch die Expression verschiedener Oberflachen-
proteine in Abh&ngigkeit von einer vorausgegangenen Koinkubation mit CyPA
gegenuber unstimulierten Thrombozyten bestimmt, denen lediglich PBS in
aguivalenter Konzentration zugegeben wurde. Als Positivkontrolle diente eine
einstundige Stimulation mit 10 yM ADP.

Mit einem entsprechenden monoklonalen IgG-Kontrollantikbrper wurde auch die
unspezifische Fluoreszenz bestimmt und in der Auswertung bertcksichtigt.
CyPA-stimulierte Thrombozyten wiesen in bis zu sechs unabhangigen
Versuchen eine signifikante Aufregulierung (p<0,05) der Oberflachen-
expression von P-Selektin (CD62P), EMMPRIN (CD147) und SDF-1 auf.

P-Selektin (CD62P)
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Abbildung 21 Thrombozytare P-Selektin-Oberflachenexpression nach
Stimulation mit 100 nM CyPA im Vergleich zu unstimulierten und ADP-
stimulierten Thrombozyten: A Statistische Auswertung der
Oberflachenexpression (Durchflusszytometrie, n=6, *p<0,05) von P-Selektin
auf unstimulierten, sowie CyPA- und ADP-stimulierten Thrombozyten.
B Reprasentative durchflusszytometrische Histogramme.
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EMMPRIN (CD147)
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Abbildung 22 Thrombozytare EMMPRIN-Oberflachenexpression nach
Stimulation mit 100 nM CyPA im Vergleich zu unstimulierten und ADP-
stimulierten Thrombozyten: A Statistische Auswertung der
Oberflachenexpression (Durchflusszytometrie, n=4, *p<0,05) von EMMPRIN auf
unstimulierten, sowie CyPA- und ADP-stimulierten  Thrombozyten.
B Reprasentative durchflusszytometrische Histogramme.
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Abbildung 23 Thrombozytare SDF-1-Oberflachenexpression nach Stimulation
mit 100 nM CyPA im Vergleich zu unstimulierten und ADP-stimulierten
Thrombozyten: A Statistische Auswertung der Oberflachenexpression
(Durchflusszytometrie, n=6, *p<0,05) von SDF-1 auf unstimulierten, sowie
CyPA- und ADP-stimulierten Thrombozyten. B Reprasentative durchfluss-
zytometrische Histogramme.

52



ERGEBNISSE

3.11 Cyclophilin A abhangige Aktivierung humaner Thrombozyten wird
vermittelt durch Interaktionen mit thrombozytarem EMMPRIN

Frisch isolierte humane Thrombozyten wurden in einer Konzentration von
1x10%100 ul zunachst fir 30 min mit 20 pg/ml blockierendem monoklonalem
Antikérper anti-EMMPRIN (anti-CD147) bzw. dem entsprechenden IgG-
Kontrollantikbrper inkubiert, bevor fur weitere 30 min jeweils 100 nM CyPA
zugegeben wurden. Die Negativkontrolle unstimulierter Thrombozyten wurde fur
30 min nur mit PBS inkubiert, eine weitere Probe durch Zugabe von 100 nM
CyPA fur denselben Zeitraum lediglich stimuliert. Dabei zeigte sich
durchflusszytometrisch eine signifikante Aufregulierung des thrombozytaren
Aktivierungsmarkers P-Selektin (CD62P), die sich durch den blockierenden
Antikdrper anti-EMMPRIN wirkungsvoll inhibieren lie3. Bei vorheriger Zugabe
des Kontrollantikdrpers IgG zeigte sich keine Reduktion dergleichen.
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Abbildung 24 Die aktivierungsabhangige Aufrequlation thrombozytaren
P-Selektins _durch CyPA lasst sich durch den blockierenden Antikdrper
anti-EMMPRIN __ wirkungsvoll __inhibieren:  Statistische  Auswertung der
Oberflachenexpression (Durchflusszytometrie, n=4, *p<0,05) von P-Selektin
auf unstimulierten, sowie ohne bzw. nach Vorinkubation mit blockierendem
Antikdrper anti-EMMPRIN (20 ug/ml) oder Kontrollantikérper 19G (20 pg/ml) mit
100 nM CyPA stimulierten humanen Thrombozyten.
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4 DISKUSSION

Die Atherosklerose ist eine chronisch-entzindliche und progressive Erkrankung
der GefaBwand. Die Ruptur der atherosklerotischen Plaque stellt einen
Schliisselprozess in der Auslésung des akuten Myokardinfarktes dar.’*® Die
Vulnerabilitat der Plaque ist dabei charakterisiert von einer Akkumulation
inflammatorischer Zellen und MMPs, die die schitzende fibrose Kappe der
Plaque degradieren.*®>*’ Hauptsachlich gebildet werden diese MMPs von in
die GefaBwand migrierten Monozyten, sowie aus Makrophagen hervor-
gegangenen Schaumzellen und ebenfalls eingewanderten glatten Gefal3-
muskelzellen.®®

Das Glykoprotein EMMPRIN, dessen Expression und Funktion erstmals auf

Tumorzellen beschrieben worden war,**

scheint Uber bislang noch kaum
verstandene Mechanismen die MMP-Aktivitat in verschiedenen an der
Atherosklerose maRgeblich beteiligten Zellen zu regulieren.*’*

Nachdem in Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe EMMPRIN erst vor kurzem
aktivierungsabhangig auch auf Thrombozyten nachgewiesen werden konnte,*”®
konnten wir jetzt zeigen, dass EMMPRIN an zahlreichen inflammatorischen
Prozessen in verschiedenen Stadien der Atherosklerose bis hin zur fatalen

Plaqueruptur entscheidend beteiligt ist.

4.1 Glykoprotein VI als neuer thrombozytarer Rezeptor fir EMMPRIN
und die Bedeutung EMMPRIN-vermittelter Interaktionen fir

thrombozytare Adhdsionsmechanismen an der Gefallwand

In der vorliegenden Arbeit haben wir Glykoprotein VI als neuen thrombozytaren
Rezeptor fur EMMPRIN identifiziert und erstmals nachweisen kdnnen, dass
EMMPRIN nicht nur an der interzellularen Signalibertragung beteiligt ist,
sondern auch als direkter Adhasionsrezeptor fungieren kann. So beobachteten
wir bei aktivierten Thrombozyten eine durch homophile Wechselwirkungen
zwischen EMMPRIN-Proteinen, sowie Interaktionen zwischen EMMPRIN und

Glykoprotein VI vermittelte Aufregulation des thrombozytaren Rollings.
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Nach einer Plagueruptur kommt es zu einer erheblichen Zunahme des
thrombozytaren Tetherings und Rollings, sowie schliel3lich zur festen Adhasion
von Thrombozyten mit konsekutiver Thrombusbildung. Bei Einreil3en der
fiborosen Kappe kommen Thrombozyten mit subendothelialem Kollagen in
Kontakt. Dabei hangen der initiale thrombozytare Kontakt mit Kollagen und die
folgende, fur Adhasion und Thrombuswachstum entscheidende Initiierung der
Integrinaktivierung grundlegend von einer Wechselwirkung mit thrombozytarem
GPVI ab.**! Es handelt sich dabei um direkte GPVI-Kollagen-Interaktionen, die
entscheidend sind flr eine unter niedrigem Scherstress auftretende erste
lockere Thrombozytenbindung (Platelet tethering).”*'?®* Bislang war neben
Kollagen noch kein anderer an der thrombozytaren Adhésion beteiligter
Bindungspartner von thrombozytarem Glykoprotein VI beschrieben worden. In
diesem Zusammenhang scheint es allerdings wichtig zu erwahnen, dass wir
keinerlei Einfluss von zwischen EMMPRIN und Glykoprotein VI mdglicherweise
stattfindenden Wechselwirkungen auf die feste Thrombozytenadhasion
feststellen konnten. Auch eine Zunahme der thrombozytaren Aggregabilitat
infolge der beobachteten Interaktionen konnte aggregometrisch nicht
nachgewiesen werden.

Vielmehr deuten unsere Untersuchungsergebnisse darauf hin, dass es wahrend
des Erstkontaktes von Thrombozyten mit EMMPRIN-exprimierenden
Oberflachen oder Zellen zu temporaren Wechselwirkungen zwischen
thrombozytdrem Glykoprotein VI und EMMPRIN oder auch homophilen
EMMPRIN-Interaktionen kommt, die das thrombozytare Rolling begunstigen.
Bei Patienten mit akutem Koronarsyndrom fanden wir erst vor kurzem eine
erhdhte thrombozytare Oberflachenexpression von GPVIL.'" So ist denkbar,
dass Wechselwirkungen zwischen GPVI und EMMPRIN, das auf Monozyten bei

akutem Myokardinfarkt'"*

und aktivierungsabhangig auch auf Thrombozyten
vermehrt exprimiert wird, Gber Induktion thrombozytaren Rollings mal3geblich
am Auftreten kardiovaskularer Komplikationen beteiligt sind.

Basierend auf diesen Erkenntnissen liegt es nahe anzunehmen, dass
Wechselwirkungen zwischen EMMPRIN und EMMPRIN oder EMMPRIN und

Glykoprotein VI Interaktionen zwischen Thrombozyten und Monozyten, sowie
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die dadurch bedingte Inflammation der GefalRwand genauso unterstitzen
konnten wie einige verschiedene bereits in der Literatur beschriebene
Adhasionsrezeptorenpaare wie beispielsweise PSGL-1/P-Selektin oder auch
Mac-1/GP1lb. Zudem koénnte eine interaktionsvermittelte Verstarkung der
thrombozytaren Aktivierung eine weitere aktivierungsabhangige Aufregulation
der Expression von GPVI und EMMPRIN auf Thrombozyten induzieren. Immer
weitere  EMMPRIN/GPVI- und EMMPRIN/EMMPRIN-Interaktionen und ein
damit verbundener fataler Circulus vitiosus sich immer weiter verstarkender
thrombozytarer Aktivierung waren die Folge.

Homotypische EMMPRIN-EMMPRIN-Wechselwirkungen sind bereits in
Zusammenhang mit EMMPRIN-vermittelter MMP-Induktion beschrieben
worden.**®%2 Dennoch wurde EMMPRIN bislang mehr als Signal-, denn als
Adhasionsrezeptor aufgefasst und eingeordnet.?**

Unsere Ergebnisse belegen jedoch, dass EMMPRIN nicht nur an der Uber
freigesetzte MMPs ausgeldsten Plaqueruptur als fataler Komplikation der
Atherosklerose beteiligt ist, sondern auch bei der Vermittlung der initialen
Zelladhasion (wie fur Rolling von Thrombozyten und CHO-Zellen belegt)
entscheidend beteiligt ist. Mit EMMPRIN- bzw. GPVI-transfizierten CHO-Zellen
konnten wir zeigen, dass sowohl EMMPRIN/JEMMPRIN- als auch
EMMPRIN/GPVI-Interaktionen stark genug sind, um zellulares Rolling zu
vermitteln.

Dass es sich hierbei um spezifische Wechselwirkungen zwischen EMMPRIN
und GPVI handelt, konnte mittels ELISA konzentrationsabh&ngig nachgewiesen
werden. Zudem konnte mit Hilfe der Oberflachenplasmonenresonanz (SPR)-
Spektroskopie eindeutig gezeigt werden, dass es zwischen Glykoprotein VI und
EMMPRIN zu hochaffinen Interaktionen kommen kann. Ein besonderer
methodischer Vorteil der SPR-Spektroskopie war dabei, dass keinerlei
Markierung (Labeling) der Bindungspartner notwendig war und somit die
Molekuleigenschaften nicht beeinflusst wurden, was die Spezifitdt der

beschriebenen Interaktionen unterstreicht.
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4.2 Bedeutung des EMMPRIN-Liganden Cyclophilin A fir die Proteolyse
der atherosklerotischen Plaque

Neben den beschriebenen Interaktionen zwischen EMMPRIN und GPVI, sowie
den homophilen Bindungen unter EMMPRIN-Molekuilen, stellt Cyclophilin A
einen der bedeutendsten EMMPRIN-Liganden dar.?** Von apoptotischen Zellen
ist bekannt, dass sie gro3e Mengen des intrazellular hochgradig exprimierten
CyPA freisetzen.®* Erhéhte Spiegel extrazellularen CyPAs wurden bereits bei
verschiedenen inflammatorischen Erkrankungen wie rheumatoider Arthritis®
oder schwerer Sepsis'® beschrieben.

So ist gut vorstellbar, dass absterbende Zellen und Zelltrimmer im so
genannten nekrotischen Kern der Plaque zu einer Freisetzung signifikanter
Mengen an Cyclophilin A fiihren kdnnten. Desweiteren ware denkbar, dass es
in der Folge zu Interaktionen des Immunophilins mit den unterschiedlichsten
inflammatorischen zellularen Bestandteilen der fortgeschrittenen Plaque wie
Monozyten, Schaumzellen oder auch glatten Muskelzellen kommen kénnte, die
letzten Endes die Ruptur der atherosklerotischen Plaque zur Folge hatten.

Eine fortgeschrittene atherosklerotische Plaque ist reich an aktivierten
Makrophagen und Schaumzellen.'®? Tatsachlich konnten wir neben EMMPRIN
auch Cyclophilin A hochexprimiert in fortgeschrittener Plague ApoE-defizienter
Mause nachweisen. Dabei zeigte sich ein nahezu identisches
Verteilungsmuster der beiden Proteine mit Betonung der Expression im Bereich
der Schulterregion der fibrosen Kappe, welche die Pradilektionsstelle einer
Plaqueruptur darstellt.

Auf Grundlage dieser Ergebnisse scheint es mdglich, dass sowohl direkte
homophile zellulare Interaktionen unter Beteiligung von EMMPRIN, als auch die
Bindung gelosten CyPAs an zellassoziiertes EMMPRIN an inflammatorischen
Prozessen in der atherosklerotischen Plaque beteiligt sein kdnnten. Tatsachlich
ist es uns gelungen, eine funktionelle Relevanz von EMMPRIN und CyPA in
Monozyten und Schaumzellen atherosklerotischer Plaques nachzuweisen. So
sorgt EMMPRIN Uber Bindung einer seiner beiden Liganden, geldsten
rekombinanten CyPAs oder rekombinanten EMMPRINSs fur eine Aufregulierung

von MMP-9 in Monozyten und Uber denselben Mechanismus fur die Produktion
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von MMP-9 in reifen Schaumzellen. Dass es sich bei der von uns beobachteten
von CyPA und EMMPRIN vermittelten MMP-Aufregulation in Monozyten und
Schaumzellen um einen streng EMMPRIN-abhangigen Mechanismus handelt,
zeigte sich durch eine wirkungsvolle Inhibition der MMP-Aufregulation nach
vorausgehender Vorinkubation der entsprechenden Zellen mit dem EMMPRIN-
blockierenden Antikorper.

Als eine mogliche Erklarung fir die EMMPRIN-abhangige Freisetzung von
Matrix Metalloproteinasen, welche jeweils mit Progression und Ruptur
atherosklerotischer Plaques in Verbindung gebracht werden, ist eine
interzellulare Interaktion tUber homotypische EMMPRIN-EMMPRIN-Bindungen
denkbar. Daruber hinaus ist nach Ergebnissen der vorliegenden Arbeit auch
vorstellbar, dass extrazellulares l6sliches CyPA mit Zellmembran-gebundenem
EMMPRIN interagiert und auf diese Weise die EMMPRIN-vermittelte MMP-
Induktion in Gang bringen kodnnte.

4.3 EMMPRIN-abhangige Aktivierung von Thrombozyten durch das
inflammatorische Zytokin Cyclophilin A

Freigesetztes Cyclophilin A verhalt sich allerdings nicht nur gegenuber
Monozyten und Schaumzellen wie ein inflammatorisches Zytokin. Vielmehr
zeigen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, dass extrazellulares CyPA auch
Thrombozyten in einen aktivierten Zustand versetzt und bei diesen die rasche
Freisetzung des Adhé&sionsproteins P-Selektin, sowie des Chemokins SDF-1
und auch die von EMMPRIN signifikant aufreguliert. Diese auf den
inflammatorischen Stimulus extrazellularen Cyclophilins A aus thrombozytarer
a-Granula freigesetzten Proteine sind an vielerlei biologischen Ablaufen in der
Pathogenese der Atherosklerose wie Zelladhasion, Chemotaxis oder Proteolyse
entscheidend beteiligt und férdern dariber hinaus weitere inflammatorische
Prozesse in der Gefal3wand.

So stellt die Aufregulation von P-Selektin auf CyPA-stimulierten Thrombozyten
einen zentralen Prozess bei der weiteren thrombozytaren Rekrutierung

zirkulierender Leukozyten zur arteriellen Gefal3wand dar.
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Leukozyten binden Uber PSGL-1-P-Selektin-Interaktionen locker an adharente

49.209 \vodurch eine weitere Infiltration dieser inflammatorischen

Thrombozyten,
Zellen in die GefaBwand und das Fortschreiten atherosklerotischer Lasionen
ermdglicht wird. DarUber hinaus wird Uber die Bindung von PSGL-1 an
thrombozytares P-Selektin auch die monozytare Expression von Proteinen wie
dem Urokinaserezeptor gesteuert, der einen entscheidenden
Oberflachenrezeptor fir Proteasen und einen ebenso wichtigen Regulator der
integrinvermittelten Leukozytenadhasion darstellt.**9127:128.149.206

Ebenfalls auf mit CyPA-stimulierten Thrombozyten aufreguliert wurde
thrombozytares SDF-1. SDF-1 (CXCL-12) wird bei GefaRverletzungen,*’* in
atherosklerotischer Plaque, sowie nach Myokardinfarkt vermehrt exprimiert.*
Das Chemokin nimmt beim ,Homing“ zirkulierender CD34-Zellen in
ischamisches Myokard,! sowie bei der Rekrutierung endothelialer Progenitor-
zellen zu einem arteriellen Thrombus eine zentrale Rolle ein.'®

Eine aktivierungsabhangige Expression von EMMPRIN auf Thrombozyten
konnte erst kirzlich von unserer Arbeitsgruppe erstmals nachgewiesen

werden.t’®

Wir konnten nun zeigen, dass es in Gegenwart von Cyclophilin A
ebenfalls zu einer thrombozytaren Degranulation mit einer weiteren
Aufregulation der oberflachlichen Expression von EMMPRIN auf Thrombozyten
kommt. Thrombozytar exprimiertes EMMPRIN vermittelt Interaktionen mit
Monozyten und regt diese durch Aktivierung  NFkB-vermittelter
inflammatorischer Signalwege zur Freisetzung von MMP-9, IL-6, sowie TNF-a
an.l?O

Auch Schaumzellen setzen geméal Ergebnissen der vorliegenden Arbeit durch
Interaktion mit EMMPRIN vermehrt MMP-9 frei, so dass CyPA hier neben
seiner direkten Wirkung auch uber die Aufregulation von EMMPRIN an einer
vermehrten, die Plague destabilisierenden Freisetzung von MMPs beteiligt zu
sein scheint.

Dass auch der Mechanismus der thrombozytéaren Aktivierung durch CyPA streng
EMMPRIN-abhéngig reguliert ist, konnten wir in Bezug auf den thrombozytéren
Aktivierungsmarker P-Selektin (CD62P) durchflusszytometrisch nachweisen.

Nach Vorinkubation mit dem blockierenden Antikorper anti-EMMPRIN blieb die
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Aktivierung der Thrombozyten mit konsekutiver oberflachlicher Freisetzung von
P-Selektin auch nach Zugabe des inflammatorischen Stimulus CyPA aus.

4.4  Schlussfolgerung

Zusammenfassend bleibt festzuhalten, dass EMMPRIN und sein Ligand CyPA
in vielerlei Hinsicht Zellinteraktionen in der Pathogenese der Atherosklerose
beeinflussen und daher viel versprechende Angriffspunkte zukinftiger
Pravention kardiovaskularer Erkrankungen wie Myokardinfarkt oder
Schlaganfall darstellen konnten. So lield sich mdglicherweise mit gezielt gegen
EMMPRIN oder Cyclophilin A gerichteter antiinflammatorischer Therapie die
proteolytische Aktivitat in atherosklerotisch veranderten Gefal3en, sowie die
Thrombozytenaktivierung und deren Interaktion mit inflammatorischen Zellen
wie Monozyten oder Schaumzellen und die damit verbundene Progression der
Atherosklerose mit der fatalen Komplikation der Plaqueruptur in einem frithen
Stadium entscheidend vermindern.

Mogliche Therapeutika koénnten spezifisch gegen EMMPRIN gerichtete
Antikorper, sowie das hochpotente Immunsuppressivum Cyclosporin A, fir
welches Cyclophilin A den Hauptliganden bildet,***** darstellen.

Auch eine Detektion von EMMPRIN oder CyPA, hinweisend auf erhéhte
proteolytische Aktivitdt in atherosklerotisch veranderten Gefal3en, mittels
markierter Antikorper konnte zuklnftig eine spezifischere Diagnostik ruptur-
gefahrdeter Plagues ermdglichen und diese so einer gezielten interventionellen
Therapie zuganglich gemacht werden.

Nach diesen viel versprechenden in vitro-Ergebnissen werden nun in vivo-
Studien zeigen missen, welches therapeutische Potential tatsachlich in einer
Blockierung von EMMPRIN in Bezug auf eine ginstige Beeinflussung der
Entwicklung atherosklerotischer GefalRveranderungen steckt.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass EMMPRIN bei der
Vermittlung von Zell-Zell-Interaktionen, tUber die sich EMMPRIN-exprimierende
Zellen wie Thrombozyten, Monozyten oder auch Schaumzellen gegenseitig
aktivieren, im Rahmen atherosklerotischer GefaBwandveranderungen eine
zentrale Rolle spielt.

So konnten wir in dieser Arbeit Glykoprotein VI als neuen thrombozytéren
Rezeptor fur EMMPRIN identifizieren und haben erstmals nachweisen konnen,
dass EMMPRIN neben seiner Funktion fir die Signaltibermittiung auch als
direkter Adhasionsrezeptor dienen kann. Uber homophile Interaktionen
zwischen EMMPRIN und EMMPRIN, sowie spezifische Wechselwirkungen
zwischen EMMPRIN und GPVI wird der Erstkontakt von Thrombozyten mit
EMMPRIN-exprimierenden Zellen oder Oberflachen (,Rolling“) unterstutzt.
Dieser Erstkontakt kénnte sowohl durch Stabilisierung der Zellbindung, wie
auch durch rasche Signaltransduktion den Prozess der Zelladhasion und
-rekrutierung initiieren.

Cyclophilin A, welches moglicherweise vermehrt aus Zelltrimmern im
nekrotischen Kern atherosklerotischer Plaques freigesetzt wird, stellt einen der
bedeutendsten EMMPRIN-Liganden dar. Sowohl CyPA, als auch EMMPRIN
werden vermehrt in der Schulterregion der fibrosen Kappe exprimiert, welche
eine Pradilektionsstelle der Plaqueruptur darstellt. Beide Proteine induzieren
Uber jeweils EMMPRIN-abhangige Wechselwirkungen eine Aufregulation von
MMP-9 in Monozyten wie auch in Schaumzellen und steuern so die
proteolytische Aktivitat in der atheroklerotischen Plaque.

CyPA induziert auRerdem EMMPRIN-vermittelt eine Thrombozytenaktivierung
und -degranulation mit thrombozytarer Aufregulation von P-Selektin, SDF-1 und
EMMPRIN.

EMMPRIN und sein Ligand CyPA stellen folglich vielversprechende
Angriffspunkte zur Inhibition atherogener und inflammatorischer Prozesse dar.
In vivo-Studien werden jetzt zeigen mussen, welches therapeutische Potential

tatséachlich in einer Blockierung von EMMPRIN steckt.
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MOPS 3-N-Morpholino-Propansulfonsaure

MT-MMP membranstandige MMPs (membrane type-MMPSs)
NaHCO3 Natriumhydrogenkarbonat

NF-kB nukle&rer Transkriptionsfaktor

(nuclear factor 'k-light-chain-enhancer' ofB-cells)

NHS N-Hydroxysuccinimid
oxLDL Oxidiertes LDL
PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese
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ABKURZUNGSVERZEICHNIS

PBS Phosphat-gepufferte Salzlésung
(phosphate buffered saline)
PDGF Wachstumsfaktor von Thrombozyten abstammend

(platelet derived growth factor)

PF4 Plattchenfaktor 4

pH Kraft des Wasserstoffes (potentia Hydrogenii)
PPP Plattchenarmes Plasma (platelet poor plasma)
PRP Plattchenreiches Plasma (platelet rich plasma)
PSGL-1 P-Selektin Glykoprotein Ligand

rpm Umdrehungen/min (rounds per minute)

RPMI Roswell Park Memorial Institute

RT Reverse Transkription

SDF-1 Stromal derived factor-1

SDS Natrium-Dodecylsulfat (sodium dodecyl sulfat)
SSC Seitwartsstreulicht(side scatter)

TCSF Tumor cell derived collagenase stimulatory factor
TGF-B transformierender Wachstumsfaktor

(transforming growth factor-3)
TIMP Inhibitoren der MMPs des Gewebes

(tissue inhibitors of metalloproteinases)

TNF-a Tumor-Nekrose-Faktor a

Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethan

U Einheiten (Units)

uPAR Urokinase Plasminogen-aktivierender Rezeptor

(urokinase plasminogen activator receptor)
VCAM-1 Adhasionsmolekul fir vaskulare Zellen

(vascular cell adhesion molecule-1)

VEGF Vascular endothelial growth factor
VWF von Willebrand Faktor

Mg Mikrogramm

pl Mikroliter

pum Mikrometer
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