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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Atherosklerose

1.1.1 Definition und Bedeutung

Unter Atherosklerose versteht man die ,variable Kombination von
Intimaveranderungen  (der  Arterien), bestehend aus herdférmigen
Ansammlungen von Lipiden, komplexen Kohlenhydraten, Blut und
Blutbestandteilen, Bindegewebe und Kalziumablagerungen
(Kalkablagerungen), verbunden mit Veranderungen der Arterienmedia“’.
Atherosklerotische Veranderungen von Gefal’en bilden die Grundlage fur
Erkrankungen des Herzkreislaufsystems und Durchblutungsstorungen des
Gehirns, die zu den fihrenden Todesursachen in den westlichen

Industrienationen zahlen % 3.

1.1.2 Atiologie

Atherosklerose ist ein durch viele Faktoren verursachtes Krankheitsbild, fir
dessen Entstehung insbesondere die Hypercholesterinamie eine bedeutende
Rolle spielt. Cholesterin wird im Blut an Lipoproteine gebunden transportiert.
Lipoproteine niedriger Dichte (LDL = Low Density Lipoprotein) transportieren
Cholesterin vor allem in die Peripherie. Dort bilden sie nach Phagozytose durch
Makrophagen die GefaBwand schadigende Lipidplaques. Weitere die
Atherogenese fordernde Faktoren sind Bluthochdruck, Diabetes mellitus,
Nikotinkonsum, Ubergewicht und Bewegungsmangel * Da die Atherogenese
einen sich uber Jahrzehnte kontinuierlich entwickelnden Prozess darstellt, spielt
die Reduktion der Risikofaktoren die Schlisselrolle fiur die Pravention

atherosklerotisch bedingter Erkrankungen.



Einleitung

1.1.3 Morphologie und Pathogenese

1.1.3.1 Prozess der Schaumzellbildung in der Atherogenese

Der Response-to-Injury-Hypothese von Ross zufolge stellt die Atherogenese
die Reaktion der Arterienwand auf eine Verletzung von Endothelzellen dar °.
Diese Reaktion besteht aus der Kombination eines entzindlichen Prozesses
mit einer starken Vermehrung bindegewebiger Zellen in der arteriellen Wand.

Endothelverletzungen konnen durch arterielle Hypertonie,
Hypercholesterinamie, Diabetes mellitus, Nikotin sowie Infektionen

hervorgerufen werden ©2

. Durch die Schadigung aktivierte Endothelzellen
bewirken, dass Monozyten aus der Blutbahn in die Intima der Arterienwand
gelangen °. Das geschadigte Endothel kann seine Barrierefunktion nicht mehr
richtig wahrnehmen, so dass im Blut zirkulierendes LDL vor allem bei hohen
LDL-Plasma-Spiegeln verstarkt in den subendothelialen Raum eingelagert und

unter anderem durch Oxidation modifiziert wird '> "

. In der Folge lagern die
Makrophagen grof3e Mengen oxidierten LDLs (oxLDL = oxidized Low Density
Lipoprotein) ein, das zu Fetttropfen akkumuliert und differenzieren sich dadurch

2. Im Frihstadium der Atherogenese

zu sogenannten Schaumzellen
entwickelt sich als erste makroskopisch sichtbare Veranderung der sogenannte
Jfatty streak®, eine Ablagerung von Schaumzellen in der arteriellen Wand &,
Schaumzellen aktivieren glatte Muskelzellen in der Media und induzieren ihre
Einwanderung in die Intima . Dort bilden sie durch Proliferation zusammen mit
fiborosem Bindegewebe und extrazellularer Matrix eine die Plaque
stabilisierende fibromuskulare Deckschicht Uber der Schaumzellenansammlung
151920 Dje Fibrosierung ist kennzeichnend fiir die fortgeschrittene Phase der
Atherogenese 2'. Der Zusammenhalt der Deckschicht wird durch die Produktion
von Matrixproteinen und Wachstumsfaktoren durch die Bindegewebszellen
gewahrleistet '°. Durch die Freisetzung von Lipiden aus Schaumzellen, die
unter dem zytotoxischen Effekt des oxLDL nekrotisch werden, vergrofert sich
der Lipidanteil innerhalb der Plaque %2. Wird der Lipidpool zu groR im Verhaltnis
zu der ihn stabilisierenden Platte, kann sie die Plaque nicht mehr ausreichend
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stabilisieren und es kann zur Ruptur kommen *°. An der Rupturstelle findet man
in der Regel einen Uberschuss von Makrophagen und T-Lymphozyten 23. T-
Lymphozyten produzieren unter anderem Interferon-y (IFN-y), das
Makrophagen zur Bildung kollagenauflésender Metalloproteinasen anregt und
andere Zytokine, die zur Apoptose glatter Muskelzellen fuhren, so dass die
Plaque dort instabil wird *?°. Dadurch entsteht eine Pradilektionsstelle fiir eine

spatere Ruptur.

1.1.3.2 Scavenger-Rezeptoren

Makrophagen, die sich zu Schaumzellen differenzieren, missen gro3e Mengen
an Lipiden aufnehmen. Der LDL-Rezeptor unterliegt einer negativen Feedback-
Regulation und schitzt die Makrophagen dadurch vor einer Lipidiberladung.
Die massive Lipidaufnahme von Makrophagen muss deshalb Uber andere
Rezeptoren vermittelt werden '* *. 1979 wurde erstmals die Existenz einer
Gruppe von Multiliganden-Rezeptoren nachgewiesen, die unter anderem fur die
Endozytose groRer Mengen von modifiziertem LDL verantwortlich sind "> %'
Uber diese Rezeptoren erfolgt die Aufnahme verschiedener Bestandteile aus
der Blutbahn, wie z.B. von acetyliertem LDL (AcLDL = Acetylated Low Density
Lipoprotein), so dass sie eine Art Sauberungsfunktion im BlutgefalRsystem
erfillen und deshalb als Scavenger (= Kehrer, Aufraumer) bezeichnet wurden
1221 Brown und Goldstein konnten nachweisen, dass diese Rezeptoren AcLDL
mit hoher Affinitat spezifisch binden und dadurch in Makrophagen, auf deren
Oberflache sie hauptsachlich aktiv sind, zu einer Lipidiberladung mit
Differenzierung zu Schaumzellen fiihrten ' . AcLDL selbst hat keine bekannte
physiologische Funktion, sondern entsteht vermutlich durch Modifikation von
nativem LDL, das kaum iiber Scavenger-Rezeptoren aufgenommen wird '* %,
Endothelzellen modifizieren LDL zu oxLDL, welches in wesentlich groRerem
Ausmaly (ber Scavenger-Rezeptoren in die Zellen transportiert wird 2.
OxLDL induziert die Expression von Scavenger-Rezeptoren *.

Der klassische Weg der Entwicklung von Schaumzellen kann somit als Prozess
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beschrieben werden, in dem zunachst die Differenzierung von Monozyten zu
Makrophagen, welche Scavenger-Rezeptoren exprimieren, erfolgt und
anschlieBend eine Scavenger-Rezeptor-vermittelte massive Lipidaufnahme in
die Makrophagen, wodurch sich diese in Schaumzellen umwandeln 3 Laut
Murphy et al. unterscheidet man mindestens acht verschiedene Subtypen von
Scavenger-Rezeptoren ** %, Alle Scavenger-Rezeptoren kénnen modifizierte
Lipoproteine als Liganden binden .

Im Folgenden soll ein kurzer Uberblick Uber die in dieser Arbeit untersuchten
Scavenger-Rezeptoren CD36, MSR-A und LOX-1 gegeben werden.

Zu den Scavenger-Rezeptoren der Gruppe A gehoéren unter anderem die
Scavenger-Rezeptoren SR-Al und SR-All, die vor allem auf Makrophagen,
Schaumzellen, Endothelzellen und glatten Muskelzellen von Gefallen innerhalb
atherosklerotischer Lasionen exprimiert werden 3 % . SR-Al und SR-All
vermitteln zusammen die Aufnahme von ca. 80% des AcLDL und ca. 50% des
oxLDL in Schaumzellen und spielen deshalb eine wichtige Rolle in der friihen
Atherogenese *°. In Tierversuchen konnte gezeigt werden, dass eine vermehrte
Expression der SR-A-Rezeptoren zu einer verminderten Bildung
atherosklerotischer Plaques und damit zu einer weniger stark ausgepragten

Arterienwandverhartung fihrt 4%

. Bei den komplexeren Plaques weiter
entwickelter atherosklerotischer Lasionen wirkt die Uberexpression von SR-A
nicht mehr protektiv gegen die Atherosklerose, unter anderem weil SR-A fur
den Zelltod lipiduberladener Makrophagen mit verantwortlich ist und dadurch
indirekt den lipidhaltigen Kern im Zentrum der fortgeschrittenen
atherosklerotischen Lasion vergroRert > *°. Da SR-A den Prozess der
Atherogenese infolgedessen sowohl aufhalten als auch beglnstigen kann,
scheint seine Rolle vom Stadium der Plaque-Entwicklung abhéngig zu sein *°.
SR-A kann apoptotische Zellen beseitigen, wenn keine Entziindung vorliegt,
sodass seine Atherosklerose fordernde Wirkung relativiert wird *3. Einer
unkritischen Blockade des SR-A sollte man deshalb skeptisch

gegenuberstehen.
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CD36 gehodrt zu den Scavenger-Rezeptoren der Klasse B ** “°. Mehrere
Domanen des Rezeptors sind in der Lage, oxLDL zu binden, was die
Voraussetzung fur die Rolle des CD36-Rezeptors bei der Lipidaufnahme in der
Atherogenese bildet 4" *®. Das Liganden-Spektrum umfasst die Lipoproteine
natives LDL, oxLDL, AcLDL, Lipoprotein sehr niedriger Dichte (VLDL = Very
Low Density Lipoprotein), Lipoprotein hoher Dichte (HDL = High Density
Lipoprotein), Fettsauren, anionische Phospholipide, Kollagen, Thrombospondin
und apoptotische Zellen ***2. CD36 befindet sich auf Thrombozyten, Monozyten
und Makrophagen, Endothelzellen, Adipozyten, glatten Muskelzellen und
bestimmten Epithelzellen wie z.B. Brustepithelzellen **°°. Die Expression von
CD36 auf Makrophagen wird wahrend ihrer Differenzierung zu Schaumzellen
hochreguliert, so dass CD36 als ein die Atherogenese férdernder Faktor
betrachtet werden muss °°. CD36 besitzt die Fahigkeit, oxLDL spezifisch und
mit hoher Affinitat zu binden, was die Voraussetzung ist fur die Aufnahme von
oxLDL in Makrophagen, einem zentralen Schritt in der friihen Atherogenese *'.
Bei Makrophagen, die kein CD36 exprimieren, ist die Aufnahme von oxLDL um
40-50% vermindert im Vergleich zu CD36 exprimierenden Makrophagen. Wird
CD36 durch monoklonale Antikorper blockiert, nimmt die oxLDL-Aufnahme
ebenso um den gleichen Faktor ab 8.

In Experimenten wurde nachgewiesen, dass CD36 und SR-A fir die Aufnahme
des groRten Teils von oxLDL in Makrophagen verantwortlich sind *°. Sind beide
Rezeptoren blockiert, so nimmt die Bindung und nachfolgende Aufnahme von
oxLDL um 75 % ab *°. Beim Vergleich der oxLDL-Bindung und -Aufnahme {iber
SR-A und CD36 stellte sich heraus, dass stark oxidiertes LDL wesentlich
starker und schneller Uber SR-A und schwach oxidiertes LDL wesentlich starker
und schneller (iber CD36 aufgenommen wird °>%2. Makrophagen exprimieren
unter entzindlichen Bedingungen verstarkt CD36. CD36 wiederum fordert den
chronischen Entziundungsprozess in der Atherogenese durch Freisetzung

proinflammatorischer Mediatoren ©3°°.

In Fettgewebe, Herzmuskel- und
Skelettmuskelzellen aber auch Dunndarmzellen ermdglicht CD36 durch seinen
Transport von langkettigen Fettsduren in die Zellen einen Grofteil der

Energiegewinnung °* ®. CD36 ist ein entscheidender Kofaktor in der
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Phagozytose apoptotischer Zellen durch Makrophagen Uber das Integrin-
System und {iber Phosphatidylserin-Rezeptoren °’.

Der klassische Weg der Schaumzellbildung Uber die Scavenger-Rezeptor-
vermittelte Aufnahme modifizierten LDLs in Makrophagen lauft zu einem hohen
Prozentsatz uber die beiden Scavenger-Rezeptoren CD36 und MSR-A ab. Dies
konnte durch Experimente mit MSR-A”/CD36™- und Wildtyp-Makrophagen
gezeigt werden, in denen diese jeweils mit nativem LDL, AcLDL und oxLDL
inkubiert worden waren. Bei Wildtyp-Makrophagen nahmen sowohl der
Gesamtcholesterinanteil als auch der Cholesterinesteranteil nach Inkubation mit
oxLDL und acLDL deutlich zu, wohingegen die MSR-A"/CD36" -Makrophagen
nach Inkubation mit oxLDL keinerlei Zunahme des Gesamtcholesterinanteils
und des Cholesterinesteranteils zeigten und nach Inkubation mit acLDL
lediglich eine Zunahme des Gesamtcholesterinanteils, wahrend der
Cholesterinesteranteil gleich geblieben war. Damit konnten Kunjathoor et al.
beweisen, dass MSR-A und CD36 maligeblich an der Schaumzellbildung Uber
modifizierte Lipoproteine beteiligt sind und die Zugabe modifizierter
Lipoproteine ohne CD36 und MSR-A nicht zu einer Induktion der
Schaumzellentwicklung fiihrt *°.

Der sogenannte Lectin-like Oxidized LDL-receptor-1, abgekirzt LOX-1 wurde
1997 von Sawamura et al. entdeckt und gehort in die Klasse E der Scavenger-
Rezeptoren ** ®® Er wurde zuniachst als Rezeptor fiir oxLDL betrachtet, der
spezifisch von Endothel exprimiert wird €8 Mittlerweile wurde LOX-1 allerdings
auch auf glatten Muskelzellen, Makrophagen und Thrombozyten nachgewiesen
% Sein Liganden-Spektrum umfasst unter anderem oxLDL, Hypochlorid-
modifiziertes HDL, apoptotische Zellen, aktivierte Thrombozyten und Bakterien,
LOX-1 bindet aber vor allem oxLDL mit hoher Affinitat "°"*. LOX-1 wird unter
Bedingungen, welche die Atherogenese fordern, hochreguliert. Dazu gehdren
Diabetes mellitus, Hypertonie und Hyperlipidamie, die Freisetzung der
inflammatorischen Zytokine Tumor Growth Factor-f (TGF-f) und Tumor
Nekrose Faktor-a (TNF-a), Scherkrafte des Blutstromes und oxidativer Stress.
In der Atherogenese vermittelt LOX-1 die Bindung, Aufnahme und Modifikation
von oxLDL durch Endothelzellen und Makrophagen und wird durch oxLDL
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aktiviert °® "% Zellen atherosklerotischer Lasionen wie Makrophagen und
glatte Muskelzellen exprimieren verstarkt LOX-1 > 8 gje nehmen LOX-1-
vermittelt oxLDL wahrend ihrer Entwicklung zu Schaumzellen auf. Im Blut
zirkulierende Monozyten dagegen exprimieren kaum LOX-1 8 & (ber die
Aufnahme von oxLDL in Makrophagen tragt LOX-1 neben CD36 und MSR-A
zur Entwicklung von Schaumzellen Uber den klassischen Weg bei. OxLDL
induziert Uber LOX-1 die Apoptose und Nekrose von Endothelzellen mit
nachfolgender endothelialer Dysfunktion, bei Blockade des LOX-1-Rezeptors
durch Antikdrper kann oxLDL nicht apoptotisch wirken 8% 80 Zellen, die LOX-
1 exprimieren, konnen alte und apoptotische Zellen wie z.B. Makrophagen und
glatte Muskelzellen sowie aktivierte Thrombozyten phagozytieren " 72, LOX-1

wirkt dadurch regulierend in der Atherogenese.
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1.1.3.3 Thrombozyten in der Atherogenese

Thrombozyten und Endothelzellen aktivieren sich gegenseitig und wirken

4. 9192 Aktivierte Thrombozyten locken durch die

dadurch proatherogen
Freisetzung inflammatorischer Botenstoffe Monozyten und Leukozyten an und

in die Arterienwand ** %® (Abbildung 1).

Thrombaosis Chemotaxis
Tissue Factor MCP-1, MIPl-a
Proteolysis O \ 4

uPA/u PAR& EMMPRIN Inflammation
MMPs TNF-a, IL-8
Cell Differentiation «~ . . Adhesion
to Macrophages & Foam Cells * Mae-1. VLA-4. CD62L
E . z
Adhesion Adh“'onf‘ P— Oxidative
Perchn <+ @iz > ke
Mi — ' - Proteolysis
Migration Adhesion & secretion uPA/uPA-R,
MMPs,

¥

(.‘alh}psin -G

VCAM-1, ICAM-1#— P v e
avp3, E-selectin cytokine-like factors

o . MCP-1, CD40L
Proteolysis Thrombosis
uPA/UPAR, MMPs Tissue Factor, PAI-1

Abbildung 1: Inflammatorische Wechselwirkungen zwischen Thrombozyten und
anderen Zellen.

Thrombozyten treten mit anderen Zellen wie neutrophilen Granulozyten (PMN =
polymorphonuclear neutrophil), Monozyten, Endothelzellen oder endothelialen
Progenitorzellen (EPC = endothelial prgenitor cells) in Wechselwirkung und induzieren
die Freisetzung chemotaktischer und inflammatorischer Zytokine wie Monocyte
Chemoattractant Protein-1 (MCP-1), Macrophage Inflammatory Protein-1a (MIP-1a.),
CD40L (CD40 Ligand), Tumor Nekrose Factor-a. (TNF-a), Interleukin-8 (IL-8), Nuclear
Factor Kappa B (NF«kB), proteolytischer Mediatoren wie Urokinase-Type Plasminogen
Activator (uPA)/Urokinase-Type Plasminogen Activator Receptor (UPAR), Extracellular
Matrix Metalloproteinase Inducer (EMMPRIN), Matrixmetalloproteinase (MMP = Matrix
Metalloproteinase), die Adhasion beglinstigender Botenstoffe wie Very Late Antigen-4
(VLA-4), L-Selectin (CD62L), Macrophage Antigen-1 (Mac-1) und zu Thrombosierung
fuhrender Mediatoren wie Plasminogen Activator Inhibitor-1 (PAI-1) durch diese Zellen.
Dies fuhrt zu Adhasion, Chemotaxis, Migration, Proteolyse, Thrombosierung und sogar
zur Differenzierung zu Makrophagen und Schaumzellen im Rahmen der
Atherogenese. VCAM-1 = Vascular Adhesion Molecule-1, ICAM-1 = Intercellular
Adhesion Molecule-1. Diese Abbildung stammt aus: May AE, Seizer P, Gawaz M:
Platelets: Inflammatory Firebugs of Vasculary Walls. Arterioscler Thromb Vasc Biol
2008;28:55-s10 (Abbildung 2).
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Monozyten differenzieren sich im subendothelialen Raum zu Schaumzellen und
tragen so zur Plaquebildung bei %. Thrombozyten adharieren an intakte
Endothelzellen und verandern deren Phanotyp %, Aktiviertes Endothel besitzt
die Fahigkeit, chemotaktisch Zellen anzulocken, zu binden und proteolytisch
aktiv zu werden * 971% Eine Aktivierung von Endothel kann aber auch durch
infektiose Stimuli, mechanische Belastung, mangelhafte Durchblutung und

entziindliche Prozesse bewirkt werden 3% 1% 106

Eine Verstarkung der
Aktivierung von Thrombozyten im Rahmen der Atherogenese erfolgt durch die
Lipoproteine LDL, VLDL und modifiziertes LDL wie oxLDL, HDL dagegen wirkt
stabilisierend auf die Plattchen und somit protektiv gegen Atherosklerose 0719,
Aus Thrombozyten freigesetzte Lipide kdnnen von anderen Zellen

aufgenommen und verdndert werden 3¢

Thrombozyten konnen wie
Makrophagen, glatte Muskelzellen und Endothelzellen natives LDL oxidativ
verandern und dadurch seine Affinitat zu Scavenger-Rezeptoren erhdhen, die
sie selbst auch exprimieren **. Der CD36-Rezeptor vermittelt die Bindung von
oxLDL an Thrombozyten und ihre Aktivierung, aulerdem stabilisiert er die
Bindung der Thrombozyten untereinander wéhrend der Aggregation " "% 111,
Auch SR-A ist an der Aktivierung von Thrombozyten beteiligt ** ''2. LOX-1 wird
nur von aktivierten Thrombozyten exprimiert. Neben der oxLDL-Bindung kann
LOX-1 auch die Bindung an andere aktivierte Thrombozyten vermitteln und
dient deshalb wahrscheinlich vor allem der Thrombusstabilisierung 3 '3,

Thrombozyten konnen in Monozyten und Makrophagen die Differenzierung zu
Schaumzellen induzieren. Dies erfolgt einerseits Uber die direkte Aufnahme von
Thrombozyten in diese Zellen, andererseits durch Mediatoren vermittelt Uber
ein Wechselspiel der beiden Zelltypen in enger raumlicher Nachbarschaft.
Mediatoren wie inflammatorische Zytokine, Mitogene und Adhasionsmolekule
spielen insgesamt eine wichtige Rolle in der Atherogenese % '*. Die
Phagozytose von Thrombozyten fuhrt zu einer Ablagerung von Lipiden in

Monozyten '

. Makrophagen werden nach Aufnahme von Thrombozyten
aktiviert und zeichnen sich dann durch die Bildung groRer Mengen an TNF-a
und Nitrit aus "*®. Von Trombozyten gebildetes und in o-Granula gespeichertes

APP (platelet-derived amyloid precursor protein) wird in den Makrophagen
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proteolytisch zu B-Amyloid &ahnlichen Substanzen umgewandelt. Die
Phagozytose von Thrombozyten aus APP-knockout-Mausen kann keine
Aktivierung von Makrophagen induzieren, so dass APP und seine modifizierten
Formen fur die Aktivierung von Makrophagen Uber die Phagozytose von
Thrombozyten im Rahmen der Schaumzellbildung verantwortlich sind 3* 116120,

Scavenger-Rezeptoren auf Makrophagen fihren zur Aufnahme von
Thrombozyten einschliel3lich der in ihrem Zytoplasma gespeicherten Stoffe wie
z.B. Lipiden. Brown et al. bewiesen, dass die Thrombozyten von SR-A auf
Makrophagen erkannt und aufgenommen werden. Die bei ihren Experimenten
untersuchten Thrombozyten durchliefen vor ihrer Aufnahme im Rahmen ihres
natlrlichen Alterungsprozesses ein Apoptose-ahnliches Programm, das jedoch
im Unterschied zur Apoptose ohne Caspase-Aktivitat ablauft '2'. Neben SR-A
ist CD36 zusammen mit CD9-positiven Transmembran-Rezeptoren und
Integrinen an der Erkennung von Thrombozyten Uber Scavenger-Rezeptoren
beteiligt ¥ '?°. Die weitere Umwandlung der Thrombozyten im Inneren der
Makrophagen im Laufe ihrer Differenzierung zu Schaumzellen ist noch nicht
genau bekannt 3. Den Prozess der Entwicklung von Schaumzellen durch die
Phagozytose lipidbeladener Thrombozyten bezeichnet man als alternativen
Weg der Schaumzellentstehung ' '8 Aktivierte Makrophagen in
atherosklerotischen Lasionen sind aber auch oft von Thrombozyten umgeben,
ohne diese aufzunehmen. Die Aktivierung der Makrophagen erfolgt hier
Thrombozyten-induziert  Uber  Mediatoren  wie  beispielsweise  den
Gerinnungsfaktor Thrombin, den die Thrombozyten aus ihren Granula
freisetzen, Kollagen oder Arachidonsaure ' ''°. Von aktivierten Thrombozyten
freigesetzter Cholesterinester wird in Form von Lipidtropfen im Inneren von
Makrophagen gespeichert 124, Thrombozyten steigern Uber Mediatoren sowohl

die Bildung als auch die Ablagerung des Cholesterinesters in den Makrophagen
125
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1.1.3.4 CD34"-Progenitorzellen in der Atherogenese

Unsere Arbeitsgruppe konnte nachweisen, dass sich CD34*-Progenitorzellen in
Anwesenheit von Thrombozyten zu Schaumzellen differenzieren kénnen. Ko-
Kulturen aus aktivierten Thrombozyten und CD34"-Progenitorzellen wurden
inkubiert und die entstandenen Zellen Uber den Nachweis der entsprechenden
fur Schaumzellen typischen Eigenschaften wie z.B. der Expression des
Scavenger-Rezeptors CD68 als Schaumzellen identifiziert. Mit oxLDL
vorinkubierte Thrombozyten dienten als Lipidtransporter fiir die aus CD34"-
Progenitorzellen entstandenen Makrophagen. CD34"-Progenitorzellen wirken
damit in Anwesenheit von Thrombozyten proatherogen 3% ' CD34*-
Progenitorzellen stellen ein Reservoir flr die Regeneration von geschadigten
Endothelzellen in Gefallwanden wund von Infarktarealen dar. Der
Oberflachenmarker CD34 wird dabei in allen Entwicklungsstadien von der
wenig differenzierten hamapoetischen Stammzelle bis zur reifen Endothelzelle
exprimiert ¥, CD34*-Zellen kdénnen sich im Blutstrom frei bewegen und auf
Signale ischamischer Gewebebereiche oder verletzter Endothelzellen in die
entsprechenden Gebiete einwandern und dort deren Erneuerung sowie durch
Neovaskularisation eine verbesserte Perfusion geschadigter Gewebsareale
bewirken. Mittlerweile sind vor allem die Funktionen der endothelialen
Progenitorzellen in diesem Zusammenhang genauer erforscht worden. Dabei
wurde festgestellt, dass Patienten mit erhéhtem kardiovaskularem Risiko wie
beispielsweise bei Vorliegen von Dyslipidamie Uber weniger endotheliale
Progenitorzellen verfligen als Patienten nach akuten Myokardinfarkten, was die
regenerierende Funktion der Progenitorzellen bei Krankheiten des

127138 |m Blut zirkulierende

Herzkreislaufsystems wahrscheinlich macht
Progenitorzellen konnen nach ihrer Differenzierung zu Endothelzellen die
geschadigten Zellen in arteriellen Wanden ersetzen und verzégern dadurch die
Entwicklung atherosklerotischer Plaques, fur deren Entstehung dysfunktionelles
Endothel die zentrale Voraussetzung darstellt 3% '3 10 Endotheliale
Progenitorzellen sind aber auch an der Bildung einer Neointima im Prozess der

Atherogenese und an der Vaskularisation atherosklerotischer Plaques
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t % vaskuldre Progenitorzellen werden Thrombozyten-induziert

beteilig
mittels eines Wachstumsfaktors in vitro zu glatten Muskelzellen, was wiederum
die atherosklerotische Arterienwandverdickung unterstutzen konnte 144,

Ob Progenitorzellen pro- oder antiatherogene Funktionen erfillen, scheint von
bisher nicht genau bekannten Faktoren abzuhangen. Moglicherweise fungieren
Thrombozyten als Schalter zwischen Regeneration und Progression der

Atherosklerose durch CD34"-Progenitorzellen.

1.2 Hypothese und Fragestellung

1.2.1 Hypothese

Dieser Arbeit liegt die Hypothese zugrunde, dass Scavenger-Rezeptoren eine
wichtige Rolle in der Thrombozyten-induzierten Entwicklung von Schaumzellen

aus Monozyten und CD34"-Progenitorzellen spielen.

1.2.2 Fragestellung

Der Einfluss der Scavenger-Rezeptoren auf die durch Thrombozyten vermittelte
Bildung von Schaumzellen aus CD34"-Progenitorzellen und Monozyten wurde
anhand einer zweiteiligen Fragestellung untersucht:

1. FUhrt eine Antikdrper-Blockade der Scavenger-Rezeptoren CD36 und

MSR-A zur Hemmung der Schaumzellbildung in Ko-Kulturen mit CD34"-
Progenitorzellen und nativen Thrombozyten sowie Monozyten und nativen
Thrombozyten?

2. Nimmt die Aufnahme lipidbeladener Thrombozyten durch Schaumzellen
durch eine Antikérper-Blockade von CD36- und MSR-A-Rezeptoren ab?

12
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2. Material und Methoden

2.1 Material

211 Gerate

Begasungsbrutschranke

Durchflusszytometer (FACSCalibur)

Fluoreszenz- und Lichtmikroskop

Hybridisierungsofen

Magnetruhrer

Magnetseparationssystem VarioMACS

Pipettierhilfen (pipetboy acu)
Pipetten

Spannungsgerate
Sterilbanke

Thermomixer

Vortex (Vortex-Genie 2)
Waage

Zentrifugen

Zellzahlgerat

Sanyo (Bad Nenndorf)

Becton Dickinson
(Franklin Lakes, USA)

Zeiss (Gottingen)
(Axiovert 200)

Amersham Biosciences
(Minchen)

Janker + Kunkel (Staufen)

Miltenyi Biotech (Bergisch-
Gladbach)

Brand (Wertheim)
Eppendorf (Hamburg)
Gibco (Karlsruhe)

Kendro (Hanau)
Eppendorf (Hamburg)
Janker + Kunkel (Staufen)
Santorius (Gdéttingen)

Eppendorf (Hamburg),
Heraeus (Hanau)

Sysmex (Norderstedt)
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2.1.2 Fur die Zellkultur verwendete Losungen

IMDM-Grundmedium IMDM-Medium mit Glutamax
(Invitrogen)
5% (v/iv) FCS
1% (v/iv) MEM n/e Aminosauren
(Invitrogen)
1 % (v/v) MEM-Vitamines
(Invitrogen)
100 1.U./ml Penicillin
100 pg/ml Streptomycin

Monozytenmedium VLE RPMI 1640 Medium
(Invitrogen)
10 % (v/v) FCS (extrem niedriger
Endotoxingehalt)
100 1.U./ml Penicillin
100 pg/ml Streptomycin

RPMI-Grundmedium RPMI 1640 mit NaHCO3 (0,195%)
Glutamax-1,25 mH HEPES
(Invitrogen) 10 % (v/v) FCS
100 I.U./ml Penicillin
100 pg/ml Streptomycin

RPMI-Vollmedium RPMI 1640 Grundmedium 1 %
(v/v) MEM n/e Aminosauren
1 % (v/v) MEM Na-Pyruvat
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21.3 Pufferlésungen und weitere Losungen

ACD (acidum citridum)

FACS-Fixierlosung

HBSS

HF-Puffer

Paraformaldehyd 1 %

Tyrodes 10 x

Tyrodes pH 7,4 + 0,1 % BSA/Glukose

Tyrodes pH 6,5 + 0,1 % BSA/Glukose

15

20 g/l D-(+)-Glukose

25 g/l Natriumcitrat

13,64 g/l Zitronensaure

in Aqua bidest.

mit NaOH auf pH 4,69 einstellen
sterilfiltrieren und bei 4°C
aufbewahren

0,5 % (v/v) Paraformaldehyd in
99 % (v/v) PBS Dulbecco’s

Hank’s Balanced Salt Solution
(HBSS) mit NaHCO3; ohne
Phenolrot, Kalziumchlorid und
Magnesiumsulfat (Sigma-Aldrich)

100 ml HBSS 10 x

2% FCS

10 MM HEPES 1 M

1 % Penicillin/Streptomycin
in 1000 ml Aqua bidest. steril

5 g Paraformaldehyd

500 ml PBS

40 ul 10 N NaOH

Erwarmen bei 65 °C, bis Losung
klar wird, einstellen auf pH 7,4,
filtrieren (0,2 ym Filter),

bei — 20°C lagern oder bei 4 °C
fur 1 Woche

80 g NaCl

10,15 g NaHCO;

1,95 g KCI in Aqua bidest.
sterilfiltrieren, bei 4 °C lagern

0,1 g BSA

0,1 g D-(+)-Glukose

10 ml Tyrodes 10 x

90 ml Aqua bidest

mit HEPES auf pH 7,4 einstellen

80 ml Tyrodes pH 7,4
+ 0,1 g BSA/Glukose
mit 1 M HCI auf pH 6,5 einstellen
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21.4 Antikorper

Anti Human Macrophage Scavenger Trans genic Inc. (Japan)
Receptor (MSR-A: CD204)
Monoclonal Antibody, Clone SRA-ES

FITC Mouse IgG+k Isotype Control, Becton Dickinson (BD)
Clone MOPC-21

Goat Anti-Mouse Alexa 488 Invitrogen (Karlsruhe)
Molecular Probes A11029

Monoclonal Antibody to Human LOX-1 Cell Sciences

Clone 23C11 (Canton, MA 02021, USA)
Monoclonal Antibody CD36 Immunotech

Clone FA6-152 (Marseille, Frankreich)
Monoclonal Mouse Anti-Human DakoCytomation (Hamburg)

CD68/FITC, Clone KP1

Mouse IgG, Isotype Control, Low endotoxin, Southern Biotech
Azide-Free, Clone 15H6 (Birmingham, AL, USA)

Polyclonal Rabbit Anti-Rat Ig/biotinyliert DakoCytomation (Hamburg)

2.1.5 Materialien fiir die Zellkultur

Biocoll (Separation Solution) Biochrom (Berlin)
Bovines Serum Albumin (BSA) Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
BSA (essentially fatty acid free) Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
D-Phospate Buffered Saline (PBS) Invitrogen (Karlsruhe)
Ethanol (96 %) Merck (Schwalbach)
Ethanol absolut Merck (Schwalbach)
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
FACS-Flow Becton Dickinson (BD)
(Heidelberg)
Fluorescent Mounting Medium DakoCytomation (Hamburg)
Ficoll-Paque (1,077 g/ml) GE Healthcare (Minchen)
Formaldehyd (36-38 %, aq.) Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Fotales Kalberserum (FCS) Invitrogen (Karlsruhe)

FCS mit extrem niedrigem Endotoxingehalt Clonetics (San Diego, USA)
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Gentamycin (500 x; 20 ml =1 g)
Gelatine (10 mg/ml)
D-(+)-Glukose

L-Glutamin (200 mM)

Glycin

HBSS

Heparin

HEPES (1 M Pufferldsung)

N-[2-Hydroxyethyl]-piperazin-
N’-[2-ethansulfonsaure] (HEPES)

Kaliumchlorid
Kalziumchlorid

Methanol

Natriumcitrat
Natriumhydrogencarbonat
Natronlauge
Paraformaldehyd

Penicillin/Streptomycin-Losung (100 x konz.)
PBS Dulbecco’s ohne Ca®* und Mg?*

Rinderserumalbumin

Salzsaure (1M)
Schwefelsaure (H,SO4) 1M

Triton X-100 (t-Octylphenooxypoly-
ethoxyethanol)

Trypanblau

Trypsin/EDTA-L6sung (0,25 %/1mM)

Zitronensaure

Roche (Basel, Schweiz)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Merck (Schwalbach)

ICN Biomedicals (Eschwege)
AppliChem (Darmstadt)
Invitrogen (Karlsruhe)

B. Braun (Melsungen)
Invitrogen (Karlsruhe)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

Merck (Schwalbach)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Merck (Schwalbach)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
AppliChem (Darmstadt)
Merck (Schwalbach)
AppliChem (Darmstadt)
Invitrogen (Karlsruhe)
Invitrogen (Karlsruhe)

Roche (Basel, Schweiz)
(BSA; 100 mg/ml in IMDM)

Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Roth (Karlsruhe)
Sigma-Aldrich (Steinheim)

Invitrogen (Karlsruhe)
Invitrogen (Karlsruhe)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

2.1.5.1 Fir die Fluoreszenzmarkierung verwendete Chemikalien

1,1’-Dioctadecyl-3,3,3",3"-

Bio Trend (Kaln)

tetramethylindocarbocyanine-labeled
Acetylated Low Density Lipoprotein
(Dil-AcLDL )

(Lipoprotein Low Density,
acetylated human)
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Quinacrine dihydrochloride (mepacrine)

DAPI (4°,6-Diamidino-2-Phenylindole
Dihydrochloride)

2.1.6 Kit fiir die CD34"-Isolation

CD34" Progenitor Cell Isolation Kit

2.1.7 \Weitere Materialien

Blutabnahmebeutel

CPDA-Monovetten

Einmalspritzen, steril, 1 ml, 10 ml, 20 ml
Gelatinegel (10%)
Gewebekulturplatten, 96-well,

Gewebekulturplatten, 6- und 24-well,

Gewebekulturschalen, 10 cm Durchmesser
Kanilen 20 G 172 0,9 x 40 mm

LS+, Large Cell
(Magnetseparationssaulen)

Petrischalen 35/10 mm, 94/16 mm

Pipetten, steril,
50ml, 25 ml, 10 ml, 5 ml, 2 ml

Pipettenspitzen

Reaktionsgefale 1,5 ml, 2,0 ml

Sterilfilter 0,22 pym, Millex
Zellkulturflaschen 12,5 cm?, 25 cm?, 75 cm?
Zellsiebe 100 um, Nylon
Zentrifugenréhrchen 15 ml, 50 ml
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Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Sigma-Aldrich (Steinheim)

Miltenyi Biotec
(Bergisch Gladbach)

Fresenius Biotech (Bad Homburg)
Sarstedt (NUmbrecht)
B. Braun (Melsungen)
Invitrogen (Karlsruhe)

Nunc (Roskilde, Danemark)
flacher Boden

BD Falcon, (Franklin Lakes, USA)
flacher Boden

Greiner (Flacht)

BD Microlance
(Franklin Lakes, USA)

Miltenyi Biotec
(Bergisch Gladbach)

Greiner (Flacht)

BD Falcon
(Franklin Lakes, USA)

Greiner (Flacht)

Eppendorf (Hamburg)

Millipore (Billerica, USA)

BD Falcon (Franklin Lakes, USA)
BD Falcon (Franklin Lakes, USA)
Greiner (Flacht)
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2.2 Methoden
2.21 Isolierung von Zellen

2.2.1.1 Isolierung humaner Thrombozyten

20 ml vendses Blut von gesunden Spendern wurden jeweils in Spritzen mit 4 ml
Azid-Zitrat-Dextrose-Puffer enthommen. Aus den Spritzen wurden je 10 ml
vorsichtig in 15 ml Réhrchen Uberflhrt, um die Thrombozyten nicht zu aktivieren
und diese bei 430 x g fur 20 Minuten (min) ohne Bremse zentrifugiert. Je 10 ml
plattchenreiches Plasma (PRP) wurden mit einer Pipette in ein 50 ml Réhrchen
uberfuhrt, mit Tyrodes-HEPES-Puffer (pH 6,5) auf 35 ml verdinnt und bei 900 x
g fir 10 min mit Bremse zentrifugiert. Nach Entfernung des Uberstandes mittels
einer Pipette wurde das entstandene Pellet mit Tyrodes-HEPES-Puffer (pH 6,5
und pH 7,5 im Verhdltnis 1:1) gelost. Von der entstandenen
Thrombozytensuspension wurden 20 pl mit 180 ul Tyrodes-HEPES-Puffer (pH
7,4) in Eppendorf-Gefalle (1:10 Verdunnung) fir die Bestimmung der

Thrombozytenzahl pro ml im Zellzéhlgerat resuspendiert 126 142,

2.2.1.2 lIsolierung humaner Monozyten

Die Monozyten-Isolierung erfolgte mittels Ficoll-Dichtegradienten-Zentrifugation.
Vendses Blut gesunder Spender wurde in CPDA-Monovetten entnommen und
unter Bildung von zwei Phasen langsam in mit 25 ml Ficoll Paque vorbeladene
50 ml Réhrchen Uberfuhrt und bei 600 x g fur 17 min ohne Bremse zentrifugiert.
Die weillich-triibe Zwischenschicht wurde mit PBS aufgefillt und bei 720 x g fur
10 min mit Bremse zentrifugiert. Dann wurde der Uberstand entfernt und der
Waschvorgang wiederholt. Die dadurch gewonnenen Zellen im Pellet wurden in
2 ml RPMI 1640 Medium (+ 10 % FCS, + 100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml
Streptomycin) resuspendiert und Gber Nacht mit RPMI 1640 Medium in 6-Loch-
Platten bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Am nachsten Tag wurde das

Medium mit den sich darin befindenden nicht adharenten Lymphozyten entfernt.
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Jedes Loch in der Loch-Platte wurde mit 1 ml PBS dreimal steril gewaschen.
Um die am Boden adharenten Monozyten abzulésen, wurde nach Zugabe von
jeweils 500 pl Trypsin (0,25 %/1 mM) pro Loch resuspendiert. Die
Zellsuspension mit dem Trypsin wurde in einem 50 ml Réhrchen mit RPMI
Medium (+ 20 % humanes Serum) gesammelt. Die Zellsuspension mit dem
Trypsin wurde anschlieRend mit RPMI 1640 Medium (+ 20 % humanes Serum)
bei 720 x g fir 10 min zentrifugiert, das Pellet wieder mit 2 ml RPMI 1640
Medium (+ 20 % humanes Serum) resuspendiert. AnschlieBend wurde die
Monozytenzahl in einer Neubauer-Zahlkammer gezahlt. Die Ko-Kultivierung der
Monozyten mit Thrombozyten erfolgte analog der Ko-Kultivierung von CD34"-

Progenitorzellen mit Thrombozyten in 96-Lochplatten ™°.

2.2.1.3 Isolierung humaner CD34"-Progenitorzellen

Die Isolierung von CD34"-Progenitorzellen wurde von der Ethik-Kommission der
Universitat Tdbingen und der Universitat Stuttgart (Projekt-Nr. 76/2005)
genehmigt. Das dabei verwendete Nabelschnurblut war maximal 12 Stunden
alt. Heparin oder Zitrat Phosphat Dextrose (CPD) verhinderten seine
Gerinnung. Es erfolgte eine Dichtegradientenzentrifugation Uber Biocoll bei 600
x g fur 15 min. Durch ein MACS-System (Magnetic Activated Cell Sorting)
wurden mittels CD34" Cell Isolation Kit CD34-exprimierende Zellen isoliert.
CD34" MicroBeads fiihrten zu einer direkten magnetischen Markierung der
CD34"-Progenitorzellen. Die in einem magnetischen Feld positive Vario-MACS-
Separationssaule (LS+) wurde mit einer Pufferldsung gespult, anschlielend
wurde die Zellsuspension auf die Saule gegeben. Die Saule und die aufgrund
der magnetischen Markierung mittels MicroBeads an ihr haftenden CD34"-
Zellen wurden aufierhalb des Magnetbereichs in zwei Vorgangen mit einer

Pufferldsung aus der Saule gesplilt 1% 1%,
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2.2.2 Ko-Kultivierung von Monozyten und CD34"-Progenitorzellen mit
Thrombozyten

Es wurden zwei Arten von Ko-Kulturen verwendet: Ko-Kulturen mit CD34"-
Progenitorzellen und Thrombozyten sowie Ko-Kulturen mit Monozyten und
Thrombozyten.

Die Ko-Kultivierung erfolgte in 96-Lochplatten. Um das Anhaften der CD34"-
Progenitorzellen an die Oberflache der Lochplatten zu ermdglichen, wurden die
Platten mit ca. 50 pl Gelatine (0,2 %) bedeckt und fir 10 min bei 37 °C
inkubiert. Danach wurde die Gelatine komplett abgesaugt. Fur die Ko-Kultur von
CD34"-Progenitorzellen mit Thrombozyten wurden die CD34%-Zellen mit
Tyrodes-HEPES-Puffer (pH 7,4) auf 3,3 x 10°/ml eingestellt. Davon wurden

150 pl mit jeweils 50 ul Thrombozyten 8 x 10%/ml in jedes Loch der 96-Loch-
Platte gegeben und in IMDM-Medium bei 37 °C ko-kultiviert.

FUr die Monozyten-Thrombozyten-Ko-Kulturen wurden 150 pl Monozyten
(Konzentration 3,3 x 10°/ml) mit 50 ul Thrombozyten (Konzentration 8 x 10%/ml)
pro Loch in RPMI-Medium (+ 20 % humanes Serum) bei 37 °C ko-kultiviert. Die
Ko-Kultivierung dauerte 7 bis 15 Tage. In dieser Zeit fand kein Mediumwechsel

statt 14,

2.2.3 Mikroskopie und Markierung von Zellen

2.2.3.1 Lichtmikroskopie

Innerhalb von sechs bis acht Tagen entwickelten sich in den Ko-Kulturen aus
Monozyten bzw. CD34*-Progenitorzellen und Thrombozyten Schaumzellen.

Diese wurden alle zwei Tage im Lichtmikroskop unter 20-facher Vergrélierung
ausgezahlt, um einen quantitativen Vergleich der in den verschiedenen Lochern
der 96-Lochplatten entstandenen Schaumzellen zu erhalten und mit der
Farbkamera AxioCam MRc5 fotografiert. Um die Schaumzellzahl in den
einzelnen Lochern zu ermitteln, wurde ein Objektivnetz mit einer Flache von

156,25 mm? verwendet. Dieses war in 16 gleich groRe Quadrate unterteilt.
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Eine Zelle wurde dann als Schaumzelle betrachtet, wenn ihre Flache
mindestens so grof3 wie ein Viertel der Flache eines der 16 Quadrate im Netz
war, eine runde Form aufwies und ihr Zytoplasma gleichmaRig ,schaumig®, also

wie von kleinen Kérnern durchsetzt, aussah (Abbildung 2).

Abbildung 2: Schaumzellen bei 20-facher VergroBerung im Lichtmikroskop.

Die entstandenen Schaumzellen wurden in jedem Loch in acht verschiedenen
Feldern ausgezahlt und daraus der Mittelwert der Schaumzellen pro Loch

berechnet.

2.2.3.2 Immunfluoreszenzfarbung von Schaumzellen

Schaumzellen, die in Ko-Kulturen aus CD34"-Progenitorzellen und nativen
Thrombozyten entstanden waren, wurden mit dem Kernfarbstoff DAPI gefarbt,
sodass die Schaumzellen im Immunfluoreszenzmikroskop aufgrund der roten
Fluoreszenz ihrer mit DAPI gefarbten Kerne als rot fluoreszierende runde Zellen
erschienen. Durch Bindung des grun fluoreszierenden anti-CD68-FITC-
Antikérpers an den CD68-Rezeptor der Schaumzellen sollte der fur
Schaumzellen typische Rezeptor CD68 immunfluoreszenzmikroskopisch
nachgewiesen werden. Die Schaumzellen wurden mit PBS gewaschen und zur
Fixierung fur 20 min mit 2% Formaldehyd in destilliertem Wasser (Aqua dest.)
inkubiert. AnschlieRend erfolgten Waschschritte mit 2% Glycin in PBS (2x) und
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PBS (1x). Um die Permeabilitdt der Zellen fur die Farbstoffe zu erhdhen,
wurden sie far 15 min mit 0,2% Triton-X 100 inkubiert und anschlie®end mit
PBS gewaschen. Nach einer Blockierung durch Inkubation mit 3% BSA in PBS
fur 20 min wurden die Zellen erneut mit PBS gewaschen. Die Zellen wurden fir
eine Stunde bei Raumtemperatur mit dem anti-CD68-FITC-Antikorper (100 pl
pro Million Schaumzellen) inkubiert und mit PBS gewaschen. Sie wurden
danach fir eine Stunde mit dem Sekundarantikbrper Alexa Fluor 488
(Verdinnung 1:200 in PBS) als Negativkontrolle inkubiert und zwei mal mit PBS
gewaschen. Anschliellend erfolgte die Kernfarbung mit dem Farbstoff DAPI,
welcher in einer Verdinnung mit PBS von 1:3000 zugegeben wurde. Nach drei
min erfolgte ein letzter Waschschritt mit PBS. Nach der Farbung wurden die

Proben mit Fluorescent Mounting Medium eingedeckelt.

2.2.3.3 Markierung und Beladung von Thrombozyten fir die
Immunfluoreszenzmikroskopie und die Durchflusszytometrie

Um nachzuweisen, dass lipidbeladene Thrombozyten durch Schaumzellen
phagozytiert werden und dies mittels Durchflusszytometrie  und
Immunfluoreszenzmikroskopie darzustellen, wurden Thrombozyten mit Dil-
AcLDL und Mepacrine beladen und Fluoreszenz-markiert. FUr die Markierung
wurden die Thrombozyten mit Tyrodes-HEPES-Puffer (pH 7,4) auf 2 x 10"/ml
eingestellt und jeweils 100 pl davon mit 4 pl Dil-AcLDL (2 pg/ml) und 4 ul
Mepacrine (2 pM) oder nur mit 4 ul Dil-AcLDL (2 ug/ml) fur vier Stunden in
sterilen FACS-Roéhrchen bei 37 °C bei Dunkelheit und unter Rotation in einem
Hybridisierungsofen inkubiert. Danach wurden sie mit je 3 ml Tyrodes-HEPES-
Puffer (pH 7,4) pro FACS-Rohrchen bei 560 x g fur 5 min zentrifugiert und nach
Abkippen wurde dieser Waschschritt wiederholt. Dadurch sollte das nicht von
den Thrombozyten aufgenommene, freie Dil-AcLDL und Mepacrine entfernt
werden. 50 pl der so markierten Thrombozyten wurden in jedes Loch der
entsprechenden Ko-Kultur zugegeben. Nach frihestens acht Stunden erfolgte
die Immunfluoreszenzmikroskopie, nach durchschnittlich 48 Stunden die

durchflusszytometrische Analyse *°.
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2.2.3.4 Immunfluoreszenzmikroskopie

Bei der Darstellung der Phagozytose von Thrombozyten durch Schaumzellen
mittels Immunfluoreszenzmikroskopie wurden mehrdimensionale Aufnahmen
gemacht. Damit die optimale Leistung der Fluoreszenzlampe gewahrleistet war,
musste diese 20 min vor Beginn der Fluoreszenzaufnahmen eingeschaltet
werden. Zunachst erfolgte eine schwarz-weile Kontrollaufnahme der Ko-
Kulturen im  Durchlicht unter 20-facher Vergrolerung und ohne
Fluoreszenzanregung. Dann wurde die Durchlicht-Beleuchtung am Mikroskop
ausgeschaltet und die Fluorochrome in den Thrombozyten wurden durch den
von der Fluoreszenzlampe emittierten Laser angeregt. Mit dem FITC-Filter
wurden die nach Aufnahme Mepacrine-markierter Thrombozyten grin
fluoreszierenden Schaumzellen aufgenommen, mit dem Rhodamine-Filter die
nach Aufnahme Dil-AcLDL-beladener Thrombozyten rot fluoreszierenden

Schaumzellen. AnschlieRend (iberlagerte man die Bilder der drei Kanale '°.

2.24 Analyse von Zellen mittels Durchflusszytometrie

2.2.4.1 Prinzip der Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ermdglicht innerhalb eines sehr kurzen Zeitraumes
die Untersuchung einer sehr groRen Anzahl von Zellen. Die Zellen werden
mittels eines Laserstrahls einzeln erfasst und analysiert. Das vom Laser
ausgesandte Licht wird von einer Fokussierungslinse gebundelt und danach
von den Zellen in der Messkuvette gestreut. Durch nach vorne abgelenkte
Strahlen, die auch als Vorwartsstreulicht oder Forwardscatter (FSC) bezeichnet
werden, wird die GrolRe der Zellen ermittelt. In einem 90°-Winkel seitlich
abgelenkte Strahlen, das sogenannte Seitwartsstreulicht oder Sidescatter
(SSC), dienen der Erfassung der Zellgranularitat.

Daruber hinaus konnen Zellen mit Antikorpern gegen bestimmte Zellstrukturen
markiert werden. Diese Antikorper kdnnen mit einem Fluoreszenzfarbstoff

gekoppelt sein (direkte Markierung) oder Uber einen fluoreszenzgekoppelten
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Sekundarantikérper (indirekte Markierung) nachgewiesen werden. Die
Fluoreszenzfarbstoffe nehmen einen Teil der Lichtenergie des auftreffenden
Laserstrahls auf und emittieren Fluoreszenzlicht einer héheren Wellenlange.
Um dieses Fluoreszenzlicht spezifisch und sensitiv erfassen zu kénnen, sind
verschiedene optische Filter notwendig, die moglichst viel emittiertes Licht eines
entsprechenden Fluoreszenzfarbstoffes passieren lassen, dabei aber

Fluoreszenzlicht anderer Farbstoffe moglichst stark ausblenden 146,

2.2.4.2 Vorbereitung und Messung von Zellen aus den CD34"-
Progenitorzellen/Monozyten-Thrombozyten-Ko-Kulturen am
FACS-Gerat

Um die Phagozytose von mit acLDL beladenen Thrombozyten durch
Schaumzellen durchflusszytometrisch zu untersuchen, wurden auf sieben bis
neun Tage alte Ko-Kulturen mit Dil-AcLDL und Mepacrine markierte und
beladene Thrombozyten zugegeben und fur durchschnittlich 48 Stunden bei 37
°C im Brutschrank inkubiert. Zur Losung der Schaumzellen wurde nach
Abziehen des Uberstandes jedes Loch mit PBS gesplilt. Die Spuilfliissigkeit
wurde in FACS-Réhrchen mit RPMI-Medium mit 10 % FCS gesammelt. Nach
Inkubation mit Trypsin bei Dunkelheit fur wenige min wurden die Zellen unter
Resuspendieren vorsichtig aus der Loch-Platte geldst und in die FACS-
Rohrchen mit aufgenommen. Nach Zentrifugation bei 500 x g fur 5 min wurden
die Zellen mit PFA (0,5 %) fixiert. Fur die quantitative Ermittlung der
Phagozytoseaktivitat der Schaumzellen wurde im FL1-Kanal die
Fluoreszenzintensitat von Mepacrine, im FL2-Kanal die Fluoreszenzintensitat

145 AuRerdem wurden Ko-Kulturen aus

von Dil-AcLDL gemessen
Monozyten/CD34"-Progenitorzellen und Thrombozyten analog aus den
Lochplatten gel6st und fir 30 min bei Dunkelheit mit anti-CD68 FITC, anti-CD36
FITC und anti-MauslgGy FITC markiert. Durch Messung der
Fluoreszenzintensitat der direkt mit FITC markierten Antikbrper gegen die flr
Schaumzellen spezifischen Scavenger-Rezeptoren CD68 und CD36 wurden die

Schaumzellen identifiziert und quantitativ untersucht ™°.
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2.2.4.3 Durchfihrung der Messungen

Die durchflusszytometrischen Messungen wurden am FACSCalibur der
Neurologischen Klinik (Prof. Dr. A. Melms) und des Labors fir
Immunphanotypisierung der Medizinischen Kilinik [l (Prof. Dr. R. M®ohle)
durchgefuhrt.

Bei der Messung wurden positive Ereignisse prozentual Uber zweidimensionale
Punktwolken (,dot plots“) dargestellt, bei denen die Parameter GroRe und
Granularitat gegeneinander aufgetragen waren. Fur die Darstellung der
Fluoreszenzintensitaten in den Histogrammen, in denen die Starke des
Fluoreszenzsignals gegen die Anzahl der Ereignisse aufgetragen wird, wurden
die mittleren Fluoreszenzintensitaten relativ im Vergleich zum Kontroll-
Antikorper dargestellt. In jeder Messung wurden 10 000 Zellen analysiert.
Negativkontrollen mit Fluoreszenzfarbstoff-markierten, unspezifischen
Antikdrpern desselben Isotyps wurden in den Messungen mitgefihrt. Die
Eigenfluoreszenz der Zellen wurde untersucht, indem man Messungen

ungefarbter Ansatze durchfiihrte "°.

2.2.5 Statistische Auswertung

Fir die statistische Auswertung wurde der Student-t-Test verwendet.

Mittelwerte aus jeweils drei bis vier unabhangigen Versuchen wurden mit
positiver und negativer Standardabweichung angegeben. Ein p-Wert < 0,05
zeigte dabei, dass die Unterschiede zwischen den verschiedenen

Ergebniswerten signifikant waren.
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3. Ergebnisse

3.1 Induktion der Schaumzellbildung aus CD34"-Progenitorzellen durch
Thrombozyten

Unsere Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass sich CD34"-Progenitorzellen durch
native Thrombozyten induziert zu Schaumzellen entwickeln 3% 1%
Schaumzellen zeichnen sich durch ein granulares, ,schaumig® wirkendes
Zytoplasma und eine lichtmikroskopisch sehr rund erscheinende Form aus, sind
deutlich gréRer als undifferenzierte CD34"-Progenitorzellen und exprimieren
den fur Schaumzellen typischen Oberflachenmarker CD68 (Abbildung 3 und 4).
Die Ko-Kultivierung von CD34*-Progenitorzellen (Konzentration 3,3 x 10%ml)
mit nativen Thrombozyten (Konzentration 8 x 10%/ml) bei 37 °C fiihrte in dieser
Arbeit innerhalb von sieben Tagen zur Entstehung von lichtmikrospkopisch
nachweisbaren Schaumzellen (Abbildung 3) und bestatigte damit diese

Ergebnisse. Im zeitlichen Verlauf wurden diese groRer und zahlreicher.

Abbildung 3: Schaumzellen, die sich aus CD34*-Progenitorzellen durch native
Thrombozyten induziert innerhalb von 15 Tagen entwickelt haben.

Um nachzuweisen, dass die aus den CD34*-Prognitorzellen und nativen
Thrombozyten entstandenen Zellen Schaumzellen sind, welche CDG68 als
typischen Schaumzellmarker exprimieren, wurde ein anti-CD68-FITC-Antikdrper
zugegeben. Dieser Antikorper bindet an den CD68-Rezeptor der Schaumzellen
und leuchtet durch die direkte Markierung mit dem Fluoreszenzfarbstoff FITC

27



Ergebnisse

immunfluoreszenzmikroskopisch grin. Eine griine Fluoreszenz von Zellen weist
somit immunfluoreszenzmikroskopisch nach, dass es sich um Schaumzellen
handelt. Als Negativkontrolle wurde der Sekundarantikorper Alexa Fluor 488
verwendet, welcher immunfluoreszenzmikroskopisch ebenfalls grin fluoresziert.
Die Schaumzellen wurden aul3erdem mit dem rot fluoreszierenden Farbstoff
DAPI gefarbt, sodass die Kerne der Zellen im Immunfluoreszenzmikroskop rot

erschienen (Abbildung 4).

a?tl CD&IT&unU’DAPI » Negativkontrolle.und DAPI

Abbildung 4: Die in den Ko-Kulturen mit CD34*-Progenitorzellen und nativen
Thrombozyten entstandenen Schaumzellen wurden durch den Nachweis des fiir
Schaumzellen typischen Oberfachenmarkers CD68 in der
Immunfluoreszenzmikroskopie als Schaumzellen identifiziert.

Der grun fluoreszierende anti-CD68-FITC-Antikérper bindet an den CD68-Rezeptor der
Schaumzellen, sodass eine grine Immunfluoreszenz der Zellen die Expression von
CD68 nachweist. Die Zellkerne wurden mit dem rot fluoreszierenden Kernfarbstoff
DAPI gefarbt. Als Negativkontrolle wurde Alexa Fluor 488 verwendet.

3.2 Induktion der Schaumzellbildung aus Monozyten durch
Thrombozyten

Monozyten durchlaufen im Rahmen ihres Differenzierungsprozesses zu
Schaumzellen eine Reihe von Veranderungen. Lipidbeladene Thrombozyten
werden von Monozyten phagozytiert und fuhren zu einer Lipidakkumulation in
deren Zytoplasma "5 Native Thrombozyten kénnen in vitro eine Zunahme der
Granularitat und GroRRe von Monozyten bewirken und somit die Entwicklung von

Schaumzellen induzieren '%°.
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3.2.1 Etablierung der Methode der Thrombozyten-induzierten
Schaumzellentwicklung aus Monozyten

Ausgehend von diesen Beobachtungen wurden Monozyten (Konzentration 3,3 x
10°/ml) mit Thrombozyten (Konzentration 8 x 10%/ml) bei 37 °C ko-inkubiert, um
eine Entwicklung von Schaumzellen zu induzieren. Die morphologischen
Veranderungen der Monozyten im zeitlichen Verlauf wurden lichtmikroskopisch
erfasst. Nach sieben Tagen waren lichtmikropskopisch Schaumzellen
nachweisbar, ihre Anzahl und GréRe nahm im zeitlichen Verlauf bis Tag 15 zu
(Abbildung 5).

Abbildung 5: Schaumzellen, die sich innerhalb von 15 Tagen Thrombozyten-
induziert aus Monozyten entwickelt haben.

3.3. Inhibition der Thrombozyten-induzierten Entwicklung von

Schaumzellen aus CD34"-Progenitorzellen

Scavenger-Rezeptoren spielen eine wichtige Rolle bei der Entwicklung von
Schaumzellen Uber den klassischen Weg durch die Aufnahme modifizierter
Lipoproteine in Monozyten und Makrophagen. CD36 und MSR-A sind
mafgeblich an der Phagozytose von AcLDL und oxLDL in Makrophagen und an
der daraus resultierenden Differenzierung dieser Zellen zu Schaumzellen
beteiligt > 1> 3 %° LOX-1 tragt tber die Bindung und Aufnahme von OxLDL

ebenfalls zur Entwicklung von Schaumzellen bei % ®°. Schaumzellen entstehen
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aulRerdem durch die Aufnahme lipidbeladener Thrombozyten, diesen Prozess
bezeichnet man als alternativen Weg der Schaumzellentwicklung "' '8,

In den bisher durchgeflhrten Experimenten wurden vor allem die Funktionen
der Scavenger-Rezeptoren CD36, MSR-A und LOX-1 im klassischen Weg der
Schaumzellbildung erforscht. AuRerdem wurden Versuche durchgefuhrt, welche
die Aufnahme apoptotischer Thrombozyten Uber Scavenger-Rezeptoren
untersuchten '¥'"'2. Die im Folgenden beschriebene Versuchsreihe soll im
Gegensatz dazu die Beteiligung der Scavenger-Rezeptoren an der alternativen
Schaumzellentwicklung durch lipidbeladene Thrombozyten untersuchen.

In dieser Reihe wurden Ko-Kulturen mit CD34"-Progenitorzellen und
Thrombozyten unter Zugabe blockierender Antikdrper gegen die Scavenger-
Rezeptoren CD36, MSR-A und LOX-1 bei 37 °C fir 15 Tage inkubiert. Die
Konzentration der CD34'-Progenitorzellen betrug 3,3 x 10°ml, die
Konzentration der Thrombozyten 8 x 10%/ml. Als Kontroll-Antikdrper diente der
nicht-blockierende anti-MauslgG+-Antikérper. Alle Antikérper wurden in einer
Konzentration von 20 ug/ml sofort nach Ansetzen der Ko-Kultur zugegeben. Die
Entstehung von Schaumzellen wurde quantitativ durch Zahlung der sich
entwickelnden Schaumzellen untersucht. An Tag 15 wurden die Schaumzellen
ausgezahlt. In allen Versuchen dieser Reihe waren nach Zugabe blockierender
Antikérper gegen CD36 oder MSR-A an Tag 15 signifikant weniger
Schaumzellen vorhanden als nach Zugabe des Kontroll-Antikérpers oder von
anti-LOX-1 (Abbildung 6A). AnschlieBend wurde die Entwicklung von
Schaumzellen in Abhangigkeit von den jeweils blockierten Scavenger-
Rezeptoren im zeitlichen Verlauf untersucht. Schaumzellen waren bereits nach
sieben Tagen mikroskopisch nachweisbar, deshalb begannen die Zahlungen
jeweils an Tag sieben. Sie erfolgten im Abstand von zwei Tagen und zeigten
eine kontinuierliche Zunahme der Schaumzellbildung bis Tag 15. Die Zugabe
von anti-CD36 und anti-MSR-A bewirkte eine signifikante Reduktion der bis Tag
sieben entstandenen Schaumzellen im Vergleich zu anti-LOX-1 und zum
Kontroll-Antikorper (Abbildung 6B, Tabelle 1). Das Gleiche galt fur die Zahlung
an Tag 11. Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Thrombozyten-

induzierte Entwicklung von Schaumzellen aus CD34"-Progenitorzellen durch
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die Zugabe von anti-CD36 und anti-MSR-A effektiv und signifikant inhibiert wird.

Ergebnisse

Kontroll-lgG, |anti-CD36 anti-MSR-A | anti-LOX-1

+ STABW + STABW + STABW + STABW
Tag 7 100 £ 0 0+1,0 1+1,8 62 + 30,2
Tag 11 100 £ 0 15+8,5 11+9,1 71+£12,3
Tag 15 100+ 0 25+21,6 24 +19,2 87 + 34,2

Tabelle 1: Schaumzellen, die sich in Ko-Kulturen aus CD34"-Progenitorzellen und
nativen Thrombozyten nach Blockade der Scavenger-Rezeptoren CD36, MSR-A
und LOX-1 entwickelt haben.

Als Kontroll-Antikérper wurde anti-MauslgG,; verwendet. Die Tabelle enthalt die
Mittelwerte aus jeweils drei bis vier Versuchen mit Standardabweichung. STABW =
Standardabweichung.
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Abbildung 6: Inhibition der Entwicklung von Schaumzellen aus CD34"-
Progenitorzellen durch die Blockade von Scavenger-Rezeptoren.

(A) In Ko-Kulturen mit CD34"-Progenitorzellen und nativen Thrombozyten wurden
unmittelbar nach dem Ansetzen blockierende Antikdrper gegen die Scavenger-
Rezeptoren CD36, MSR-A und LOX-1 in einer Konzentration von 20 pg/ml zugegeben.
Als nicht-blockierender Kontroll-Antikérper diente anti-MauslgG,. Die Konzentration der
CD34"-Progenitorzellen betrug 3,3 x 10%/ml, die Thrombozyten-Konzentration

8 x 10%/ml. Die entstehenden Schaumzellen wurden im Lichtmikroskop bei 20-facher
VergroRerung ausgezahlt. Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte der bis Tag 15
entstandenen Schaumzellen aus drei bis vier Versuchen mit Standardabweichung. Alle
Werte sind im Verhaltnis zum Kontroll-Antikdrper angegeben.

(B) Entwicklung der Schaumzellen im zeitlichen Verlauf. Dargestellt sind die Mittelwerte
der Zahlungen von drei verschiedenen Zeitpunkten mit Standardabweichung.
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AulBerdem fuhrte die Blockade von CD36 oder MSR-A zur verzdgerten
Schaumzellbildung. Morphologisch zeigten sich ebenfalls Unterschiede, die
mittels Lichtmikroskopie unter 20-facher Vergrélierung erfasst wurden.
Lochplatten, in welchen CD36- oder MSR-A-Rezeptoren blockiert waren,
wiesen nicht nur weniger Schaumzellen insgesamt auf, sondern die Zellen
waren auch kleiner und die fir Schaumzellen typische Granularitat des
Zytoplasmas geringer. Gekoérnte Zellen ab einer Grélie von ungefahr 120 ym im
Durchmesser wurden als Schaumzellen betrachtet. Sie erreichten eine

Maximalgrofie von ca. 200 um (Abbildung 7).

~anti-CD36. -

antidOX4

Abbildung 7: Vergleich der in Ko-Kulturen mit CD34"-Progenitorzellen und
nativen Thrombozyten entstandenen Schaumzellen in der Lichtmikroskopie bei
20-facher VergroRerung.

In Ko-Kulturen mit CD34*-Progenitorzellen (3,3 x 10°/ml) und nativen Thrombozyten

(8 x 10%/ml) wurden unmittelbar nach dem Ansetzen Antikdrper gegen CD36, MSR-A
und LOX-1 in einer Konzentration von 20ug/ml zugegeben. An Tag 15 zeigten sich
lichtmikroskopisch signifikant weniger und kleinere Schaumzellen, wenn CD36 und
MSR-A blockiert worden waren als nach Zugabe von anti-LOX-1 oder dem Kontroll-
Antikdrper.
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3.4 Inhibition der Thrombozyten-induzierten Entwicklung von
Schaumzellen aus Monozyten

Die in 3.3 beschriebene Versuchsreihe wurde analog dazu auch mit
Monozyten-Thrombozyten-Ko-Kulturen (Monozyten-Konzentration 3,3 x 10°/ml,
Thrombozyten-Konzentration 8 x 10%/ml) durchgefiihrt. Die Differenzierung zu
Schaumzellen innerhalb eines Zeitraumes von 15 Tagen wurde auch hier durch
anti-CD36 und anti-MSR-A signifikant inhibiert im Vergleich zu anti-LOX-1 und

dem nicht-blockierenden Kontroll-Antikérper anti-MauslgG, (Tabelle 2,
Abbildung 8A und 8B).
Kontroll-lgG, |anti-CD36 anti-MSR-A | anti-LOX-1
+ STABW + STABW + STABW + STABW
Tag 7 100£0 1+1,2 8+14.4 47 + 29,1
Tag 11 100£0 8+2,8 13+10,6 76 £12,0
Tag 15 100+0 11+5,3 22+9,8 88 + 18,6

Tabelle 2: Schaumzellen, die sich in Ko-Kulturen aus Monozyten und nativen
Thrombozyten nach Blockade der Scavenger-Rezeptoren CD36, MSR-A und
LOX-1 entwickelt haben.

Als Kontroll-Antikérper wurde anti-MauslgG,; verwendet. Die Tabelle enthalt die
Mittelwerte aus jeweils drei bis vier Versuchen mit Standardabweichung. STABW =
Standardabweichung.
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Abbildung 8: Inhibition der Entwicklung von Schaumzellen aus Monozyten durch
die Blockade von Scavenger-Rezeptoren.

(A) In Ko-Kulturen mit Monozyten und nativen Thrombozyten wurden unmittelbar nach
dem Ansetzen blockierende Antikérper gegen die Scavenger-Rezeptoren CD36, MSR-
A und LOX-1 in einer Konzentration von 20 yg/ml zugegeben, als nicht-blockierender
Kontroll-Antikdrper diente anti-MauslgG;. Die Konzentration der Monozyten betrug

3,3 x 10%ml, die Thrombozyten-Konzentration 8 x 10%ml. Die entstehenden
Schaumzellen wurden im Lichtmikroskop bei 20-facher VergroRerung ausgezahit.
Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte der bis Tag 15 entstandenen Schaumzellen aus
drei bis vier Versuchen mit Standardabweichung. Alle Werte sind im Verhaltnis zum
Kontroll-Antikbrper angegeben.

(B) Entwicklung der Schaumzellen im zeitlichen Verlauf. Dargestellt sind die Mittelwerte
der Zahlungen von drei verschiedenen Zeitpunkten mit Standardabweichung.
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Lichtmikroskopisch waren in Ko-Kulturen mit Monozyten und nativen
Thrombozyten kleinere und signifikant weniger Schaumzellen nachweisbar,
wenn unmittelbar nach Ansetzen der Ko-Kultur die Scavenger-Rezeptoren
CD36 und MSR-A durch Antikdrper blockiert worden waren als nach Blockade
von LOX-1 oder nach Zugabe des Kontroll-Antikdrpers (Abbildung 9).

 Kontroll-lgG; anti-CD36

anti-MSR-A anti-LOX-1

Abbildung 9: Vergleich der in Ko-Kulturen mit Monozyten und nativen
Thrombozyten entstandenen Schaumzellen in der Lichtmikroskopie bei 20-facher
VergroRerung.

In Ko-Kulturen mit Monozyten (3,3 x 10°/ml) und nativen Thrombozyten (8 x 10%ml)
wurden unmittelbar nach dem Ansetzen Antikérper gegen CD36, MSR-A und LOX-1 in
einer Konzentration von 20 pg/ml zugegeben. An Tag 15 =zeigten sich
lichtmikroskopisch signifikant weniger und kleinere Schaumzellen, wenn CD36 und
MSR-A blockiert worden waren als nach Zugabe von anti-LOX-1 oder des Kontroll-
Antikérpers anti-MauslgG;.
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Die Ergebnisse dieser Versuchsreihe zeigen, dass die Scavenger-Rezeptoren
CD36 und MSR-A die Thrombozyten-induzierte Differenzierung von
Schaumzellen aus CD34"-Progenitorzellen und Monozyten inhibieren, indem
sie zu einer verzogerten Entwicklung von Schaumzellen fuhren. Darlber hinaus
sind die entstandenen Schaumzellen bei Blockade der CD36- und MSR-A-
Rezeptoren kleiner als bei Blockade der LOX-1-Rezeptoren bzw. nach Zugabe

des Kontroll-Antikorpers.

3.5 Phagozytose lipidbeladener Thrombozyten durch Schaumzellen

Die Phagozytose lipidbeladener Thrombozyten durch Monozyten stellt neben
der Thrombozyten-induzierten Differenzierung von Monozyten zu Schaumzellen
einen weiteren Mechanismus der Schaumzellentwicklung dar "> 117 118125 /it
der ersten Versuchsreihe wurde gezeigt, dass die Blockade der Scavenger-
Rezeptoren CD36 und MSR-A die durch native Thrombozyten induzierte
Entwicklung von Schaumzellen aus CD34-Progenitorzellen und Monozyten
signifikant inhibiert. Aufgrund dieses Ergebnisses stellte sich die Frage, ob eine
Blockade von CD36 und MSR-A auch die Schaumzellentwicklung uUber die
Phagozytose lipidbeladener Thrombozyten verhindern kann. Diese
Fragestellung bildete die Grundlage fur die zweite Versuchsreihe.

Dabei wurde zunachst die Phagozytose lipidbeladener Thrombozyten durch
Schaumzellen, die sich in Ko-Kulturen mit CD34"-Progenitorzellen und nativen
Thrombozyten entwickelt hatten, immunfluoreszenzmikroskopisch ohne
Blockade von Scavenger-Rezeptoren untersucht. Thrombozyten wurden dazu
mit AcLDL, das an den rot fluoreszierenden Farbstoff Dil gekoppelt war,
beladen und zu den Schaumzellen gegeben.

AnschlieBend wurden die Schaumzellen immunfluoreszenzmikroskopisch
untersucht. Die Schaumzellen waren zunachst von rot fluoreszierenden
Thrombozyten umgeben, zeigten unmittelbar nach Zugabe der markierten
Thrombozyten selbst aber keine Fluoreszenzaktivitat. Nach zwdlf Stunden hatte
die Dichte rot fluoreszierender Thrombozyten um die Schaumzellen

abgenommen, aber die Schaumzellen selbst fluoreszierten nun ebenfalls rot,
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wodurch immunfluoreszenzmikroskopisch eindeutig die Phagozytose der
lipidbeladenen und markierten Thrombozyten nachgewiesen war (Abbildung
10).
A

SZ

2

Tz-Rasen

Abbildung 10: Nachweis der Phagozytose lipidbeladener und
fluoreszenzmarkierter Thrombozyten durch Schaumzellen in der
Immunfluoreszenzmikroskopie.

A. Schaumzellen, die sich durch native Thrombozyten induziert innerhalb von sieben
Tagen aus CD34"-Progenitorzellen differenziert haben.

B. Schaumzellen nach Zugabe Dil-AcLDL-beladener Thrombozyten. Dil ist ein rot
fluoreszierender Farbstoff, der an das modifizierte Lipoprotein AcLDL gekoppelt wurde.
Eine rote Imunfluoreszenz von Schaumzellen weist damit
immunfluoreszenzmikroskopisch eindeutig die Aufnahme lipidbeladener Thrombozyten
nach. SZ = Schaumzelle, Tz = Thrombozyten.

3.5.1 Phagozytose durch Schaumzellen aus CD34"-Progenitorzellen

In Ko-Kulturen mit CD34*-Progenitorzellen und nativen Thrombozyten wurden
nach sieben Tagen Antikérper gegen die Scavenger-Rezeptoren CD36, MSR-A
und LOX-1 in einer Konzentration von 20 pg/ml zugegeben und die Lochplatten
fur zwei Stunden im Brutschrank bei 37 °C inkubiert, damit die Antikérper an
ihre spezifischen Rezeptoren binden konnten. Als nicht-blockierender Kontroll-
Antikérper wurde anti-MauslgG; verwendet. Die Konzentration der CD34"-

Progenitorzellen betrug 3,3 x 10°/ml, die Thrombozyten-Konzentration

38



Ergebnisse

8 x 10%/ml. AnschlieRend wurden mit Dil-AcLDL und Mepacrine beladene und
markierte Thrombozyten in einer Konzentration von 2 x 10’/ml auf die Ko-
Kulturen gegeben. Mepacrine ist ein grin fluoreszierender Farbstoff, den
Thrombozyten aufnehmen und in ihren dichten Granula (5-Granula) ablagern

147,148 AcLDL wird als modifiziertes Lipoprotein im Zytoplasma von

Thrombozyten gespeichert 112, 145, 149, 150

. Durch seine Bindung an den
fluoreszierenden Farbstoff Dil leuchten mit Dil-AcLDL beladene Thrombozyten
im Immunfluoreszenzmikroskop rot. Die Phagozytose der Thrombozyten durch
die Schaumzellen wurde nach 24 h mittels Immunfluoreszenzmikroskopie
semiquantitativ = dargestellt. = Schaumzellen, die = Mepacrine-markierte
Thrombozyten aufgenommen hatten, fluoreszierten unter Verwendung eines
FITC-Filters grun. Nach Phagozytose Dil-AcLDL beladener Thrombozyten
fluoreszierten die Schaumzellen mittels eines Rhodamin-Filters rot. Die grine
Fluoreszenz von Zellen wies damit eindeutig die Aufnahme von Mepacrine-
markierten Thrombozyten nach, eine rote Fluoreszenz bewies die Phagozytose
von thrombozytar gebundenem Dil-AcLDL. Die beiden Fluoreszenzaufnahmen
und das Lichtmikroskopbild wurden Uberlagert. Dadurch leuchteten
Schaumzellen, die sowohl Mepacrine- als auch Dil-AcLDL beladene
Thrombozyten aufgenommen hatten, gelb. Um auszuschlieBen, dass die
Fluoreszenz der Schaumzellen auf der Phagozytose von freiem, nicht
thrombozytar gebundenem Dil-AcLDL oder Mepacrine beruhte, wurde freier
Farbstoff vor der Zugabe der Thrombozyten mit zwei Waschschritten entfernt.

In den Lochplatten, in die anti-CD36 oder anti-MSR-A zugegeben worden war,
fanden sich weniger fluoreszierende Schaumzellen, d.h. Schaumzellen, die
fluoreszenzmarkierte Thrombozyten aufgenommen hatten, als in den
Lochplatten, die mit anti-LOX-1 oder dem Kontroll-Antikérper anti-MauslgGi
versetzt worden waren. Die Blockade von CD36 und MSR-A auf den
Schaumzellen bewirkte also eine im Immunfluoreszenzmikroskop eindeutig
darstellbare Verminderung der Phagozytose lipidbeladener Thrombozyten.
Lochplatten, die mit anti-MauslgG; oder anti-LOX-1 inkubiert worden waren,
zeigten aber nicht nur mehr fluoreszierende Schaumzellen, sondern auch einen

grélReren Thrombozyten-freien Hof um die fluoreszierenden Zellen als Indikator
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dafur, dass die Mehrzahl der Thrombozyten in der naheren Umgebung der
Schaumzellen von diesen phagozytiert worden war. Passend dazu zeigte die
Umgebung von Schaumzellen mit blockierten CD36- oder MSR-A-Rezeptoren
aufgrund der schwacheren Phagozytose-Aktivitat eine hdhere Thrombozyten-
Dichte (Abbildung 11).

Abbildung 11: Phagozytose markierter und beladener Thrombozyten durch
Schaumzellen, die sich aus CD34"-Progenitorzellen entwickelt haben.

In Ko-Kulturen mit CD34*-Progenitorzellen (3,3 x 10%/ml) und Thrombozyten

(8 x 10%/ml) wurden nach sieben Tagen die Scavenger-Rezeptoren CD36, MSR-A und
LOX-1 durch Antikérper in einer Konzentration von 20 ug/ml blockiert. Zwei Stunden
spater wurden mit Mepacrine und Dil-AcLDL markierte und beladene Thrombozyten

(2 x 10/ml) zugegeben. Nach 24 Stunden wurden die Ko-Kulturen
immunfluoreszenzmikroskopisch untersucht. Die Phagozytose Mepacrine-markierter
Thrombozyten lie3 die Schaumzellen grun fluoreszieren, die Aufnahme Dil-AcLDL-
beladener Thrombozyten bewirkte eine rote Fluoreszenz. Die beiden Aufnahmen und
das Lichtmikroskopbild wurden Uberlagert. Zellen, die sowohl Mepacrine- als auch Dil-
AcLDL beladene Thrombozyten phagozytiert hatten, stellten sich dadurch gelb dar.
Nach Blockade der Scavenger-Rezeptoren CD36 und MSR-A nahmen Schaumzellen
die markierten und beladenen Thrombozyten in geringerem Ausmafy auf als nach
Zugabe von anti-LOX-1 oder des Kontroll-Antikdrpers, sodass weniger fluoreszierende
Schaumzellen beobachtet werden konnten.
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3.5.2 Phagozytose durch Schaumzellen aus Monozyten

Der in 3.5.1 beschriebene Versuch wurde mit Schaumzellen, die sich in Ko-
Kulturen mit Monozyten und nativen Thrombozyten entwickelt hatten,
entsprechend durchgefiihrt. Nach sieben Tagen wurden die Scavenger-
Rezeptoren CD36, MSR-A und LOX-1 durch Antikorper in einer Konzentration
von 20 pg/ml blockiert, als Kontroll-Antikdrper diente anti-MauslgG+. Nach zwei
Stunden wurden mit Dil-AcLDL und Mepacrine beladene und markierte
Thrombozyten zugegeben. Diese wurden von den Schaumzellen phagozytiert.
Immunfluoreszentmikroskopisch liel? eine Phagozytose Dil-AcLDL beladener
Thrombozyten die Schaumzellen rot fluoreszieren, eine Aufnahme Mepacrine-
markierter Thrombozyten bewirkte eine griine Fluoreszenz der Schaumzellen.
Hatten die Schaumzellen Dil-AcLDL und Meparine beladene und markierte
Thrombozyten phagozytiert, leuchteten sie durch die Uberlagerung der beiden
Aufnahmen immunfluoreszenzmikroskopisch gelb. Lochplatten, in welchen
CD36- oder MSR-A-Rezeptoren blockiert waren, wiesen
immunfluoreszenzmikroskopisch weniger fluoreszierende Schaumzellen auf als
Lochplatten, in welche anti-LOX-1 oder der Kontroll-Antikbrper zugegeben

worden war (Abbildung 12).
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Abbildung 12: Phagozytose markierter und beladener Thrombozyten durch
Schaumzellen, die sich aus Monozyten entwickelt haben.

In Ko-Kulturen mit Monozyten (3,3 x 10°/ml) und Thrombozyten (8 x 10%/ml) wurden
nach sieben Tagen die Scavenger-Rezeptoren CD36, MSR-A und LOX-1 durch
Antikérper (20 pg/ml) blockiert. Zwei Stunden spater wurden mit Mepacrine und Dil-
AcLDL markierte und beladene Thrombozyten (2 x 10’/ml) zugegeben. Nach 24
Stunden wurden die Ko-Kulturen immunfluoreszenzmikroskopisch untersucht. Die
Phagozytose Mepacrine-markierter Thrombozyten lie die Schaumzellen grin
fluoreszieren, die Aufnahme Dil-AcLDL-beladener Thrombozyten bewirkte eine rote
Fluoreszenz. Die beiden Aufnahmen und das Lichtmikroskopbild wurden Uberlagert.
Zellen, die sowohl Mepacrine- als auch Dil-AcLDL beladene Thrombozyten
phagozytiert hatten, stellten sich dadurch gelb dar. Nach Blockade der Scavenger-
Rezeptoren CD36 und MSR-A nahmen Schaumzellen die markierten und beladenen
Thrombozyten in geringerem Ausmalfd auf als nach Zugabe von anti-LOX-1 oder des
Kontroll-Antikdrpers anti-MauslgG4, sodass weniger fluoreszierende Schaumzellen
beobachtet werden konnten.
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3.5.3 Durchflusszytometrische Analyse der Phagozytose lipidbeladener
Thrombozyten durch Schaumzellen mit blockierten Scavenger-
Rezeptoren

Zur quantitativen Erfassung der Unterschiede in der Phagozytose
lipidbeladener Thrombozyten bei Blockade verschiedener Scavenger-
Rezeptoren wurden die Schaumzellen 48 Stunden nach Zugabe der markierten
Thrombozyten mit Trypsin aus den Lochplatten gel6ést, mit PFA fixiert und im
Durchflusszytometer untersucht. Diese Versuchsreihe wurde wieder sowohl mit
Schaumzellen durchgefihrt, die sich durch native Thrombozyten induziert aus
CD34"-Progenitorzellen entwickelt hatten, als auch mit Schaumzellen, die
Thrombozyten-induziert aus Monozyten entstanden waren. Die mittlere
Fluoreszenzintensitat von Dil-AcLDL wurde im FL2-Kanal gemessen, die
mittlere Fluoreszenzintensitat von Mepacrine im FL1-Kanal. Hohe mittlere
Fluoreszenzwerte im FL1-Kanal zeigten dabei eine starke Phagozytose-Aktivitat
der Zellen bezuglich Fluoreszenz-markierter Thrombozyten an, hohe mittlere
Fluoreszenzwerte im FL2-Kanal bewiesen die starke Aufnahme von
thrombozytdr gebundenem wund mit Dil markiertem AcLDL. In der
durchflusszytometrischen Messung ergab sich eine signifikant niedrigere
mittlere Fluoreszenzintensitat der Schaumzellen, deren CD36- und MSR-A-
Rezeptoren zuvor mit spezifischen Antikdrpern blockiert worden waren im
Vergleich zu den Schaumzellen, die mit anti-LOX-1 oder dem Kontroll-
Antikérper anti-MauslgG4s behandelt worden waren. Dies wurde flr
Schaumzellen, die sich aus CD34*-Progenitorzellen entwickelt hatten, jeweils in
beiden Kanalen beobachtet (Abbildung 13, 14, 15, Tabelle 3). Schaumzellen,
die aus Monozyten entstanden waren, wiesen bei blockierten CD36- und MSR-
A-Rezeptoren eine signifikant niedrigere Fluoreszenz-Aktivitat beztglich Dil-
AcLDL auf als bei blockierten LOX-1-Rezeptoren oder nach Zugabe des
Kontroll-Antikdrpers. Die auf Mepacrine  zurlckzufihrende  mittlere
Fluoreszenzaktivitdt war nach Zugabe von anti-CD36 signifikant und nach
Zugabe von anti-MSR-A tendenziell niedriger im Vergleich zu anti-LOX-1 und
zum Kontroll-Antikdrper (Abbildung 16, 17, 18, Tabelle 4).
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Abbildung 13: Phagozytoseaktivitit der aus CD34*-Progenitorzellen
differenzierten Schaumzellen beziiglich Mepacrine-markierter Thrombozyten im
Histogramm.

Nach sieben Tagen wurden in Ko-Kulturen mit CD34*-Progenitorzellen (3,3 x 10°/ml)
und nativen Thrombozyten (8 x 10%/ml) anti-CD36, anti-MSR-A oder anti-LOX-1

(20 pg/ml) sowie zwei Stunden spater mit dem fluoreszierenden Farbstoff Mepacrine
markierte Thrombozyten (2 x 10/ml) zugegeben. Die durch die Aufnahme markierter
Thrombozyten vermittelte mittlere Fluoreszenzintensitat der Schaumzellen wurde
durchflusszytometrisch bestimmt. Zellen, deren CD36- oder MSR-A-Rezeptoren durch
Antikorper blockiert waren, wiesen signifikant niedrigere Fluoreszenzintensitaten als
Mal ihrer Phagozytose-Aktivitat beziglich Mepacrine-markierter Thrombozyten auf als
Zellen mit blockierten LOX-1-Rezeptoren oder nach Zugabe des Kontroll-IgG;.
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Abbildung 14: Phagozytoseaktivitit der aus CD34*-Progenitorzellen
differenzierten Schaumzellen beziglich Dil-AcLDL-beladener Thrombozyten im
Histogramm.

Nach sieben Tagen wurden in Ko-Kulturen mit CD34*-Progenitorzellen (3,3 x 10%/ml)
und nativen Thrombozyten (8 x 10°/ml) anti-CD36, anti-MSR-A oder anti-LOX-1

(20 pg/ml) sowie zwei Stunden spater mit Dil-AcLDL beladene Thrombozyten

(2 x 107/ml) zugegeben. Dil ist ein Fluoreszenzfarbstoff und wurde zum
durchflusszytometrischen Nachweis der Phagozytose von Thrombozyten verwendet,
die zuvor mit Dil markiertes AcLDL in ihrem Zytoplasma gespeichert hatten.
Schaumzellen, deren CD36- oder MSR-A-Rezeptoren durch Antikérper blockiert
waren, wiesen signifikant niedrigere Fluoreszenzintensitaten als Mal} einer geringeren
Phagozytose-Aktivitat bezuglich Dil-AcLDL beladener Thrombozyten auf als Zellen mit
blockierten LOX-1-Rezeptoren oder nach Zugabe des Kontroll-Antikérpers.
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Abbildung 15: Phagozytose beladener Thrombozyten durch Schaumzellen, die
sich aus CD34"-Progenitorzellen differenziert haben.

Nach Blockade der Scavenger-Rezeptoren CD36, MSR-A oder LOX-1 durch
Antikérper in einer Konzentration von 20 ug/ml wurden mit Mepacrine und Dil-AcLDL
beladene und markierte Thrombozyten (2 x 10’/ml) in sieben Tage alte Ko-Kulturen mit
CD34"-Progenitorzellen (3,3 x 10%ml) und nativen Thrombozyten (8 x 10%ml)
zugegeben. Die Phagozyose markierter Thrombozyten durch die in den Ko-Kulturen
entstandenen  Schaumzellen wurde durchflusszytometrisch  untersucht. Die
Phagozytose-Aktivitat war bei blockierten CD36- oder MSR-A-Rezeptoren signifikant
geringer als bei blockierten LOX-1-Rezeptoren oder nach Zugabe des Kontroll-
Antikorpers. Dargestellt sind die Mittelwerte aus drei bis vier Versuchen mit
Standardabweichung.

Kontroll-lgG, |anti-CD36 anti-MSR-A | anti-LOX-1

+ STABW + STABW + STABW + STABW
Dil-AcLDL 100+ 0 39+17,3 51+24,6 56 + 10,1
Mepacrine 100+ 0 35+17,8 37+271 49 + 8,1
Tabelle 3: Mittlere Fluoreszenzaktivitait der Schaumzellen aus CD34'-

Progenitorzellen nach Phagozytose Mepacrine-markierter und Dil-AcLDL-

beladener Thrombozyten.

Dargestellt sind die Mittelwerte aus drei bis vier Versuchen mit Standardabweichung.

STABW = Standardabweichung.
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Abbildung 16: Phagozytoseaktivitat der aus Monozyten entstandenen
Schaumzellen beziiglich Mepacrine-markierter Thrombozyten im Histogramm.
Nach sieben Tagen wurden in Ko-Kulturen mit Monozyten (3,3 x 10°/ml) und nativen
Thrombozyten (8 x 10%ml) anti-CD36, anti-MSR-A oder anti-LOX-1 in einer
Konzentration von 20 pg/ml sowie zwei Stunden spater mit dem fluoreszierenden
Farbstoff Mepacrine markierte Thrombozyten (2 x 10"/ml) zugegeben. Die durch die
Aufnahme markierter Thrombozyten vermittelte mittlere Fluoreszenzintensitat der
Schaumzellen wurde durchflusszytometrisch bestimmt. Zellen, deren CD36- oder
MSR-A-Rezeptoren durch Antikdrper blockiert waren, wiesen signifikant niedrigere
Fluoreszenzintensitaten als Mal} einer geringeren Phagozytose-Aktivitat beziglich
Mepacrine-beladener Thrombozyten auf als Zellen mit blockierten LOX-1-Rezeptoren
oder nach Zugabe des Kontroll-Antikdrpers.
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Abbildung 17: Phagozytoseaktivitat der aus Monozyten entstandenen
Schaumzellen bezuglich Dil-AcLDL-beladener Thrombozyten im Histogramm.
Nach sieben Tagen wurden in Ko-Kulturen mit Monozyten (3,3 x 10°/ml) und nativen
Thrombozyten (8 x 10%/ml) anti-CD36, anti-MSR-A oder anti-LOX-1 (20 pg/ml) sowie
zwei Stunden spater mit Dil-AcLDL beladene Thrombozyten (2 x 10’/ml) zugegeben.
Dil ist ein Fluoreszenzfarbstoff und wurde zum durchflusszytometrischen Nachweis der
Phagozytose von Thrombozyten verwendet, die zuvor mit Dil markiertes AcLDL in
ihrem Zytoplasma gespeichert hatten. Schaumzellen, deren CD36- oder MSR-A-
Rezeptoren durch Antikérper blockiert waren, wiesen signifikant niedrigere
Fluoreszenzintensitaten als Mal} einer geringeren Phagozytose-Aktivitat bezuglich Dil-
AcLDL beladener Thrombozyten auf als Zellen mit blockierten LOX-1-Rezeptoren oder
nach Zugabe des Kontroll-Antikorpers.
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Abbildung 18: Phagozytose beladener Thrombozyten durch Schaumzellen, die
sich aus Monozyten differenziert haben.

Nach Blockade der Scavenger-Rezeptoren CD36, MSR-A oder LOX-1 durch
Antikérper in einer Konzentration von 20 ug/ml wurden mit Mepacrine und Dil-AcLDL
beladene und markierte Thrombozyten (2 x 10’/ml) in Ko-Kulturen mit Monozyten

(3,3 x 10°ml) und nativen Thrombozyten (8 x 10%/ml) zugegeben. Die Phagozyose-
Aktivitdt der aus den Monozyten entstandenen Schaumzellen bezlglich markierter
Thrombozyten wurde durchflusszytometrisch untersucht. Die Phagozytose-Aktivitat war
bei blockierten CD36- oder MSR-A-Rezeptoren signifikant geringer als bei blockierten
LOX-1-Rezeptoren oder nach Zugabe des Kontroll-Antikdrpers. Dargestellt sind die
Mittelwerte aus drei bis vier Versuchen mit Standardabweichung.

Kontroll-lgG, |anti-CD36 anti-MSR-A | anti-LOX-1

+ STABW + STABW + STABW + STABW
Dil-AcLDL 100+ 0 29+235 22+5,9 74 £35,5
Mepacrine 100 £ 0 36 + 35,2 46 + 27,6 76 + 31,4

Tabelle 4: Mittlere Fluoreszenzaktivitat der Schaumzellen aus Monozyten nach
Phagozytose Mepacrine-markierter und Dil-AcLDL-beladener Thrombozyten.
Dargestellt sind die Mittelwerte aus drei bis vier Versuchen mit Standardabweichung.
STABW = Standardabweichung.
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4. Diskussion

Native Thrombozyten kdnnen in vitro die Differenzierung von CD34°-
Progenitorzellen und Monozyten zu Schaumzellen induzieren. Dies geschieht
durch Phagozytose lipidbeladener Thrombozyten Die vorliegende Arbeit
untersucht in vitro die Funktion der Scavenger-Rezeptoren CD36, MSR-A und

LOX-1 in diesem Prozess.

4.1 Thrombozyten-induzierte Entwicklung von Schaumzellen in der
Atherogenese

411 Mechanismen

Thrombozyten kdénnen die Differenzierung von Monozyten Uber Makrophagen
zu Schaumzellen induzieren und spielen damit eine wichtige Rolle in der

Atherogenese 3% 124 125

In der vorliegenden Arbeit wurden Monozyten-
Thrombozyten-Ko-Kulturen  verwendet, um eine Differenzierung zu
Schaumzellen zZu induzieren. Thrombozyten durften diesen
Differenzierungsprozess uber vielfaltige Mechanismen bewirken. Curtiss et al.
wiesen nach, dass die Ko-Kultivierung von Thrombozyten mit aus Monozyten
entstandenen Makrophagen den Cholesterinestergehalt der Makrophagen
massiv steigert, wodurch die Transformation zu Schaumzellen geférdert wird
118,125 vergleiche zwischen einer Ko-Inkubation von Makrophagen mit AcLDL
und Makrophagen mit Thrombozyten zeigen sogar eine deutliche Uberlegenheit
der Thrombozyten, den Cholesterinestergehalt in den Makrophagen zu erhéhen
'8 Die Ko-Kultivierung von nativen Thrombozyten mit Monozyten fordert deren
Transformation zu Schaumzellen. Dabei verandern sich die Monozyten
morphologisch und entwickeln nach und nach die fir Schaumzellen typischen
intrazellularen Lipideinschlisse. Mittels Lichtmikroskopie konnten diese
Veranderungen im zeitlichen Verlauf beobachtet werden. Innerhalb von 15
Tagen entstanden grof3e, durch Lipidakkumulationen ,schaumig® erscheinende,
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runde Zellen. Thrombozyten induzieren diese Veranderungen spezifisch,
andere Zellen oder Substanzen sind nicht dazu in der Lage ''°.
Voraussetzungen dafiir sind die Aktivierung der Thrombozyten und die nach
Aktivierung erfolgende Freisetzung von Mediatoren, die auch in Abwesenheit
von Thrombozyten die Schaumzellbildung induzieren kdénnen ''® '2°. Der

Mechanismus dieses Prozesses ist bisher noch nicht genau charakterisiert.

41.2 Phagozytose der Thrombozyten

Einen wesentlichen Bestandteil der Thrombozyten-induzierten
Schaumzellbildung bildet die Phagozytose von Thrombozyten durch
Monozyten. Thrombozyten agieren dabei als direkte Transporter der sich in
ihrem Zytoplasma befindenden Substanzen. Nach Aufnahme von modifizierten
Lipoproteinen dienen sie als Lipidquelle fiir die Schaumzellentwicklung ** '°.
Lichtmikroskopisch zeigte sich eine im zeitlichen Verlauf zunehmende
Auflockerung des anfangs dichten Thrombozyten-Rasens in den
Zellkulturplatten, wobei insbesondere in der unmittelbaren Umgebung der
Schaumzellen nach 15 Tagen kaum noch Thrombozyten zu sehen waren
(Abbildung 9). Dies wurde als Hinweis fur eine im Rahmen der Differenzierung
zu Schaumzellen stattfindende Phagozytose der Thrombozyten durch die
Monozyten und die sich aus ihnen entwickelnden Schaumzellen betrachtet. Um
die Phagozytose der Thrombozyten durch Schaumzellen
immunfluoreszenzmikroskopisch und durchflusszytometrisch darzustellen,
mussten die Thrombozyten mit Dil-AcLDL und Mepacrine beladen und markiert
werden. Mepacrine ist ein grun fluoreszierender Farbstoff, der innerhalb einer
sehr kurzen Zeitspanne in die dichten Granula (5-Granula) der Thrombozyten
aufgenommen und dort abgelagert wird '*" '*®. Schaumzellen, die Mepacrine-
markierte Thrombozyten phagozytiert haben, lassen sich aufgrund der
Fluoreszenzaktivitat dieses Farbstoffes mittels Immunfluoreszenzmikroskopie
als grin fluoreszierende Zellen darstellen. Quantitativ kann die Phagozytose
von markierten Thrombozyten durchflusszytometrisch ermittelt werden.
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Thrombozyten nehmen modifizierte Lipoproteine, darunter auch AcLDL, in ihr
Zytoplasma auf "% 4% 149150 pyrch die Bindung an den Fluoreszenzfarbstoff
Dil leuchten Thrombozyten nach Aufnahme von Dil-AcLDL unter dem
Immunfluoreszenzmikroskop rot. Die rote Fluoreszenz von Schaumzellen weist
deshalb die Phagozytose Dil-AcLDL-markierter Thrombozyten nach. Aul3erdem
lasst sich wie bei Mepacrine die Fluoreszenzaktivitat als Indikator fur das
Ausmall der Phagozytose-Aktivitat durchflusszytometrisch bestimmen. Um
auszuschlieRen, dass die Fluoreszenz der Schaumzellen auf der Phagozytose
von freiem, nicht in Thrombozyten gespeichertem Dil-AcLDL oder Mepacrine
beruht, wurde freier Farbstoff in zwei Waschschritten aus der Thrombozyten-
Ldsung entfernt.

In dieser Arbeit wurde als modifiziertes LDL Dil-AcLDL verwendet, da Dil-
OxLDL in der Zellkultur in Abhangigkeit von seinem LDL-Anteil weiter
modifiziert und oxidiert wird und deshalb weniger konstante und vergleichbare
Ergebnisse liefert. Der Oxidierungsgrad beeinflusst die Eigenschaften des
OxLDL erheblich. Minimal modifiziertes LDL (mmLDL = minimally modified Low
Density Lipoprotein) wird z.B. noch von den klassischen LDL-Rezeptoren
erkannt, hohergradig oxidiertes OxLDL dagegen von den Scavenger-
Rezeptoren der Klasse A 1" 21 6062151152 "y DI weist zytotoxische Effekte
auf, die positiv mit seinem Oxidierungsgrad korrelieren und fihrt zu einer
Hemmung oder Verstarkung der Freisetzung von Mediatoren im Rahmen
entziindlicher Prozesse und Wachstumsfaktoren "' die unter Umstinden
die Ergebnisse der Versuche verandern kdnnen. AcLDL weist dagegen immer
einen nahezu identischen Grad der Acetylierung auf. Experimente werden
dadurch reproduzierbar, weil bei jeder Acetylierung das gleiche Produkt

entsteht 21 197,
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4.2 Regeneration und Progression der Atherosklerose durch CD34"-
Progenitorzellen

Die Rolle der Thrombozyten in der Atherogenese ist komplex.
CD34"-Progenitorzellen konnen zur Regeneration von verletztem oder
geschadigtem  Gewebe einschlieBlich  atherosklerotisch ~ veranderter
Gefallwande beitragen und sind deshalb Hoffungstrager in der modernen
Atherosklerose-Therapie. Allerdings konnen sie wie Monozyten auch den
Differenzierungsprozess zu Schaumzellen durchlaufen und damit eine
Progression atherosklerotischer Veranderungen hervorrufen.

Laut Ergebnissen unserer Arbeitsgruppe fuhrt eine Ko-Kultivierung von
Thrombozyten mit CD34"-Progenitorzellen zu einer Differenzierung dieser
Zellen zu Schaumzellen ** '?°. Die Differenzierung von CD34*-Progenitorzellen
zu Schaumzellen wurde in dieser Arbeit analog zu den Experimenten von Daub
et al. herbeigefuhrt. Ohne Zugabe von Thrombozyten hatten sich bei Daub et al.
keine Schaumzellen aus den CD34*-Progenitorzellen entwickelt, sodass wir
diese als wichtige Initiatoren in der Schaumzellbildung aus Progenitorzellen
betrachten.

Analog zu den Versuchen mit Monozyten wurde im zeitlichen Verlauf eine
Entwicklung von Schaumzellen in Ko-Kulturen mit CD34"-Progenitorzellen und
Thrombozyten beobachtet. Die entstehenden Schaumzellen nahmen ebenfalls
lipidbeladene und markierte Thrombozyten auf. CD34*-Progenitorzellen kdnnen

sich allerdings auch zu endothelialen Zellen differenzieren '

und geschadigtes
Endothel im GefaRsystem durch eine neue intakte Endothelschicht ersetzen "**
139140 Entscheidend dafiir ist die Anzahl endothelialer Progenitorzellen im Blut

sowie deren Qualitat ',

Die Regenerationsfahigkeit der endothelialen
Progenitorzellen wird durch bestimmte Einflisse wie Hyperlipiddmie und oxLDL
beeintrachtigt "+ ™% 19 Akute ischdmische Schadigungen des
Herzmuskelgewebes kénnen im Gegensatz dazu die Anzahl zirkulierender
Progenitorzellen erhdohen, sodass eine Regeneration eingeleitet werden kann.
Die Einwanderung von Progenitorzellen in ischamische oder verletzte Bereiche

kann Uber eine Neubildung gesunder Zellen sowie eine Verbesserung der
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Versorgung dieses Gewebes Uber die Induktion der Einsprossung von
BlutgefaRen also zur Gewebeerneuerung filhren '#7'%  Endotheliale
Progenitorzellen dienen aber nicht nur der Reparatur geschadigter
Endothelzellen, sie kdonnen auch die atherosklerotische Plaque-Entstehung
durch Vaskularisierung fordern und die Bildung und Hyperplasie der Neointima
in der Atherogenese induzieren "' . Vaskulare Progenitorzellen kénnen sich
zusatzlich unter dem Einfluss eines thrombozytaren Wachstumsfaktors in vitro
in glatte Gefalmuskelzellen umwandeln und kénnten damit auch proatherogen
wirken . Progenitorzellen kénnen deshalb unterschiedliche Auswirkungen auf
den Prozess der Atherogenese haben in Abhangigkeit von einem komplexen
Zusammenspiel verschiedener und zum Teil noch nicht genau verstandener
Faktoren. Da die Entwicklung von Schaumzellen aus CD34"-Progenitorzellen
nur in Anwesenheit von Thrombozyten induziert wird, stellen diese
maoglicherweise einen Schalter dar, der die Entwicklung und Differenzierung von
CD34"-Progenitorzellen in die Richtung der Regeneration atherosklerotisch
veranderter Gefallwandabschnitte lenkt, oder aber Uber die Bildung von

Schaumzellen eine Progression der Atherogenese verursacht (Abbildung 19).
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Abbildung 19: Thrombozyten-vermittelte Differenzierung von endothelialen
Progenitorzellen zu Endothelzellen oder Schaumzellen.

Native  Thrombozyten induzieren die Differenzierung von endothelialen
Progenitorzellen zu lipidbeladenen, CD86-positiven Schaumzellen und tragen damit
zur atherosklerotischen Plaquebildung bei. Im Rahmen der Regeneration geschadigter
GefalRwande koénnen sich endotheliale Progenitorzellen unter dem Einfluss nativer
Thrombozyten zu Endothelzellen entwickeln und somit protektiv gegen die
Atherosklerose wirken. EPC = Endothelial Progenitor Cell, EC = Endothelial Cell,
CXCR-4 = CXC-Motiv-Chemokin-Rezeptor = Fusin, SDF-1 = Stroma-Cell Derived
Factor-1. Diese Abbildung stammt aus: May AE, Seizer P, Gawaz M: Platelets:

Inflammatory Firebugs of Vasculary Walls. Arterioscler Thromb Vasc Biol 2008;28:s5-
s10 (Abbildung 3).
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4.3 Scavenger-Rezeptoren in der Atherogenese

4.3.1 Scavenger-Rezeptoren in der Thrombozyten-induzierten
Schaumzellbildung

Scavenger-Rezeptoren, die im Rahmen der Differenzierung von Monozyten und
CD34"-Progenitorzellen zu Schaumzellen auf deren Zelloberflache exprimiert
werden, vermitteln neben der ungehemmten Aufnahme im Blut zirkulierender
Lipide auch die Phagozytose lipidbeladener Thrombozyten. Dieser Prozess gilt
als alternativer Weg fiir die Entstehung von Schaumzellen "7 '8,

In dieser Arbeit wurde die Hypothese, dass die Scavenger-Rezeptoren CD36,
MSR-A und LOX-1 die Phagozytose lipidbeladener Thrombozyten vermitteln
und damit malRgeblich an der Entwicklung von Schaumzellen beteiligt sind,
Uberpruft.

Ko-Kulturen aus Monozyten und Thrombozyten bzw. CD34"-Progenitorzellen
und Thrombozyten wiesen dabei lichtmikroskopisch signifikant weniger
Schaumzellen auf, wenn blockierende Antikorper gegen CD36 oder MSR-A
zugegeben worden waren als nach Zugabe von anti-LOX-1 oder des nicht-
blockierenden Kontroll-Antikorpers  anti-MauslgG4. Die Abnahme der
Thrombozyten-Dichte um die entstehenden Schaumzellen durch Phagozytose
der sie umgebenden Thrombozyten war dabei geringer und die Phagozytose-
Aktivitat der Zellen deshalb schwacher, wenn die CD36- oder MSR-A-
Rezeptoren blockiert waren. Aullerdem stellten sich die Schaumzellen bei
Blockade von CD36 oder MSR-A in der Lichtmikroskopie kleiner dar als in den
Kontrollversuchen, bei denen anti-LOX-1 oder ein Kontrollantikbrper zugegeben
worden war. Die Feststellung von Miao et al., dass CD36 zusammen mit CD9
und Integrinen auf Thrombozyten die alternative Schaumzellentstehung Uber
die Phagozytose lipidbeladener Thrombozyten mafRgeblich mitbestimmt %2,
wird teils durch die im Rahmen dieser Arbeit durchgeflhrten Versuche
untermauert. Dartber hinaus ist CD36 wahrscheinlich an der Erkennung der
Thrombozyten durch die phagozytierenden Zellen beteiligt %', MSR-A

unterstitzt den alternativen Prozess der Schaumzellbildung, indem er die
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Erkennung und Aufnahme alter Thrombozyten vermittelt, die laut Brown et al.
ein durch externe Faktoren beeinflusstes Apoptose-ahnliches Programm
durchlaufen und dann durch phagozytierende Zellen aus der Blutbahn entfernt

21" Die Aufnahme von Thrombozyten fiihrt zu einer Aktivierung der

werden
Makrophagen, die sich durch eine massive Produktion von TNF-a und Nitrit und
die Expression des Enzyms iNOS (induzierbare NO-Synthase) zeigt ''¢ 17 123,
De Meyer et al. wiesen nach, dass aktivierte Makrophagen in
atherosklerotischen Plaques p-Amyloid-Peptid (ApB) und Platelet-Derived
Amyloid Precursor Protein (APP) enthalten ' 2. AB entsteht durch die
proteolytische Spaltung von APP, welches typischerweise in den a-Granula von
Thrombozyten  vorkommt "7, 160183 Aktivierte Makrophagen in
atherosklerotischen Lasionen wiesen dann besonders viel APP und AB auf,
wenn sie von Thrombozyten umgeben waren oder diese phagozytiert hatten.
Deshalb vermuteten De Meyer et al., dass die Aktivierung der Makrophagen
durch die enzymatische Umwandlung von thrombozytarem APP zu AP bewirkt
wird. Thrombozyten dienen dabei als zellulare Transporter flr das in ihrem
Zytoplasma enthaltene APP. Jans et al. untermauerten diese Hypothese, indem
sie zeigten, dass Thrombozyten aus APP-knockout-Mausen keine Aktivierung
von Makrophagen induzieren kénnen '?°. Thrombozyten kénnen wahrscheinlich
auch ohne vorherige Phagozytose eine Aktivierung von Makrophagen
hervorrufen, wenn sie in deren unmittelbare Umgebung APP abgeben, welches
dann Uber SR-A-Rezeptoren in die Makrophagen aufgenommen wird '®.
Thrombozyten wirken dadurch begunstigend auf den Differenzierungsprozess
von Makrophagen zu Schaumzellen.

Die Blockade des LOX-1-Rezeptors flhrte in der vorliegenden Arbeit nur zu
einer allenfalls geringen (nicht signifikanten) Reduktion der Schaumzellbildung
im  Vergleich zum nicht-blockierenden Kontroll-Antikorper. LOX-1 wird
insbesondere durch Endothelzellen, glatte Muskelzellen und Makrophagen im
Zentrum atherosklerotischer Plaques exprimiert und bewirkt eine massive
OxLDL-Aufnahme in diese Zellen ™ 2 wodurch die Entstehung von
Schaumzellen deutlich geférdert wird. Monozyten in der Blutbahn dagegen

weisen fast kein LOX-1 auf % ®. LOX-1 kann alte und apoptotische Zellen
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binden und aufnehmen " 72

34

und die Bindung an aktivierte Thrombozyten
vermitteln ~, sodass eine Beteiligung des Rezeptors an der Thrombozyten-
induzierten Schaumzellentwicklung mdglich ist. LOX-1 bindet hauptsachlich
OxLDL, aber auch AcLDL "* 7 sodass der Rezeptor mdglicherweise in der
klassischen Schaumzellbildung uber die Aufnahme von OxLDL eine wichtigere
Rolle spielen kdnnte, als unsere Versuche vermuten lassen. Die Ergebnisse der
Versuche in dieser Arbeit deuten zumindest darauf hin, dass LOX-1 keine
prominente Rolle in der Schaumzellentwicklung spielt, wie dies auch durch eine

in vitro-Versuchsreihe von Tsukamoto et al. ®

impliziert wird, sondern vielmehr
als eine der zahlreichen Komponenten im komplexen Zusammenspiel der

Scavenger-Rezeptoren zu sehen ist.

4.3.2 Rolle der Scavenger-Rezeptoren bei der Aufnahme von
modifiziertem LDL durch Thrombozyten

Thrombozyten kdnnen Uber Scavenger-Rezeptoren modifizierte Lipoproteine
aufnehmen. Die Expression von Scavenger-Rezeptoren der Klasse B auf
Thrombozyten wurde durch Volf et al. nachgewiesen, der in Experimenten mit
modifiziertem LDL zeigte, dass Thrombozyten uber CD36 OxLDL binden und

o7, 113, 1% CcD36 wird von ruhenden und aktivierten

aufnehmen konnen
Thrombozyten exprimiert und ist an der Aktivierung der Thrombozyten beteiligt
3. 119 SR-B1, ebenfalls ein Mitglied der Klasse B, wurde im Zytoplasma und auf
der Oberfliche von Thrombozyten beschrieben '°. SR-B1 bewirkt unter
anderem die Aufnahme von AcLDL und HDL in Thrombozyten 3% 7 %8 165
Korporaal et al. bewiesen, dass CD36 und MSR-A zusammen an der
Aktivierung von Thrombozyten durch oxLDL beteiligt sind '"2. AcLDL wird
wahrscheinlich durch SR-B1 und SR-A in Thrombozyten aufgenommen oder
aber durch weitere Modifikationen durch die Thrombozyten zu einer starker
oxidierten Form umgewandelt und dann durch die anderen Scavenger-
Rezeptoren gebunden und nach intrazellular transportiert. Volf et al. erklart die
Aufnahme von AcLDL in Thrombozyten dadurch, dass auch AcLDL oxidiert ist,

allerdings nur in geringem Mal und dass der CD36-Rezeptor AcLDL aufgrund
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dieser Oxidierung, nicht aufgrund der Acetylierung des LDL, spezifisch binden
kann '®°. Ein weiterer Scavenger-Rezeptor auf Thrombozyten ist LOX-1, ein
Rezeptor, der wie CD36 die Bindung von oxLDL vermittelt, allerdings aufgrund
der Tatsache, dass er nur von aktivierten Thrombozyten exprimiert wird,
wahrscheinlich ein etwas anderes Aufgabenspektrum als CD36 aufweist. LOX-1
ermoglicht aulRerdem die Erkennung und Bindung aktivierter Thrombozyten
untereinander °" '3,

Thrombozyten speichern modifizierte Lipoproteine nach ihrer Aufnahme Uber
Scavenger-Rezeptoren in ihren dichten Granula, werden anschlieRend von
Makrophagen phagozytiert und fuhren dort zu einer Ablagerung von

Lipidtropfen 34,

Der klassische LDL-Rezeptor, der die LDL-Aufnahme in
kernhaltige Zellen vermittelt, existiert auf Thrombozyten nicht in dieser Form .
Ob native Lipoproteine Uber Diffusion von Vesikeln in Thrombozyten
aufgenommen werden konnen oder aber von auflen an die Thrombozyten-
Membran binden, ist bislang unklar **. Thrombozyten werden durch natives LDL
gegeniiber aktivierenden Substanzen sensibilisiert '®". AuRerdem wird ihre
Funktion durch die Einlagerung von Phospholipiden aus zirkulierenden

Lipoproteinen in die Thrombozyten-Membran beeinflusst 3* 168,
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4.4 Schlussfolgerung

Geht man von vergleichbaren Folgen einer Blockade der Scavenger-
Rezeptoren in vivo aus, konnte eine Blockade der beiden Scavenger-
Rezeptoren CD36 und MSR-A die Schaumzellbildung Uber diesen alternativen
Weg der Thrombozyten-Induktion, aber auch Uber den klassischen Weg der
Lipoprotein-Induktion im menschlichen Organismus hemmen. Welcher dieser
beiden Mechanismen den grofleren Anteil an der Entstehung von
Schaumzellen hat, ist bisher nicht spezifisch untersucht worden. Durch eine
pharmakologische Intervention an diesen Rezeptoren koénnte man
gegebenenfalls die Entstehung bzw. Progression atherosklerotischer Plaques
aufhalten. Dennoch steht einer unkritischen Blockade der Scavenger-
Rezeptoren in vivo die Tatsache entgegen, dass die Folgen aufgrund der
vielfaltigen Funktionen dieser Rezeptoren schwer abzuschatzen sind und dass
Scavenger-Rezeptoren in anderen Bereichen als der Atherosklerose wie z.B. in
der Immunabwehr Aufgaben erflillen, die den menschlichen Organismus vor
schweren Krankheiten schutzen. Auch in der Atherogenese nehmen die
Scavenger-Rezeptoren  keineswegs einheitliche Funktionen wahr. In
Tierversuchen beobachtete man eine weniger stark ausgepragte
Arterienwandverhartung bei erhdhter SR-A-Expression, wodurch eine
Atherosklerose-protektive Wirkung des SR-A impliziert wird ** *'. Babaev et al.
fanden dagegen heraus, dass Mause bei fehlenden SR-A-Rezeptoren trotz

169 In

fettreicher Diat weniger atherosklerotische Lasionen entwickelten
fortgeschrittenen Stadien der Atherogenese fuhrt die SR-A-induzierte Apoptose
von lipidiberladenen Makrophagen zu einer VergroRerung des Lipidkerns in

den Plaques *

. SR-A kann die Atherogenese also abhangig von ihrem
jeweiligen Stadium und den Rahmenbedingungen aufhalten oder
beschleunigen, in der Fruhphase kann man sogar eine schutzende Funktion

3. SR-A kann apoptotische Zellen beseitigen, wenn keine

vermuten
Entzindung vorliegt, und wirkt damit der Atherogenese entgegen 43 SR-A ist
uber die Erkennung von pathogenen Keimen an angeborenen und erworbenen

Prozessen des Immunsystems beteiligt '7°.
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Auch CD36 weist unterschiedliche Funktionen auf. CD36 vermittelt zusammen
mit MSR-A den Groldteil der Aufnahme modifizierten LDLs in Makrophagen,
wobei stark oxidiertes LDL bevorzugt Gber SR-A und schwach oxidiertes LDL
bevorzugt Uber CD36 aufgenommen wird %°%2. Diese Funktion fordert die
Atherogenese. Moore et al. zogen aus Versuchen mit Mausen, deren
klassische LDL-Rezeptoren und CD36-Rezeptoren gleichzeitig ausgeknockt
waren, den RUckschluss, dass ein Fehlen von Scavenger-Rezeptoren die
Entstehung atherosklerotischer Plaques begunstigt, weil durch die verminderte
Aufnahme modifizierter Lipoproteine aufgrund der ausgeknockten Rezeptoren
ein starker entzindliches Milieu entsteht und die Atherogenese dadurch eher
beschleunigt wird als durch die fehlende Aufnahme von Lipiden verzégert .
CD36 reguliert Entziindungsmediatoren hoch; diese steigern wiederum die
CD36-Expression . Dies wirkt proatherogen, da die Atherogenese einen
chronisch-inflammatorischen Prozess darstellt °. Febbraio et al. fiihrten
Experimente mit CD36/Apoliprotein  E-knockout-Mausen durch. Die
resultierende GréRenabnahme der entstehenden atherosklerotischen Lasionen
stutzt jedoch die Hypothese, dass ein Fehlen dieser beiden Rezeptor-Typen vor
der Atherogenese schutzt, weil die zellulare Lipidaufnahme dadurch vermindert
wird °°. Wichtige Funktionen erfilllt CD36 bei der Beseitigung apoptotischer
Zellen durch Makrophagen ** und in der Energiegewinnung von Zellen >* .

Es gibt Menschen, deren Zellen CD36 durch einen genetischen Defekt nicht
exprimieren. CD36-Rezeptor-negative Makrophagen nahmen in in vitro
Versuchen 50 % weniger oxLDL auf als CD36 exprimierende Makrohagen *.
Die durch oxLDL induzierte Steigerung der Freisetzung entzindlicher
Mediatoren durch Makrophagen war bei fehlender CD36-Expression deutlich
schwécher %. In vivo wiesen Patienten mit CD36-Defekt hohere Triacylglycerin-
Spiegel, Insulinresistenz und eine leichte Hypertonie auf, wodurch das
kardiovaskulére Risiko deutlich erhéht wird "% 7% KHK-Patienten wiesen
dementsprechend dreimal so haufig eine fehlende CD36-Expression auf als
Gesunde 2. Ein Fehlen des CD36-Rezeptors in vivo kann die Atherogenese

172

positiv und negativ beeinflussen Ob die Blockade der Scavenger-

Rezeptoren CD36 und MSR-A in vivo durch eine Verminderung der
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Phagozytose modifizierter Lipoproteine und lipidbeladener Thrombozyten durch
entstehende Schaumzellen effektiv antiatherogen wirkt oder ob proatherogene
Faktoren, die im Zusammenhang mit einer fehlenden CD36- und MSR-A-

Expression auftreten, GUberwiegen, gilt es zuktinftig noch aufzuklaren.
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5. Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde die Bedeutung von Scavenger-Rezeptoren fir die
Entwicklung von Schaumzellen aus CD34*-Progenitorzellen und Monozyten
untersucht. Die erste Versuchsreihe beschaftigte sich mit der Thrombozyten-
induzierten Schaumzellbildung aus CD34"-Progenitorzellen und Monozyten. Die
zweite Versuchsreihe untersuchte die Funktion von Scavenger-Rezeptoren in
der Phagozytose lipidbeladener Thrombozyten durch CD34"-Progenitorzellen
und Monozyten.

Nach Blockade der Scavenger-Rezeptoren CD36 und MSR-A durch Antikérper
entstehen im zeitlichen Verlauf signifikant weniger Schaumzellen in Ko-Kulturen
mit Monozyten und nativen Thrombozyten bzw. CD34"-Progenitorzellen und
nativen Thrombozyten als nach Blockade des Scavenger-Rezeptors LOX-1
oder nach Zugabe eines nicht-blockierenden  Kontroll-Antikorpers.
Schaumzellen phagozytieren nach Blockade von CD36 und MSR-A signifikant
weniger Thrombozyten als nach Zugabe des Kontroll-AntikOrpers oder nach
Blockade von LOX-1. Dies wurde immunfluoreszenzmikroskopisch und
durchflusszytometrisch nachgewiesen.

Scavenger-Rezeptoren vermitteln in vitro sowohl den klassischen Weg der
Schaumzellentstehung Uber die ungehemmte Aufnahme von Lipiden durch
Monozyten und Makrophagen als auch den alternativen Mechanismus durch
die Phagozytose lipidbeladener Thrombozyten.

Geht man von einer vergleichbaren Wirkung im menschlichen Organismus aus,
so konnten die Scavenger-Rezeptoren CD36 und MSR-A mdgliche
pharmakologische Angriffsziele flr die praventive Therapie der Atherosklerose
darstellen. Scavenger-Rezeptoren kénnen die Atherogenese in Abhangigkeit
von ihrem Stadium positiv und negativ beeinflussen, auRerdem erfiillen sie
wichtige Funktionen unter anderem in der Immunologie und der
Energiegewinnung von Zellen. Bisher existieren keine Daten Uber die Folgen
einer Blockade von Scavenger-Rezeptoren in vivo.

CD34"-Progenitorzellen kénnen (iber ihre Differenzierung zu Schaumzellen

proatherogen wirken oder durch die Regeneration von ischamisch
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geschadigtem Gewebe und atherosklerotisch veranderten Gefallwanden die
Atherogenese aufhalten. Thrombozyten stellen mdoglicherweise den Schalter
zwischen Regeneration und Progression der Atherogenese durch

Progenitorzellen dar.
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7. Anhang

7.1 Abkirzungsverzeichnis

AcLDL Acetylated Low Density Lipoprotein

APP Platelet-Derived Amyloid Precursor
Protein

Aqua dest. Destilliertes Wasser

ATP Adenosintriphosphat

BSA Bovines Serum Albumin

bzw. beziehungsweise

C Celsius

CD Cluster of Differentiation

CPD Citrat Phosphate Dextrose

CPDA Citrat Phosphate Dextrose Acid

Dil-AcLDL 1,1"-Dioctadecyl-3,3,3",3"-
tetramethylindocarbocyanine-labeled
Acetylated Low Density Lipoprotein

DMSO Dimethylsulfoxid

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

EPC Endothelial Progenitor Cell

EMMPRIN Extracellular Matrix Metalloproteinase
Inducer

FACS Fluorescence Activated Cell Sorter

FCS Fetal Calf Serum

FL1/2-Kanal Fluoreszenz-1/2-Kanal

FITC Fluoresceinisothiocyanat

FSC Forwardscatter

g relative Zentrifugalbeschleunigung

H Wasserstoff

HBSS Hank’s Balanced Salt Solution

HCI Salzsaure

HDL High Density Lipoprotein

HEPES N-[2-Hydroxyethyl]-piperazin-N’-

[2-ethansulfonsaure]
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IFN-y Interferon-y

IgG Immunglobulin G

IL-6 Interleukin-6

IL-8 Interleukin-8

I.U. International Units

iINOS induzierbare NO-Synthase

KCI Kaliumchlorid

KHK Koronare Herzkrankheit

LDL Low Density Lipoprotein

LOX-1 Lectin-like Oxidized LDL-receptor-1

M Molar (mol/Liter)

Mac-1 Macrophage Antigen-1

MACS Magnetic Associated Cell Sorting

mAntikorper monoklonaler Antikorper

MCP-1 Monocyte Chemoattractant Protein-1

M-CSF Macrophage-Colony Stimulating Factor

min Minute

MIP-1a Macrophage Inflammatory Protein-1a

mM Millimolar

mmLDL minimal modifiziertes Low Density
Lipoprotein

MMP Matrix Metalloproteinase

Monos Monozyten

MSR-A Macrophage Scavenger Receptor A

pl Mikroliter

Na Natrium

NaCl Kochsalzlésung

NF«B Nuclear Factor kappa B

NaOH Natronlauge

NaHCO3; Natriumbicarbonat

n/e nicht essentiell

NO Stickstoffmonoxid

OxLDL Oxidized Low Density Lipoprotein

PAI-1 Plasminogen Activator Inhibitor-1
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PBS Phosphat Buffered Saline

PDGF Platelet Derived Growth Factor

PMN Polymorphonuclear Neutrophil

PRP Plattchenreiches Plasma

SR-A Scavenger Receptor A

SR-B Scavenger Receptor B

SSC Sidescatter

STABW Standardabweichung

TGF-p Transforming Growth Factor 3

TNF-a Tumor Nekrose Faktor-a

Tz Thrombozyten

U Unit

uPA Urokinase-Type Plasminogen Activator

uPAR Urokinase-Type Plasminogen Activator
Receptor

VCAM-1 Vascular Cell Adhesion Molecule

VLA-4 Very Late Antigen Komplex 4

VLDL Very Low Density Lipoprotein

VLE Very Low Endotoxin

WHO World Health Organisation

Wiv Gewicht/Volumen

(Mischungsverhaltnis)
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7.2 Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1: Inflammatorische Wechselwirkungen zwischen
Thrombozyten und anderen Zellen
aus: May AE, Seizer P, Gawaz M: Platelets:
Inflammatory Firebugs of Vasculary Walls.
Arterioscler Thromb Vasc Biol 2008;28:55-s10
(Abbildung 3)

Abbildung 2: Schaumzellen bei 20-facher VergroRerung im
Lichtmikroskop

Abbildung 3: Schaumzellen, die sich aus CD34"-
Progenitorzellen durch native Thrombozyten
induziert innerhalb von 15 Tagen entwickelt

haben

Abbildung 4: Die in den Ko-Kulturen mit CD34"-Progenitorzellen
und nativen Thrombozyten entstandenen Schaumzellen
wurden durch den Nachweis des fir Schaumzellen
typischen Oberfachenmarkers CD68 in der
Immunfluoreszenzmikroskopie als Schaumzellen

identifiziert

Abbildung 5: Schaumzellen, die sich innerhalb von 15 Tagen
Thrombozyten-induziert aus Monozyten entwickelt
haben

Abbildung 6: Inhibition der Entwicklung von Schaumzellen aus
CD34"-Progenitorzellen durch die Blockade von

Scavenger-Rezeptoren
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Abbildung 7: Vergleich der in Ko-Kulturen mit CD34"-Progenitorzellen
und nativen Thrombozyten entstandenen Schaumzellen
in der Lichtmikroskopie bei 20-facher Vergrélierung

Abbildung 8: Inhibition der Entwicklung von Schaumzellen aus
Monozyten durch die Blockade von Scavenger-
Rezeptoren

Abbildung 9: Vergleich der in Ko-Kulturen mit Monozyten und
nativen Thrombozyten entstandenen Schaumzellen in der
Lichtmikroskopie bei 20-facher VergréRerung

Abbildung 10: Nachweis der Phagozytose lipidbeladener
und fluoreszenzmarkierter Thrombozyten durch
Schaumzellen in der Immunfluoreszenzmikroskopie

Abbildung 11: Phagozytose markierter und beladener Thrombozyten
durch Schaumzellen, die sich aus CD34"-Progenitorzellen
entwickelt haben

Abbildung 12: Phagozytose markierter und beladener Thrombozyten
durch Schaumzellen, die sich aus Monozyten entwickelt
haben

Abbildung 13: Phagozytoseaktivitat der aus CD34*-Progenitorzellen
differenzierten Schaumzellen bezliglich Mepacrine-
markierter Thrombozyten im Histogramm

Abbildung 14: Phagozytoseaktivitat der aus CD34*-Progenitorzellen
differenzierten Schaumzellen bezuglich Dil-AcLDL-

beladener Thrombozyten im Histogramm

Abbildung 15: Phagozytose beladener Thrombozyten durch Schaumzellen,
die sich aus CD34"-Progenitorzellen differenziert haben
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Abbildung 16:

Abbildung 17:

Abbildung 18:

Abbildung 19:
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Phagozytoseaktivitat der aus Monozyten entstandenen
Schaumzellen bezlglich Mepacrine-markierter Thrombozyten
im Histogramm 47

Phagozytoseaktivitat der aus Monozyten entstandenen
Schaumzellen beziglich Dil-AcLDL-beladener
Thrombozyten im Histogramm 48

Phagozytose beladener Thrombozyten durch
Schaumzellen, die sich aus Monozyten differenziert
haben 49

Thrombozyten-vermittelte Differenzierung von

endothelialen Progenitorzellen zu Endothelzellen oder
Schaumzellen aus: May AE, Seizer P, Gawaz M: Platelets:
Inflammatory Firebugs of Vasculary Walls.
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7.3 Tabellenverzeichnis

Tabelle 1: Schaumzellen, die sich in Ko-Kulturen aus CD34-
Progenitorzellen und nativen Thrombozyten nach Blockade
der Scavenger-Rezeptoren CD36, MSR-A und LOX-1

entwickelt haben

Tabelle 2: Schaumzellen, die sich in Ko-Kulturen aus Monozyten
und nativen Thrombozyten nach Blockade der Scavenger-
Rezeptoren CD36, MSR-A und LOX-1 entwickelt haben

Tabelle 3: Mittlere Fluoreszenzaktivitat der Schaumzellen aus CD34-
Progenitorzellen nach Phagozytose Mepacrine-markierter
und Dil-AcLDL-beladener Thrombozyten

Tabelle 4: Mittlere Fluoreszenzaktivitat der Schaumzellen aus Monozyten
nach Phagozytose Mepacrine-markierter und Dil-AcLDL-

beladener Thrombozyten
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