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1. Einleitung

1.1. Kardiovaskulire Zellen bei thromboinflammatorischen
kardiovaskularen Erkrankungen

1.1.1. Thrombozyten

Der Thrombozyt wurde erstmals im Jahr 1865 von Max Schultze beschrieben. Kurze Zeit
spater, im Jahr 1882 wurde von Julius Bizzozero nachgewiesen, dass Thrombozyten zu den
sich im Blut befindenden Zellen gehoren und damit Teil des Blutkreislaufs sind. Sie sind die
ersten Zellen, die sich an einer beschidigten GefaBwand anheften und einen Thrombus bilden.
Sich im Blut befindende Thrombozyten haben einen Durchmesser von 2-5 wm'. Damit ist der
Thrombozyt die kleinste Blutzelle im humanen Korper. Dariliber hinaus besitzt der
Thrombozyt keinen Nukleus. Ein gesunder Mensch besitzt zwischen 150 — 350 x 10’
Thrombozyten pro Liter”.

1.1.1.1. Die Entstehung von Thrombozyten

Die Entwicklung der Megakaryozyten und der anschlieBenden Entstehung der Thrombozyten
wird durch Zytokine reguliert. Dabei spielt vor allem Thrombopoietin eine wichtige Rolle.
Megakaryozyten befinden sich im Knochenmark in der niher keiner Blutgefa3e. Durch die
Scherkriéfte in den BlutgefaBen kommt es zur Fragmentierung der Megakaryozyten, wodurch
die einzelnen Thrombozyten entstehen und in den Blutkreislauf gelangen. Die Lebensdauer
der Thrombozyten betrigt circa 10 Tage’. Am Ende ihres Lebens werden sie in der Leber und
der Milz wieder angebaut”.

1.1.1.2. Struktureller Aufbau des Thrombozyten

Der Thrombozyt besitzt verschiedene Zellorganellen, darunter verschiedene Speichergranula,
die alpha-Granula (a-Granula), die Dichte Granula (6-Granula) und die Lysosomen, sowie das
intrazelluldire Membransystem und die Mitochondrien, die als Energielieferant fiir die
Thrombozyten dienen®. Bei ruhenden Thrombozyten sind die Zellorganellen, beschrieben in
den folgenden Absétzen, voneinander getrennt in Zytoplasma zu finden. Bereits wenige
Minuten nach der Aktivierung durch Thrombin gruppieren sich die Zellorganellen in der
Mitte des Thrombozyten und um die Zellorganellen entsteht ein Ring aus Mikrotubulies und
Mikrofilamenten. Des Weiteren kommt es zur Degranulation der Speichergranula’.



1.1.1.2.1. o-Granula

Die a-Granula haben einen Durchmesser von 200-500 nm. Jeder Thrombozyt besitzt
zwischen 50 und 80 a-Granula. In den a-Granula befinden sich sowohl membranassoziierte
als auch nicht membrangebundene Proteine. Die a-Granula sind in nicht-aktivierten, ruhenden
Thrombozyten voneinander getrennt”.

Bei der Thrombozytenaktivierung werden die membrangebundenen Proteine an der
Thrombozytenoberfliche exprimiert, darunter P-Selektin (CD62P), a3 und van Willebrand
Faktor®. Die nicht membrangebundenen Proteine, wie SDF (englisch: ,,stromal cell-derived
factor)-1a, werden in den extrazelluldren Raum freigesetzt™ ® . Damit haben die a-Granula
auch eine wichtige Rolle bei der Inmunabwehr, da sie durch die Sekretion von Zytokinen und
Chemokinen die Leukozytenfunktion beeinflussen kdnnen, was wiederum zur Migration oder
anderen pro-inflammatorische Funktionen der Leukozyten fordert® bzw. den Phénotyp von
Monozyten hin zum pro-migratorischen und pro-adhisiven Phénotyp dndern kann®. Die a-
Granula haben ihren Ursprung im Golgi Komplex der Megakaryozyten, genauso wie die o-
Granula’, welche im folgenden Abschnitt beschrieben werden.

1.1.1.2.2. o-Granula

Von den §-Granula befinden sich 3-8 in jedem Thrombozyten welche je einen Durchmesser
von 200-300 nm haben. In den o-Granula befindet sich unter anderem Adenosindiphosphat
(ADP), Adenosintriphosphat (ATP), Kalzium (Ca”*"), Magnesium (Mg>") und Serotonin®. Die
Freisetzung der verschiedenen Substanzen erfolgt durch die Exozytose. Die Freisetzung von
ADP ist als beteiligt an der Aggregation, Thromboxan Generation und der Forménderung der
Thrombozyten durch die Bindung an die Rezeptoren P,Y; und P,Y,. Damit ist die Sekretion
von ADP essenziell fiir die Hamostase” '°. Vor kurzen wurde gezeigt, dass Serotonin eine
wichtige Rolle bei der Interaktion, also dem Rollen und der Adhidsion, von Neutrophilen mit
dem Endothel hat'".

1.1.1.2.3. Lysosomen

Die dritten Speichergranula sind die Lysosomen. Jeder humane Thrombozyt enthdlt 0-2
Lysosomen. In den Lysosomen befinden sich verschiedene Hydrolasen und Proteasen, wie
Elastase und Kollagenase, sowie verschiedene andere Proteine, welche nach einer
Aktivierung der Thrombozyten in den extrazelluldren Raum abgegeben werden®.

1.1.1.2.4. Das intrazelluldire Membransystem

Das intrazellulire Membransystem kann in zwei Systeme unterschieden werden, das offene
kanalikuldre System (,,open canalicular system“, OCS) und das dichte tubuldre System
(,,dense tubular system*). Das OCS ist ein Teil der Thrombozyten Oberflichenmembran und



besitzt eine Struktur aus verzweigten Kanélen, die dem Thrombozyt als Membran wihrend
der Oberflachenvergroferung bei der Formverdnderung zur Verfiigung stehen. Daneben dient
das OCS auch dem Transport von Proteinen aus den a-Granula zur Zellmembran, wie bei der
Thrombozytenaktivierung oder der Einschleusung von Proteinen, wie Fibrinogen, in die a-
Granula® > '2. Das andere intrazellulire Membransystem ist das Dichte tubuldre System, was
ein Uberbleibsel des endoplasmatischen Retikulums der Megakaryozyten ist. Wie auch das
OCS besteht es aus verzweigten Kanilen, die sich innerhalb des Zytoplasmas befinden®.

1.1.1.3. Die Adhdision von Thrombozyten

Die Hauptaufgabe der Thrombozyten ist die Hédmostase, ein Mechanismus, mit dem ein
Blutverlust, mittels der Koagulation von Thrombozyten verhindert wird. Durch Verletzungen
am Endothel wird die endotheliale Matrix freigelegt, dadurch kommen die sich im Blut
befindenden Thrombozyten mit der Matrix in Kontakt und beginnen zu adhérieren. Der
Ursache fiir die Adhésion ist, dass die Matrix verschiedene Makromolekiile enthilt, darunter
Kollagen und der van Willebrand Faktor (vWF). Durch diesen Kontakt werden die
Thrombozyten aktiviert. Der Prozess, bei dem die Thrombozyten an die extrazelluldire Matrix
binden, ist ein kontrollierter Prozess, der in verschiedenen Stufen ablauft. I, das Rollen der
Thrombozyten; I, das Anheften der Thrombozyten III, die Ausbreitung der Thrombozyten
und IV die stabile Adhdsion der Thrombozyten durch Aggregation. Im Laufe dieses Prozesses
werden die Thrombozyten aktiviert, verdndern ihre Form und weitere Thrombozyten
interagieren mit den bereits adhdrierten Thrombozyten um einen Thrombus zu bilden, und
dadurch die Blutung zu stoppen. Bei der endothelialen Matrix-Thrombozyten Interaktion sind
der vWF und das Glykoprotein (GP) Ib von Bedeutung'* '*. In dem Prozess der Bindung
kommt es zur Interaktion zwischen den Thrombozytenrezeptoren und Proteinen der
extrazelluldren Matrix, wie Kollagen. Fiir eine stabile Adhédsion der Thrombozyten ist die
Aktivierung essenziell. Durch die Aktivierung kommt es zur Konfirmationsverdnderung, zur
Aktivierung, von a3, was zur stabilen Interaktion der Thrombozyten fiihrt und wichtig ist
fiir die Bindung von Fibrinogen. Durch die Aktivierung kommt es auch zur Forminderung
(englisch: ,,shape change®) der Thrombozyten® . Die Verinderung des Aussehens wihrend
der Adhésion wurde schon 1882 beschrieben. Damals als Verdnderung von der runden Form
zu einer unregelmafig geformten Struktur, die von der Seite betrachtet eine Verdickung in der
Mitte besitzt'. Die Formverinderung der Thrombozyten kommt durch die Neugruppierung der
Aktinfilamente, die sich parallel zueinander ausrichten'>. Dadurch kommt es zuerst zur
Bildung von Filopodien, also feinen Ausldufern der Thrombozyten. Im weiteren Verlauf wird
der Thrombozyt flacher und es bilden sich die Lamelopodien, durch deren Bildung sich die
Thrombozytenoberfliche vergrofert. Im letzten Schritt wird der Thrombozyt flach und rund,
damit ist der Prozess der Formverinderung abgeschlossen'®.

Durch die Sekretion der sich in den Granula befindlichen Substanzen werden verschiedene
Funktionen der Thrombozyten induziert, darunter die Adhision, Aktivierung, Aggregation
und Chemotaxis. Durch die aktivierten und adhédrenten Thrombozyten konnen Monozyten mit



den Thrombozyten interagieren und Monozyten-Thrombozyten-Aggregate (MTA) bilden'’
(beschreiben in Abschnitt 1.1.3).

Neben ihrer Funktion in der Himostase sind Thrombozyten auch an Prozessen der
Immunabwehr beteiligt. Thrombozyten sind in der Lage Leukozyten zu rekrutieren und
besitzen Immunrezeptoren, darunter Fc-Rezeptoren, auf ihrer Zelloberfliche. Durch diese
Rezeptoren agieren sie als ein Teil der Immunabwehr, auch konnen die Thrombozyten mit
Bakterien, Viren und Parasiten interagieren und diese phagozytieren. Dadurch werden die
Thrombozyten ebenfalls aktiviert und Zytokine, wie Interleukin (IL)-1, sekretiert'®.

1.1.14. Thrombozyten als Inflammationsmediatoren

Aktivierte Thrombozyten sind in der Lage pro-inflammatorische Substanzen, welche sie in
thren o-Granula und o-Granula gespeichert haben zu sekretieren. Zu diesen Substanzen
gehoren verschiedenen Zytokine und Chemokine. Dies sind unter anderem CCL5 (C-C-Motif
Chemokin-Ligand 5; RANTES), IL-1p, Thrombozyten-Faktor (englisch: platelet factor)-4,
SDFla und ,,Transforming Growth Factor (TGF)-B'°?'. Aber auch Serotonin und ADP
kénnen von Thrombozyten nach Aktivierung freigesetzt werden'® ''. Jede dieser Substanzen
hat einen anderen Einfluss auf die zirkulierenden Blutzellen aber auch auf das Endothelium
und ist somit bei verschiedenen biologischen Prozessen beteiligt. So wird durch die
Freisetzung zum einen die Adhdsion von Monozyten und Neutrophilen an das Endothelium
gefordert'®?!. Zum anderen konnen die Thrombozyten mit den Monozyten zu Monozyten-
Thrombozyten-Aggregaten interagieren, im Detail beschrieben in Absatz 1.1.3. Auch konnen
die Thrombozyten, durch direkte Interaktion oder durch die Freisetzung von z. B. CCLS, die
Sekretion von MCP-1 (CCL2) durch Monozyten fordern””. Des Weiteren werden
verschiedene pathologische Funktionen beeinflusst, darunter die Proliferation und
Differenzierung von Zellen. Die von Thrombozyten sekretierten Proteine haben dariiber
hinaus Einfluss auf die Angiogenese und Thrombose. Aber auch die Entstehung von Fibrose
im Gewebe kann induziert werden'”?'. AuBerdem kommt es durch die Matrix
Metalloproteinase (MMP) Aktivitét, vor allem von MMP-2, auf der Thrombozytenoberflache
zur Degranulation der Kollagenmatrix®.

Dariiber hinaus konnten Studien an Patienten zeigen, dass sich sowohl die
Thrombozytenaktivierung wie auch die Thrombozytenaggregation mit zunehmendem Alter
verdandern. Eine Ursache dafiir ist, dass sich die Anzahl der Oberflichenrezeptoren
verandert®®. Es konnte gezeigt werden, dass Personen es eine negative Korrelation zwischen
der Anzahl der Prostacyclin Rezeptoren auf der Oberflache der Thrombozyten und dem Alter
der Probanden gibt. Dies kann ein Indiz dafiir sein, dass die Thrombozyten von dlteren
Personen leichter aggregieren und damit auch leichter Thrombosen entstehen kénnten®.

Mikropartikel (MP) sind kleine Partikel aus der Plasmamembran von verschiedenen Zellen,
hauptsidchlich von Thrombozyten, aber auch von Endothelzellen sowie Leukozyten. MP
spielen eine Rolle bei Entziindungen, der Angiogenese, Apoptose und endothelialen



Funktionen. Vor allem die von Thrombozyten entstandenen MP sind pro-inflammatorisch und
gerinnungsfordernd, da sie zum einen die Zytokinfreisetzung und Apoptose von
Endothelzellen fordern und zum anderen die Endothelzellen aktivieren kénnen®’. Dariiber
hinaus konnte in Patientenstudien nachgewiesen werden, dass die Anzahl der Thrombozyten
entstandenen MP bei Patienten mit kardiovaskulidren Erkrankungen erhoht ist.

1.1.2. Monozyten

Monozyten gehoren zu den mononuklearen Zellen und sind vor allem im Blut, Knochenmark
und der Milz zu finden”. Sie machen zwischen 5 und 10 % der sich im Blutkreislauf
befindenden Leukozyten aus®®. Dariiber hinaus sind Monozyten in der Lage zu dendritischen
Zellen (DC, englisch ,,denritic cells*) und Makrophagen, im Gewebe, zu differenzieren.
Monozyten konnen in verschiedene Untergruppen unterschieden werden, Ly—6Chigh, welche
CCL2 exprimieren, und Ly-6C1°W, welche kein CCL2 exprimieren. Dariiber hinaus kénnen die
Monozyten anhand ihrer CD14 und CD16 Expression unterschieden werden, dies sind drei
Untergruppen: CD147°CD16™ (klassische Monozyten), CDI14 'CD16" (intermediire
Monozyten) und CD14CD16™" (nicht-klassische Monozyten), wobei nur die CD14" "CD16
Monozyten CCL2 exprimieren” *, wodurch davon auszugehen ist, dass es sich bei den Ly-
6C""CCL2" Zellen und den CDI4"°CD16" um dieselbe Population handelt, nur
unterschieden im murinen und humanen System™. Die Ly-6C™¢" Monozyten sind kurzlebig
und zirkulieren durch das Gewebe, dariiber hinaus kénnen die zu Ly-6C1°W Monozyten
werden, sowie sich in entziindeten Regionen anhiufen®'. Dariiber hinaus sind Monozyten
antigenprisentierende Zellen®”>. Damit leisten Monozyten, Makrophagen und DC einen
wichtigen Beitrag fiir die Gesundheit und das Immunsystem®".

1.1.2.1. Die Entwicklung von Monozyten

Monozyten entwickeln sich aus hidmatopoetischen Stammzellen (HSC, englisch
,hematopoietic stem cells*) im Knochenmark und in der Milz. Die ersten Vorlduferzellen der
HSC sind die gemeinsamen myeloiden Vorlduferzellen, welche CD34 auf ihrer Oberfldche
exprimieren, also CD34" Zellen. Aus diesen Vorlauferzellen entwickeln sich dann sowohl die
Granulozyten-/Makrophagen-Vorlduferzellen sowie die Makrophagen-/DC-Vorlauferzellen.
Aus diesen Vorlduferzellen entwickeln sich dann letztendlich die Monozyten und DCs™.

1.1.2.2. Differenzierung von Monozyten zu Makrophagen

Monozyten konnen unter entziindungsbedingten Gegebenheiten ins Gewebe infiltrieren und
dort zu Makrophagen differenzieren. Dennoch gibt es neben den aus Monozyten entstandenen
Makrophagen auch die stindigen Makrophagen, welche unabhédngig von den HSC entstehen.
Zu diesen stindigen Makrophagen gehoren die Mikroglia im Gehirn sowie die Langerhans



Zellen. Verschiedene Studien konnten zeigen, dass sich residente Makrophagen in den
verschiedenen Geweben befinden, die sich im Erwachsenalter unabhéingig von den
zirkulierenden Monozyten entwickeln®?. Makrophagen kénnen in M1 und M2 Makrophagen
unterschieden werden. Die M1 Makrophagen sind die inflammatorischen Makrophagen,
welche sich  durch die Stimulation mit Lipopolysacchariden (LPS) oder
Granulozyt/Makrophage Kolonie-stimulierender Faktor (GM-CSF; englisch: granulocyte
macrophage colony-stimulating factor) entwickeln. Dagegen entwickeln sich die M2
Makrophagen durch IL-4 und IL-13 und haben eine mehr regulatorische Funktion. Allerdings
ist nicht klar welcher Makrophagentyp sich aus welcher Monozytensubpopulation
entwickelt®'.

1.1.2.3. Monozyten, Makrophagen und Schaumzellen in der Atherosklerose

Die Endothelzellen in den von Atherosklerose betroffenen GefiBwénden sekretieren
verschiedene Substanzen, die in der Lage sind Monozyten anzulocken und eine Interaktion zu
initiieren (Abbildung 1-1), dies fiithrt zur Infiltration und Anhdufung von Monozyten im
atherosklerotischen Plaque®™ *2. Vor allem die Chemokine CCL5 und CXC-Motif Ligand
(CXCL)-1 sind an der Infiltration von Monozyten in die Plaques beteiligt. Die Monozyten
hiufen sich dort an, wo die Endothelfunktion beeintrdchtigt ist und infiltrieren in die
GefiBwand, wo sie zu Makrophagen differenzieren®’. Dabei sind es vor allem die Ly-6C™",
bei der Maus, bzw. die CD14"'CD16 und CD14"CD16" Monozyten beim Menschen, die im
atherosklerotischen Plaque zu finden sind. Wéahrend der Atherosklerose infiltrieren
Monozyten in die GefdBwand und differenzieren in der Intima zu Makrophagen. Durch die
Aufnahme von Lipoproteinen niederer Dichte (LDL; englisch: Low Density Lipoproteins),
differenzieren die Makrophagen zu Schaumzellen, welche einen grofen Teil des
atherosklerotischen Plaques ausmachen, sowie zu Komplikationen fiihren kénnen®" %
Allerdings sind es vor allen die CD14 positiven Zellen welche das modifizierte LDL, also das
oxidierte oder acetylierte LDL, aufnechmen®®. Dariiber hinaus werden von den Zellen pro-
inflammatorische Substanzen freigesetzt, welche die Migration und Proliferation von glatten
Muskelzellen initiiert und dadurch die Entwicklung des Plaques, sowie dessen Ruptur
begiinstigen®'. Aus Monozyten entstandene Makrophagen sind antigenprisentierende Zellen,
welche verschiedene Substanzen sekretieren konnen, darunter Zytokine, Chemokine,
Wachstumsfaktoren, sowie MMPs. Die Infiltration und das Uberleben der
Monozyten/Makrophagen in den Plaques ist abhidngig von verschiedenen Substanzen, wie
GM-CSF. Dennoch werden von den Plaques auch Substanzen, wie Interferon (INF)-y
freigesetzt, welche dazu beitragen, dass die Makrophagen in die Apoptose, den kontrollierten
Zelltod, gehen. Dies fiihrt dazu, dass es zur Entstehung eines nekrotischen Kerns innerhalb
des atherosklerotischen Plaques kommt®>.



1.1.2.4. Monozyten im Myokardinfarkt

Auch beim Myokardinfarkt spielen Monozyten eine Rolle. Nach einem Myokardinfarkt
kommt es zur Infiltration von Monozyten in die Infarktzone. Dabei kommt es in der
inflammatorischen Phase nach dem Myokardinfarkt zur Anhéufung von CD14"'CD16™ Zellen
im Bereich der Infarktrandzone®®, mit einem Peak nach 3 Tagen37 In der spéteren
Proliferationsphase sind sowohl CDI4 'CD16" wie auch CDI47CDI16" Zellen im
eigentlichen Infarktbereich zu finden®®. Bei der Verteilung der Monozytenpopulationen zeigt
sich, dass Patienten mit einem hohen Basislevel an CD14'CD16° Monozyten eine
beeintrachtigte linksventrikuldre Auswurffunktion haben und eine grofere Infarktfliche, dies
zeigte sich auch noch in Nachuntersuchungen nach 4 Monaten, was darauf hindeutet, dass
eine hohe CD14""'CD16™ Monozytenpopulation mit einer gestorten Wiederherstellung der
Herzfunktion nach einem Myokardinfarkt zusammenhéngt®.
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Abbildung 1-1 Die verschiedenen Interaktionsmoglichkeiten von Monozyten, Thrombozyten
und Endothelzellen. Monozyten, Thrombozyten und Endothelzellen konnen iiber verschiedene
Rezeptoren miteinander zu interagieren. (modifiziert nach von Ungern-Sternberg et al.)*’

1.1.3. Monozyten-Thrombozyten-Aggregate

An der Bildung von Monozyten-Thrombozyten-Aggregation (MTA) sind nur aktivierten
Thrombozyten beteiligt’®. Dabei kommt es zur Interaktion von den aktivierten Thrombozyten
mit Monozyten. An der Formation sind verschiedene Rezeptoren sowohl auf den
Thrombozyten als auch auf den Monozyten beteiligt (Abbildung 1-2). Fiir die Interaktion sind
vor allem P-Selektin auf Thrombozyten und der Gegenrezeptor auf Monozyten, der Rezeptor
P-Selektin Glykoprotein Ligand-1 (PSGL-1) verantwortlich. Dariiber hinaus kann die
Interaktion von Monozyten und Thrombozyten auch durch andere Rezeptorinteraktionen



initiiert werden, dies inkludiert sowohl Rezeptoren auf Thrombozyten, wie oypp3, wie auch
den Rezeptor Mac-1 (ayPs, CD11b/CD18) auf Monozyten****. Dariiber hinaus kann auch
CD147 auf Monozyten durch seine Bindung an GPVI auf Thrombozyten zu MTAs fiihren**
*. Thrombozyten kénnen neben der Interaktion mit Monozyten auch Interaktionen mit
anderen Immunzellen eingehen, darunter mit Neutrophilen®. Die Interaktion von Monozyten
und Thrombozyten findet in der Blutzirkulation statt*® und fordert die Freisetzung von
entziindungsfordernden Zytokinen und Chemokinen””. Patienten mit einem akuten
Myokardinfarkt haben im Vergleich zu gesunden Personen oder Patienten ohne akuten
Myokardinfarkt erhohte Level an MTAs'" **. Allerdings reicht bereits ein schwacher
Stimulus, wie eine Grippeimpfung aus, um die MTA-Bildung im Blut zu férdern. Monozyten
konnen in drei Subgruppen klassifiziert werden CD147CD16", CD14"'CD16" und CDI14
CD16"". Alle Subgruppen sind in der Lage mit Thrombozyten eine Interaktion einzugehen.
Dennoch kommt es durch die MTA zu einer Verdnderung der Subpopulationen vom
CD147CD16" zum CD14"CD16" Phinotyp. Die CD14 "CD16" Monozyten haben eine
erhohte Expression von CD11b und CD11c¢ auf der Oberfliche, was auf eine Aktivierung der
Monozyten hindeutet. Zusitzlich adhirieren CD14'CD16° Monozyten vermehrt auf

aktivierten Endothelzellen im Vergleich zu den anderen Monozyten Subpopulationen®” *.
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Abbildung 1-2 Moglichkeiten der Monozyten-Thrombozyten Aggregation. Monozyten und
Thrombozyten konnen durch verschiedene Rezeptoren miteinander Aggregate bilden.
(modifiziert nach von Ungern-Sternberg et al.)’

1.2. Cyclophilin A

Cyclophilin A (CyPA) wurde in Jahr 1984 als intrazelluldrer Bindungspartner fiir Cyclosporin
A (CsA) entdeckt™. Im selben Jahr wurde auch die Peptidyl-Prolyl Cis-Trans Isomerase



(PPlase) zum ersten Mal beschrieben’’ und im Jahr 1989 wurde von Fischer et al.
beschrieben, dass es sich bei CyPA und der Peptidyl-Prolyl Cis-Trans Isomerase um dasselbe
Protein handelt’®>. CyPA macht 0,1-0,4% des gesamten intrazelluldren Proteingehalts einer
Zelle aus™. Die Struktur von CyPA besteht aus drei a-Helices und acht B-Stréngen
(Abbildung 1-3), wovon zwei a-Helices und alle B-Stringe einen hydrophoben Kern der
Struktur bilden™ >,

Abbildung 1-3 Die Struktur von CyPA bei Raumtemperatur. Das Protein CyPA besteht aus

zwei a-Helices, einer °/;9 Helix und acht B-Stringen (modifiziert nach von Ungern-Sternberg
et al )’

Cyclophilin A (CyPA) ist ein 18 kDa grof3es Protein, welches allen Zellen vorkommt und im
Zytoplasma und im Zellkern lokalisiert ist’” >’. Das intrazellulire CyPA ist an der Ca’’
Himostase beteiligt, sowie an der Proteinfaltung und dem Proteintransport®®®'. Dariiber
hinaus besitzt CyPA eine PPiase Aktivitit, welche die Proteinfaltung beschleunigen kann®.
Durch seinen Einfluss auf die Ca®" ist CyPA an der Hamostase und der Thrombusbildung in
vitro und in vivo beteiligt®. Allerdings ist CyPA auch an der Produktion von ROS beteiligt.
Die ROS Produktion wird durch Nicotinamid adenin dinukleotid phosphat (NADPH) Oxidase
reguliert. Dabei spielt vor allem die Untereinheit p47"™* eine wichtige Rolle. Durch
Angiotensin II kommt es zur Translokation von p47™ an die Zellmembran, diese
Translokation ist CyPA abhingig, wodurch CyPA dazu beitrdgt die intrazellulire ROS
Produktion in aktivierten Thrombozyten zu erhohen® ®. Die Aktivierung des Rezeptors o3
auf Thrombozyten bendtigt die Freisetzung von intrazellulirem Ca®’. Durch die Beteiligung
von CyPA bei diesem Prozess ist CyPA dadurch auch bei der ,,inside-out™ Aktivierung von
Thrombozyten, also der intrazelluliren Signalkaskade, in diesem Fall der
Konfirmationsveranderung von oypPs auf Thrombozyten, beteiligt. Im Weitern Verlauf der
Thrombozyten Aktivierung ist das intrazellulire CyPA bei der Regulierung des ,,outside-in“
Signalwegs beteiligt, indem es an der Reorganisation des Zytoskeletts durch eine Assoziation



mit F-Aktin beteiligt ist. Der Prozess der Thrombozyten Aktivierung ist abhingig von der
PPiase Aktivitdt von CyPA65.

1.2.1. Posttranslationale Modifikationen

CyPA kommt als methylierte, acetylierte, phosphorylierte und native Form in der Zelle vor®™.
Vom endogenen CyPA ist beschrieben, dass es an Lysin'> acetyliert werden kann, in den
humanen Zelllinien, HeLa und Jurkat T-Zellen. Wie viel Prozent acetyliert sind, ist abhédngig
von der Zelllinie und betrdgt zwischen einem Drittel und der Hilfte des endogenen CyPA.
Das acetylierte CyPA hat einen anderen optimalen pH wie das native CyPA, wobei das native
CyPA einen basischen und das acetylierte CyPA einen sauren pH bevorzugt. Durch die
Acetylierung kommt es nicht zur Konfirmationsverdnderung, dennoch hat das acetylierte
CyPA eine schlechtere Bindungsaffinitdt zu Cyclosporin A (CsA) im Vergleich zum nativen
CyPA®. Dariiber hinaus, kommt es zu einer verstirken Acetylierung von CyPA wihrend
einer Hypoxie. Acetyliertes CyPA bindet an die Promotor ATGS und ATG7, welche bei der
Autophagozytose eine wichtige Rolle spielen. Durch die Aktivierung der Promotor kommt es
zur Autophagozytose und dadurch zu einer Verdnderung der Angiogenese, wodurch es zu
einer Verschlechterung der pulmonalen arteriellen Hypertonie kommt®®.

Wie das native CyPA kann auch das acetylierte CyPA von Endothelzellen freigesetzt werden.
Dies geschieht unter anderen bei oxidativem Stress, welcher unter anderem durch Angiotensin
IT induziert werden kann. Durch eine vermehrte Sekretion von CyPA in den extrazelluldren
Raum kommt es zu einer erhohten Entziindungsreaktion des Endothels. Die
entziindungsfordernden Eigenschaften von CyPA sind beim acetylierten CyPA besser
ausgepragt als beim nativen CyPA. Durch die Pro-inflammatorischen Eigenschaften von
CyPA kommen beide Formen bei der pulmonalen arteriellen Hypertonie vor® ™ .

Neben der Acetylierung kommt es auch zur Phosphorylierung von CyPA, unter anderem iiber
die Bindung von Liganden an den CXC-Motif Rezeptor (CXCR)-4 Rezeptor. Aullerdem ist
CyPA bei der Internalisierung von CXCR4 nach SDF1 Bindung beteiligt und die
intrazelluldre Interaktion von CyPA und CXCR4 fiihrt dariiber hinaus zur Translokation von
CyPA in den Zellkern”'.

1.2.2. Extrazelluliires CyPA

CyPA kann von verschiedenen Zellen durch die Gegenwart von inflammatorischen Stimuli
freigesetzt werden, darunter von Thrombozyten nach Stimulation mit Thrombin’' und von
Monozyten durch erhdhte Glukosewerte’* oder LPS Stimulation”, oder von LPS aktivierten
Endothelzellen™. Daher, dass CyPA als Response nach einem Stimulus in den extrazelluliren
Raum sekretiert werden kann und weitere pro-inflammatorische Zellen anlockt, kann es zu
den DAMPs (Gefahr assoziierte molekulare Struktur, englisch: ,,Danger Associated



Molecular Pattern*) gezdhlt werden. Als DAMPs werden jene extrazelluldren Substanzen
bezeichnet, die von den Zellen sekretiert werden’™.

Dariiber hinaus ist CyPA an der Entstehung von verschiedenen kardiovaskuldren
Erkrankungen. In CyPA™* Mzusen konnte, im Karotisligatur Modell, gezeigt werden, dass es
zu einer erhohten CyPA Expression kommt, wenn der Blutfluss zum Erliegen kommit.
Dariiber hinaus ist CyPA an der Expression von VCAM (Vaskuléres Zelladhdsionmolekiil,
englisch: ,,vascular cell adhesion molecule®)-1 beteiligt und auch an der Infiltration von
Leukozyten in die Intima und medialen Bereich eines verletzten Gefdlles, nach 14 Tagen.
Neben der Infiltration von Leukozyten fordert CyPA auch die Migration von glatten
Muskelzellen, in vitro. Diese Daten zeigen, dass CyPA am vaskuldren Umbau der GefdaBwand
beteiligt ist’®. Das CyPA beim GefiBumbau beteiligt ist, wird auch durch die Tatsache
deutlich, dass Apoliporprotein (Apo)E”CyPA” Miuse keine abdominalen Aorten
Aneurysmen (AAA), nach einer Angiotensin II Behandlung, entwickeln, im Vergleich zu
ApoE”CyPA™. Dariiber hinaus kommt es bei den ApoE”CyPA™ nicht zu einer
Elastindegradierung des Gefdfles, vermutlich durch eine reduzierte MMP2 Aktivitit in den
ApoE'/ 'CyPA'/ " Maiusen. An der Entstehung von AAA ist vor allem das endotheliale CyPA
beteiligt”’.

CyPA ist ebenfalls fiir die Angiotensin Il-induzierten ROS Produktion durch glatte
Muskelzellen verantwortlich und spielt ebenfalls eine Rolle in der ROS Produktion in
Endothelzellen’” ™. Durch die Angiotensin II-induzierte ROS Produktion kommt es zu einer
kardialen Hypertrophie, an welcher wie auch schon bei der Entwicklung der AAA vor allem
das endotheliale CyPA beteiligt ist”’. Allerdings ist nicht nur das intrazellulire CyPA an der
ROS Produktion beteiligt, sondern auch das extrazellulire CyPA. ROS sind auch an der
Entstehung von Ischdmie- und Reperfusionsschdden beteiligt. Durch eine Blockierung von
CD147 verringert sich der oxidative Stress nach einem Myokardinfarkt in vivo im
Mausmodell. Was darauf hindeutet, dass das extrazellulire CyPA durch die Interaktion mit
CD147 ebenfalls die ROS Produktion fordern kann™.

Da diese Versuche teilweise einen Vergleich von CyPA™* mit CyPA” darstellen, bzw. keine

CD147 blockierenden Antikdrper verwendet wurden, ist es schwer zu schlussfolgern welche
von diesen Effekten durch die Freisetzung, somit von extrazelluldiren CyPA abhingig sind
und das intrazellulare CyPA nur eine untergeordnete Rolle spielt.

Die Interaktion von CyPA mit CD147 wird im Abschnitt 1.3.3 beschrieben und die
Interaktion von CD147 und CyPA bei kardiovaskuldren Erkrankungen und im Abschnitt
1.3.4.

1.3. Das Immunglobulin CD147

Das humane CD147 ist lokalisiert auf dem Chromosom 19 p13.3 und besitzt 10 Exonen®'.
Von CD147 sind vier verschiedene Isoformen bekannt (Isoformen -1, -2, -3, und -4) Die am



meisten vorkommende Isoform ist die Isoform basigin-2, welche auch als CD147 bekannt ist.
Die Isoform Basigin-1 ist um eine extrazelluldre Doméne langer als die Isoform basigin-2 und
kommt in der Retina vor und die Isoform basigin-3 und basigin-4 besitzt nur eine
extrazellulire Domine™* ®.

EC1 Domaéne
1gC2 Type
253a-101aa

EC2 Doméne

Igl Type
106 aa—200 aa

Transmembrane Doméane
206 aa—230 aa

Zytoplasmatische Domane
230 aa— 269 aa

Abbildung 1-4 Schematische Darstellung des Rezeptors CDI147. Der Rezeptor CD147 besteht
aus drei Teilen, einem intrazelluliren Teil, einem transmembranen Teil und extrazellulirem
Teil. Der extrazelluldre Teil ist aus zwei Domdnen aufgebaut, einer IgC2-Typ und einer Igl-
Typ Domdne.

CD147 gehort zur Familie der Immunglobuline® und wurde in Jahr 1982 von C. Biswas auf
Tumorzellen entdeckt und dementsprechend ,,Tumor Cell-derived Collagenase Stimulating
Factor (TCSF) genannt. Der Grund fiir diesen Namen war, dass damals davon ausgegangen
wurde, dass durch die Interaktion von Tumorzellen mit Fibroblasten es zu einer erhohten
Collagenase Produktion von Fibroblasten kommt®. In den darauf folgenden Jahren wurde
CD147 auf verschiedenen Zelltypen und in verschiedenen Spezies nachgewiesen, wodurch es
zu unterschiedlichen Namen kam, basigin® und gp42® bei Miusen, ox-47%" und CE9™ bei
Ratten, HT7* und Neurothelin® in Hithnern und M6°! und TCSF**> beim Menschen. Im Jahr
1995 wurde TCSF in EMMPRIN (,Extracellular Matrix MetalloProteinase Inducer®)
umbenannt’.

Das humane CD147 besteht aus einer intrazelluldren, einer transmembranen und zwei
extrazelluliren Doménen und ist aus 269 Aminosduren aufgebaut. Von den 269 Aminoséuren
entfallen 39 auf die zytoplasmatische Doméne, 24 Aminosduren befinden sich in der
transmembranen Doméne und 185 Aminosiuren bilden die zwei extrazelluliren Doménen®.



Der extrazelluldre Teil besteht aus zwei Doméinen, einer IgC2-Typ Doméne beim N-
terminalen Ende und einer Igl-Typ Domédne am C-terminalen Ende der extrazelluldren
Domine’**®. Der Rezeptor CD147 hat in der nicht glykosilierten Form eine GroBe von 27
kDa’’. Allerdings besitzt CD147 drei Glykosilierungsstellen Asn*, Asn'>* und Asn'®® * Dies
fiihrt dazu, dass CDI147 in zwei verschiedenen Formen vorkommen kann, einer gering
glykosilierten Form von ca. 32 kDa und einer hohen glykosilierten Form, welche zwischen
45-65 kDa groB ist”’.

Die Homologie zwischen dem humanen und dem murinen CD147 betrdgt bei der
extrazelluliren Doméne 51 %, bei der transmembranen Doméne 96 % und bei der
intrazelluliren Doméne 70 %°°.

1.3.1. Bindungspartner von CD147

CD147 kann mit verschiedenen Rezeptoren, Integrinen, Adhésionsproteinen und Liganden
eine Interaktion eingehen. Zu den Liganden gehdren neben CyPA” auch CyPB'® und
S100A9'". Andere Interaktionspartner sind GPVIY, CD98'“, CD44'®, CD43'™ E-
Selektin'®, CyP60'*, Apolipoprotein D', Caveolin-1'"®, Annexin-2'" und NOD2'° sowie
die Integrine o’f; und o°B;'"". Fiir die ,,Monocarboxylate Transporter (MCT) agiert CD147
als ein Chaperon Protein. Dabei ist CD147 fiir die korrekte Ausrichtung von MCT1 und
MCT4 auf der Zellmembran verantwortlich''>. AuBerdem kann CDI147 eine homophile
Interaktion mit anderen CD147 iiber die IgC2 Doméne eingehen, in der cis-Form auf
derselben Zellmembran oder in der Trans-Form mit CD147 von anderen Zellen® ''* %, Die
homophile Interaktion spielt eine Rolle bei der MMP-2 Produktion, nicht aber bei der MMP-9
Produktion. Die CD147-induzierte MMP Produktion ist abhéngig vom Glykosilierungsstatus
von CD147''*,

1.3.2. Vorkommen und Expression von CD147

Intrazellulir gibt es eine Interaktion zwischen CyP60 und CD147 iiber Prolin*'' auf CD147.
Die Bindung von CyP60 mit CD147 ist wichtig fiir die Translokalisation von CD147 vom
Golgi-Apparat zur Zellmembran'*®. CD147 kann durch zwei verschiedene Moglichkeiten in
den extrazelluliren Raum kommen, durch Abspaltung von der Zellmembran oder iiber die
Freisetzung durch Mikrovesikeln. Die Freisetzung von CD147 erfolgt via Mikrovesikeln,
nach der Aktivierung von Zellen und ist zeit- und dosisabhédngig. Freigesetztes CD147 ist in
der Lage bei Fibroblasten die Produktion von MMP-1 zu initiieren'”. Allerdings ist nur das
glykosilierte CD147 in der Lage MMP-1 und MMP-2 Aktivitit zu induzieren. Dagegen ist
das unglykosylierte CD147 nicht in der Lage MMP-1 oder MMP-2 Aktivitit zu induzieren,
im Gegenteil es antagonisiert die Effekte von glykosyliertem CD147 auf die MMP-1

Aktivierung1 1



Bei verschiedenen Erkrankungen kommt es zu einer erhdhten Expression von CD147. Dazu
gehort die rheumatoide Arthritis, dabei stimuliert CD147 die Produktion von MMP-1 und
MMP-3, wodurch es zum Anstieg in der Gelenksfliissigkeit kommt. Dies kann zu einer
Verschlechterung der rheumatoiden Arthritis beitragen”6. CD147 wird, vor allem, von
Krebszellen vermehr exprimiert''”. Dabei ist z.B. die Expression von CD147 in epithelialen
Tumoren im Vergleich zu gesundem Gewebe erhdht. Zu den Krebsarten wo CD147 erhoht ist
gehoren Plattenepithelkarzinome, Pankreas-, Nieren-, Leberkarzinoms sowie bei einigen
Brustkrebsarten. Auch bei nicht epithelialen Tumoren, wie dem Glioblastom, kommt es zu
einer vermehrten Expression von CD147'"®. Durch die erhdhte Expression von CD147 kommt
es auch zu einer erhohten Expression von MMPs durch Fibroblasten und Krebszellen”. Die
homophile Interaktion von CD147 spielt eine Rolle in der MMP-2 Produktion und der
Metastasierung von Krebs''*. Auch bei Herz-Kreislauf-Erkrankungen ist CD147 beteiligt. Bei
der Atherosklerose kommt es zu einer Anhdufung von CD147, in Bereichen in denen sich
viele Makrophagen befinden. Dadurch spielt CD147 eine Rolle bei der Entstehung von
Atherosklerose haben''. Aber auch bei einem akuten Myokardinfarkt kommt es zu einer
vermehrten Expression von CD147 auf der Zellmembran von Monozyten im Vergleich zur
stabilen Angina Pectoris'®’. Bei der Herzinsuffizienz kommt es ebenfalls zur erhohten

Expression von CD147, sowie einer erhdhten MMP-Aktivitit'*',

1.3.3. Die Interaktion von CDI47 und CyPA bei kardiovaskuliren
Erkrankungen

Das extrazellulire CyPA ist ein spezifischer Ligand des Rezeptors CD147, wobei die
Interaktion das erste Mal im Jahr 2002 beschrieben wurde’. Die Bindung zwischen CyPA
und CD147 ist unabhingig von der PPiase Aktivitit von CyPA'**. Thrombozyten exprimieren
CD147 auf ihrer Zelloberflache innerhalb weniger Minuten nach deren Aktivierung in vitro.
Dariiber hinaus exprimieren Monozyten CD147 auf ihrer Oberfliche wihrend eines akuten
Myokardinfarkts'** '**, Durch die Bindung von CyPA an CD147 kommt es bei Thrombozyten
zur Degranulierung der o-Granula durch die Aktivierung des PI3 Kinase/Akt Signalwegs.
Auflerdem kommt es durch die Thrombozytenaktivierung zur Freisetzung von
entzlindungsfordernden Chemokinen, wie SDF1a, in den extrazelluldren Raum?®'. Aktivierte
Thrombozyten sind in der Lage mit den entziindeten Endothelzellen zu interagieren.
Anschliefend konnen noch Leukozyten an die Thrombozyten binden, wodurch eine
Endothelzellen-Thrombozyten-Monozyten Interaktion entsteht'*’. Die Bindung von CyPA
und CD147 induziert nicht nur die Interaktion von Monozyten, Thrombozyten und
Endothelzellen, sondern fiihrt auch zur Chemotaxis von Neutrophilen, Monozyten,
Eosinophilen und T-Zellen”" 2%,

Murine Daten zeigen, dass es zu einer vermehrten Expression von CyPA und CD147 im
atherosklerotischen Plaque von Miusen mit einer hohen Fett Erndhrung kommt'?®. Das CyPA
eine wichtige Rolle in der Entstehung von Atherosklerose spielt, konnte mit ApoE CyPA
Doppelknockout Tieren gezeigt werden, da diese Tiere keine Atherosklerose entwickelten’®.



Einleitung

In humanen Plaques kommt es zu einer vermehrten Expression von CD147 in Arealen mit
einer hohen Dichte an Makrophagen”9, was darauf hindeutet, dass es durch die Anwesenheit
von Makrophagen zur Sekretion von CD147 kommt** ', Durch die Fahigkeit von CyPA die
Infiltration von Monozyten/Makrophagen zu fordern kommt es durch die Sekretion von CyPA
zu einer beschleunigten Infiltration von Monozyten in den atherosklerotischen Plaque’ '*°.
Durch die Differenzierung der Monozyten zu Makrophagen und Schaumzellen wird dariiber
hinaus vermehrt CD147 und CyPA exprimiert, wodurch die erhéhten CyPA und CD147
Levels im Plaque zu erkldren sind' " '%%.

Aktivierter Thrombozyt

Z Y

PI3 kinase Chemokin Freisetzung

SDFla

CD62P Expression

Abbildung 1-5 CyPA-induzierte Aktivierung von Thrombozyten. Extrazellulires CyPA bindet
an CD147 und aktiviert die Thrombozyten iiber den PI3 Kinase/Akt Signalweg, dies fiihrt zur
Degranulation der o-Granula und zur Expression von CD62P. Dariiber hinaus kommt es zur
Freisetzung des Chemokins SDF la. (modifiziert nach von Ungern-Sternberg et al.)*

Die Interaktion von CyPA und CDI147 fordert die Migration und Infiltration von
Neutrophilen, Monozyten, Eosinophilen und T-Zellen™ '** '¥’. Dass diese Effekte CD147
induziert sind, wird deutlich, da durch eine Stérung der CyPA-CD147 Interaktion die CyPA-
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induzierte Migration, in vitro, aufgehoben werden kann. AuBlerdem kommt es zu einer
Reduktion der adhédrenten Zellen auf aktiviertem Endothel, wenn CyPA nicht an CD147
binden kann'*'.

Die Interaktion von CyPA und CD147 fiihrt auBerdem zum Anstieg der MMP-9 Aktivitit'*®,
durch die Aktivierung von NF-kB'*?. Dabei ist die Hochregulierung der MMP-9 Expression
in M-CSF ausdifferenzierten Makrophagen hoher als in Monozyten. Dies konnte auf die
erhéhte Expression von CyPA und CD147 zuriick zu fiihren sein'*’. Die MMP Aktivitéit im
atherosklerotischen Plaque wird vor allem durch Monozyten/Makrophagen und glatte
Muskelzellen hervorgerufen. Dariiber hinaus gibt es eine Korrelation zwischen der
thrombozytdren Expression von CD147 und der schwere von koronaren Herzerkrankungen
bei Patienten'**. Zusitzlich zu den erhdhten CD147 Levels kommt es auch zur Erhéhung von
oberflichengebunden CyPA auf Thrombozyten'®. Bei Patienten mit einem akuten
Myokardinfarkt kommt es neben der erhohten CD147 Expression auf Thrombozyten auch zu
einem  Anstieg von  CDI147 auf  Monozyten'®’, darunter  auf  allen
Monozytensubpopulationenl24. Dariiber hinaus konnte bei Patienten mit einem
Myokardinfarkt eine erhdhte Expression von CD147 durch Kardiomyozyten und eine erhdhte
Expression von CyPA durch infiltrierte Leukozyten im Infarktareal festgestellt werden. Der
Einfluss von CD147 beim Myokardinfarkt wurde auch im murinen System untersucht, dabei
konnte gezeigt werden, dass es durch die Blockierung von CDI147 durch einen
neutralisierenden  Antikdrper zu einem verringerten, durch den Myokardinfarkt
hervorgerufenen, Ischdmie und Reperfusionsschiden kommt. Neben CD147 fiihrt auch die
Expression von CyPA zu Myokardinfarktabhiingigen Schiden. CyPA™ Miuse entwickeln

dagegen keine Ischimie- und Reperfusionsschaden'.

1.3.4. Die Interaktion von CyPA und CDI147 in Entziindungs-vermittelten
Erkrankungen

Neben den kardiovaskuldren Erkrankungen ist die Interaktion von CyPA und CD147 auch bei
der Entstehung und Progression von anderen Erkrankungen beteiligt. Durch die Bindung von
CyPA an CD147 werden entziindliche Prozesse im Korper verstirkt. Dies geschieht durch die
Sekretion von entziindungsfordernden Zytokinen wie TNF-a (tumor necrosis factor-a), IL-15
und MCP-1 (monocyte chemoattractant protein-1)"*2. Durch diese inflammatorischen
Eigenschaften ist CyPA an verschiedenen Erkrankungen beteiligt, darunter rheumatoiden
Arthritis'** und Sepsis'?’. In beiden Erkrankungen spielen auch Thrombozyten eine wichtige
Rolle'*®. Neben CyPA ist auch CD147 bei der rheumatischen Arthritis involviert, vor allem
durch die Expression von MMPs'*. Im Sepsismodell konnte gezeigt werden, dass es durch
die Blockierung von CDI147 das sepsisinduzierte Organversagen der Nieren vermindert
werden kann, da durch die Blockierung die Rezeptor-Ligand-Interaktion von CyPA und
CD147 gestort wird'*.



1.4. Das Immunglobulin RAGE

Der ,Receptor for advanced glycation endproducts (RAGE, deutsch: Rezeptor fiir
fortgeschrittene Glykations Endprodukte) wurde im Jahr 1992 als Bindungsrezeptor fiir die
»advanced glycation endproducts® (AGE) identifiziert und gehdrt zur Familie der
Immunologin Superfamilie'*"" '*. Das AGER (englisch: advanced glycation endproduct

receptor) Gen liegt auf dem Chromosom 6 p21.32 und besteht aus 11 Exonen'®.

N

EC1 Domane
V Type
23a3a-118 aa

EC2 Domadne
1gC1 Type
122 aa—231 aa

EC3 Domaéne
18C2 Type
238 aa—323aa

Transmembrane Domaéane
343 aa—363 aa

Zytoplamatische Domane
364 aa—404 aa

Abbildung 1-6 Schematische Darstellung von RAGE. Der Rezeptor ist aus drei Teilen
zusammengesetzt. Einem extrazelluldren Teil der aus drei Domdnen besteht, einer IgV-Typ
Domdne am N-terminalen Ende gefolgt von einer IgCI1-Typ und einer IgC2-Typ Domdnen.
Desweitern besitzt RAGE einen transmembranen und einen intrazelluldiren Teil.

Strukturell besteht RAGE aus 404 Aminosduren aufgeteilt in drei extrazellulire Doménen,
eine transmembrane Domine und eine zytoplasmatische Domine'*'. Die extrazellulire
Domaine besteht aus einem Signalpeptid von 22 Aminoséuren, einer IgV-Typ (EC1) Doméne
von Aminosiure Ala-Tyr''®, einer IgC1-Typ (EC2) Doménen von Aminosiure Thr'**-Glu®!
und einer IgC2-Typ (EC3) Domine von Aminosiure Val’**-Pro’”. Die transmembrane
Domine besteht aus 20 Aminosduren und die zytoplamatische Doméne aus 40 Aminoséuren
(Abbildung 1-6)°> ** " RAGE besitzt zwei Glykosilierungsstellen in der extrazelluliren
Domine. Die erste Glykosilierungsstelle ist an der Position Asn® und die zweite



Glykosilierungsstelle ist an Position Asn®''® Das Molekular Gewicht des kompletten

Rezeptors inklusive Glykosilierung betrigt 55 kDa'*, der unglykosilierte Rezeptor hat ein
Molekular Gewicht von 35 kDa'*'.

Die EC1 und EC2 Domine bilden eine gebogene Struktur mit einem Winkel von 145°
zwischen den beiden Dominen'*’. Dadurch formen die IgV-Typ und IgC1-Typ Dominen eine
Einheit. Die IgC2-Typ Domine ist eine unabhéngige Einheit und kann sich dagegen frei von

den IgV-Typ und IgC1-Typ Dominen drehen'**.

1.4.1. ,,Splicing* Formen von RAGE

RAGE kann in 20 verschiedenen Splicing Formen auf cDAN Level vorkommen, darunter als
,full length“ RAGE, und als ,,endogenous secretory RAGE (esRAGE)'*’.

1.4.1.1. wFull length“ RAGE

Das full-length RAGE ist die am meisten vorkommende ,,splicing* (englisch fiir miteinander
verbinden, zusammenkleben) Variante und hat eine GroBe von 55 kDa'*” °°. In humanem

Lungengewebe wird durch die vorhandene mRNA 80 % zu dieser Variante kodiert'®.

1.4.1.2. wSoluble“ RAGE und ,,endogenous secretory”“ RAGE

Das ,,endogenous secretory* RAGE (esRAGE) ist eine ,,splicing® Variante von RAGE und 7
% der im Lungengewebe vorkommenden mRNA kodieren das esRAGE'*’. Dagegen entsteht
das ,,soluble” RAGE (sRAGE) durch das Abspalten der extrazelluliren Domain, von ,,full
length* RAGE, durch Metalloproteinasen. Dadurch fehlt dem sRAGE die transmembrane und
intrazelluldre Doméne. Dies fiihrt dazu, dass das sSRAGE eine Grofle von 48 kDa. Damit

entstehen SRAGE und esRAGE unabhingig voneinander™’.

1.4.2. Bindungspartner von RAGE

RAGE hat verschiedenen Bindungspartner, darunter welche die intrazellular binden, wie auch
welche die eine Bindung iiber die extrazelluliren Ig Domidnen eingehen. Zu den
intrazelluldren Bindungspartnern gehdrt Diaphanous-1 (Dial)"'. Diese Bindung ist bei der
Veranderung des Zytoskeletts beteiligt und somit bei der Entstehung von Lamellipodien,
sowie bei der Migration von glatten Muskelzellen. Allerdings kann dieser Dial-induzierte
Effekt auch RAGE unabhingig stattfinden'>>. Ein anderer intrazellulirer Bindungspartner ist
Erk'”’. Zu den extrazelluliren Bindungspartnern von RAGE gehdren die AGEs, welche als
erster Bindungspartner von RAGE identifiziert wurden'*!. Andere Liganden sind HMGB1 134,
B-Amyloid"’, und die S100 Proteine'*°. Neben verschiedenen Liganden kann RAGE auch



eine Interaktion mit dem B2-Integrin von Mac-1 eingehen'”’. Die meisten Liganden binden an
der IgV- oder IgC1-Typ Domine'**'®', mit Ausnahme von S100A6, welches an die [gC2-Typ

Domiine bindet'®,

1.4.3. Vorkommen und Expression von RAGE

RAGE wird von den meisten humanen Geweben in geringen Level exprimiert, mit einer
Ausnahme der Lunge. In der Lunge kommt RAGE auf den Pneumozyten des Typs I, an der
basolateralen Membran, vor, allerdings nicht auf den Pneumozyten des Typs 1'%, Zu einer
Erhohung der RAGE Expression kommt es durch Entziindungsreaktionen und dem damit
verbundenen Anstieg des C-Reaktive Protein (CRP). CRP fordert die Produktion von ROS
und die Aktivierung des Erk1/2 — NF-xB Signalweg, wodurch die Oberflachenexpression von
RAGE induziert wird'®.

Zu einer erhohten Expression von RAGE kommt es auch bei verschiedenen Erkrankungen,
dazugehort die Alzheimer-Erkrankung. Dabei kommt es zu einer erhohten Expression von
RAGE, wenn AGEs an RAGE binden. Durch die Bindung von AGEs an RAGE kommt es zu
einer Hyperphosphorylierung des Tau Proteins, was bereits in der frithen Phase der Alzheimer
Erkrankung auftritt, wodurch die AGE-RAGE Interaktion eine wichtige Rolle in der
Verschlechterung der Krankheit beitrigt'®. Bei der Pathogenese von inflammatorischen
Erkrankungen ist die Interaktion von S100A12 an RAGE beteiligt, darunter entziindlichen
Darmerkrankungen. Durch die Interaktion werden intrazelluldre Signalwege aktiviert,
wodurch es zur Zellaktivierung und zur Sekretion von IL-1p und TNFa durch die Zellen
kommt'*. Daneben ist die Expression von RAGE bei verschiedenen Krebsarten erhoht,
darunter im Gliom, sowie den Tumorgefifien und in infiltrierten Makrophagen im Gliom,'®
beim Mammakarzinom'®®, Magenkarinom'®’, Osteosarkom'®®. Der Zusammenhang zwischen
RAGE und Krebserkrankungen ist, dass bei Krebserkrankungen das Risiko fiir Metastasen
durch eine hohe RAGE Expression steigt und gleichzeitig die Uberlebenswahrscheinlichkeit
sinkt.'” Bei Lungenkrebs ist es genau anders herum, dort sinkt die Expression von RAGE bei
einer Krebserkrankung”o.

Durch die Interaktion von Liganden und RAGE kommt es auch zur Aktivierung des
Transkriptionsfaktors NF-kB und zur Erh6hung des mRNA-Levels von Hdmooxygenase bei
Endothelzellen und Leukozyten, da es z.B. durch die Bindung von AGEs an Rage oxidativer

Stress fiir die Zellen entsteht ausgelost durch verschiedene Sauerstoffradikale'”".

Die Bindung von AGEs an RAGE fordert die Wahrscheinlichkeit von diabetischen

Komplikationen, wozu unter anderem die Nephropathie gehértm.



1.4.4. RAGE und kardiovaskulire Erkrankungen

Die RAGE Expression spielt auch beim Fortschreiten der Atherosklerose'” sowie bei der
Entstehung von Ischdmie- und Reperfusionsschidden eine Rolle. Bei einem Myokardinfarkt
kommt es durch den Verschluss des Gefdles zu einem Anstieg der AGE Expression, welche
wiederum die Expression des RAGE Rezeptors fordern'’*. Bei einem myokardialen Ereignis
ist neben der Expression von RAGE auch das Plasma sRAGE Level von grofler Bedeutung.
Oberflachengebundenes RAGE und sRAGE buhlen um die Liganden. Je hoher das sSRAGE
Level, desto geringer sind die Schidden, die nach einem Myokardinfarkt auftreten. Der Grund
dafiir ist, dass das SRAGE die AGEs im Plasma binden kann und dadurch die Bindung an das
oberflichengebunden RAGE verhindert'” '*. Auch gibt es einen Zusammenhang zwischen
den sRAGE Levels und dem Auftreten eines kardiovaskuldren Ereignisses, je geringer das
SRAGE, desto grofer ist die Wahrscheinlichkeit eines Myokardinfarktes oder anderen
kardiovaskuldren Erkrankungenm’ e,

1.5. Zielsetzung

Wihrend einer Inflammationsreaktion werden verschiedene pro-inflammatorische Substanzen
freigesetzt, welche im weiteren Verlauf andere Entziindungszellen rekrutieren und damit die
Entziindungsreaktion im Gewebe verstirken.

In dieser Dissertation wurde die Rezeptor-Ligand-Interaktion von dem DAMP CyPA wéhrend
der Entziindungsreaktion und der Hé&mostase untersucht. CyPA ist intrazellular im
Zytoplasma lokalisiert und wird durch inflammatorische Stimulation der Zelle freigesetzt.
Dieses  extrazellulire = CyPA  kann anschlieBend durch die Bindung an
Zelloberflachenrezeptoren andere Zelle aktivieren. Daher ist die Untersuchung der
spezifischen Rezeptor-Ligand Interaktion rund um CyPA von grofer Bedeutung, da nur so ein
grundlegendes Verstindnis fiir die Bedeutung von CyPA, im Hinblick auf kardiovaskuldre
Erkrankungen, generiert werden kann.

Daraus ergaben sich dann die drei Hauptziele der Doktorarbeit:
1. Das erste Ziel war der Nachweis, ob extrazellulires CyPA Thrombozyten aktiviert.

2. Das zweite Ziel war die Entwicklung eines spezifischen Antikérpers gegen CyPA,
welcher die Bindung von extrazellulirem CyPA spezifische am Rezeptor CD147
hemmt.

3. Das dritte Ziel war die Identifizierung und Untersuchung der Interaktion von CyPA
mit RAGE, einem bis jetzt noch unbekannten Bindungspartner fiir extrazelluldres
CyPA.



2. Material und Methoden

2.1. Chemikalien, Antikorper und Losungen

Tabelle 2-1 Rekombinante Proteine

Rekombinantes Protein Hersteller/Firma
ADP Probe & Go
CyPA R&D Systems
Fibrinogen Sigma-Aldrich
IgGi-Fc R&D Systems
INFy Peprotech
Lipopolysaccharide (LPS) Sigma-Aldrich
RAGE-Fc R&D Systems
Ratte IgGa, R&D Systems
TNFa Peprotech

Tabelle 2-2 primire Antikorper fiir Western Blot

Antikorper Spezies Verdiinnung Hersteller/Firma
Cyclophilin A Kaninchen 1:1000 abcam

Maus 1:1000 abcam
Cyclophilin B Kaninchen 1:1000 R&D Systems

TAKTE (Cyclophilin Siehe Tabelle 2-3  Siehe Tabelle 2-3  Helmholtz Zentrum
A Antikorper) Miinchen, Frau Kremmer

Tabelle 2-3 Primére anti-TAKTE Antikorper fiir Western Blot
Antikorper Spezies Verdiinnung
7C2 Maus 1:20

S5A11 Maus 1:20



1B7 Maus
8E6 Maus
8H7 Ratte

Tabelle 2-4 Sekundére Antikorper fiir Western Blot
Antikorper Verdiinnung

IRDye® 800CW Esel anti- 1:15000
Maus

IRDye® 800CW Esel anti- 1:15000
Kaninchen

IRDye® 680RD Esel anti- 1:15000
Maus

IRDye® 680RD Esel anti- 1:15000
Kaninchen

IRDye® 680RD Ziege anti- 1:15000
Ratte

Tabelle 2-5 FACS Antikorper

Antikorper Farbstoff
CD62P FITC

CD3 APC

F4/80 APC

CDl11b APC
Fibrinogen-488 Alexa Fluor 488

Tabelle 2-6 Fluoreszenzfarbung primére Antikdrper
Antikorper Verdiinnung

CD147 Antikorper 1:100

1:20
1:20

1:20

Hersteller/Firma

Li-Cor Odyssey

Li-Cor Odyssey

Li-Cor Odyssey

Li-Cor Odyssey

Li-Cor Odyssey

Hersteller/Firma
Beckman Coulter
ebioscience
ebioscience
ebioscience

Invitrogen/ThermoFisher Scientific

Hersteller/Firma

Santa Cruz



CyPA Antikorper 1:100 abcam

RAGE Antikorper 1:50 Santa Cruz, N-16

Tabelle 2-7 Sekundére Antikorper fiir Immunfluoreszenz

Antikorper Farbstoff Verdiinnung Hersteller/Firma
Esel anti-Kaninchen Alexa Fluor 488  1:200 Cell Signaling
Esel anti-Kaninchen Alexa Fluor 568 1:200 Cell Signaling
Esel anti-Ziege Alexa Fluor 488 1:200 Cell Signaling
Kaninchen anti-Maus Alexa Fluor 568  1:200 Cell Signaling

Tabelle 2-8 Neutralisierende / Blockierende Antikorper

Antikorper Klon Hersteller/Firma

CD147 Antikorper UMS8D6 Ancell

RAGE Antikorper 176902 R&D Systems
MMO0520-8D11 abcam

TLR4 Antikorper R&D Systems

Maus IgG; Southern Biotech

Ziege 1gG R&D Systems

Ratte IgGa, R&D Systems

Tabelle 2-9 Chemikalien und Losungen

Chemikalien Hersteller/Firma
Ammoniumperoxodisulfat (APS) Roth

BSA Applichem

BD Lysis Solution BD Biosciences

Biorad Proteinassay Detektionslosung BioRad



Biotinylierter sekundér Antikdrper Dako

Bromphenolblau Roth
B-Mercaptoethanol (Western Blot) Sigma-Aldrich
DCF Life Technologies
Dulbecco’s Phoshate Buffered Saline (PBS) Sigma-Aldrich

Fluoreszenz Eindeckelmedium (Dako Fluorescent Dako
Mounting Medium)

Eisen(IIT)Chloride Losung (FeCls) Sigma-Aldrich
FACS Lysis Solution (FACS Lyselosung) BD Biosciences
Ficoll Paque GE Healthcare
Formaldehydlosung (4%) Otto Fischar GmbH
Glucose Sigma-Aldrich
Glycin Applichem

HCI (IN) VWR

Hepes Roth
Isopropanol VWR
Kaliumchloride (KCI) Merck
Kollagenreagens HORM Takeda
Milchpulver Applichem
Natriumchloride (NaCl) Applichem
Natriumcitrat (Naz;C¢Hs07) Applichem
Natrium-Desoxycholat Applichem
di-Natriumdihydrogenphosphat (Na,HPOy) Merck
Natriumdodecylsulfat (SDS) Roth
Natriumhydrogencarbonat (NaHCOs3) Merck

Natriumhydroxid (NaOH (1N)) Merck



NP 40 (Ipegal)

Sigma Aldrich

PageRuler Prestained Protein Ladder (Marker fiir Thermo Fisher Scientific

Western Blot)

Phosphate Buffered Saline (Tabletten)

Poly-Lysin

Protease/Phosphatase Inhibitor Cocktail
Proteinstandard fiir Western Blot

Rothi-Histol Eindeckelmedium

Schwefelsdure (H,SO4)
Streptavin-HRP Komplex
TEMED

TMB

Tripan Blau

Tris (Trizima (base))
Triton X-100

Tween 20

ToPro-3 Todine
Tiirkslosung

Zitronensaure

Tabelle 2-10 Pufferlosungen

Pufferlésungen

ACD-Puffer

10x Tyrodes (Human)

Sigma Aldrich
Sigma-Aldrich
Cell Signaling
Sigma-Aldrich
Roth

Roth

Dako

Roth

Serva
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Merck

Cell Signaling
Merck

Sigma-Aldrich

Zusammensetzung

12,5 g Nas-Citrat, 6,82 g Zitronensdure, 10 g
Glucose, mit 500 ml Aqua dest auffliillen,
pH 4,69 mit NaOH einstellen

1370 mM NaCl, 120 mM NaHCO3;, 26 mM
KCl, mit Aqua dest auf 1L auffiillen



Ix Tyrodes (Human)

20x Tyrodes (Maus)

Ix Tyrodes (Maus)

Modifizierter Tyrodes nach Coppinger’'

RIPA Puffer

10 %-iges SDS

Ladepuffer (5x Ladmmli)

1,5 M Tris-Puffer pH 8,8

1 M Tris-Puffer pH 6,8

10x Laufpuffer (Western Blot) Stocklosung

10x Blotpuffer (Western Blot) Stocklosung

Ix Laufpuffer (Western Blot)

10 ml 10x Tyrodes (Human), 90 ml Aqua
dest, 0,1 % Glucose, 0,1 % BSA, pH 7,4 mit
HEPES, und anschlieBend pH 6,5 mit HCI

159,5 g NaCl, 3,99 g KCl, 19,99 g NaHCO;,
1,1 g Na,HPO4, mit Aqua dest auf 1 L
auffiillen

5 ml 20x Tyrodes (Maus), 95 ml Aqua dest,
0,1 % Glucose, 0,1 % BSA, pH 7,4 mit
HEPES, pH 6,35 mit HCI

130 mM Nacl, 10mM Trisodium Citrat, 9
mM NaHCOs;, 0,81 mM KH;PO4, 10 mM
Tris auf 1 L mit Aqua dest. auffiillen, 6 mM
Glukose und 0,9 mM MgCl,, pH mit HEPES
auf 7,4 einstellen

150 mM NaCl, 50 mM Tris, 1 % SDS,
0,5%iges Na-Desoxycholat, 1 % Triton X-
100, mit Aqua dest. auf 100 ml auffiillen

Fir  die Zellen  mit
Phosphatase/Proteinase Inhibitor versetzen.

Lyse  von

10 g SDS in 100 ml Aqua dest. geldst

6,5 ml 1 M Tris-HCI pH 6,8, 2 ml 10 %iges
SDS, 1 ml Glycerin, 1 Spatelspitze
Bromphenolblau

45,4 g Tris base in 200 ml Aqua dest 16sen,
pH 8,8 mit HCI einstellen, mit Aqua dest auf
250 ml auffiillen

12,21 g Tris base in 70 ml Aqua dest. 16sen,
pH 6,8 mit HCI einstellen, mit Aqua dest. auf
100 ml auffiillen

25 nM Tris, 192 nM Glycin, 0,1 % SDS, mit
Aqua dest auf 1 L auffiillen

20 nM Tris, 150 nM Glycin, mit Aqua dest
auf 1 L auffiillen

100 ml 10x Laufpuffer Stocklosung mit 900



1x Blotpuffer (Western Blot)

Tabelle 2-11 Zellkulturmedien
Medium

Monozytenmedium (Human)

Leukozytenmedium (Knochenmark Murin)

HUVEC Medium

ml Aqua dest verdiinnen

50 ml 10 Blotpuffer Stocklosung mit 450 ml
Aqua dest Verdiinnen und anschlieBend mit
20 % Methanol versetzen

Zusammensetzung

500 ml RPMI 1640, 10 % FCS, 1 %

Pen/Strep

500 ml RPMI 1640, 10 % FCS, 1 %
Pen/Strep, 1 % HEPES, 1,8ul -
Mercaptoethanol

VascuLife VEGF Endothelial Medium

Complete Kit, 1 % Pen/Strep

Tabelle 2-12 Zusammensetzung der Zellkulturmedien

Accutase®

B-Mercaptoethanol

GMCSF

HEPES

HI FCS

Na-Pyruvat

Buffered

Dulbecco’s Saline

(DPBS)

Phosphate

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline

(DPBS) + Ca®" + Mg**
Penicillin /Streptavidin (Pen/Strep)

Roswell Park Memorial Institute (RPMI)

Hersteller/Firma
Sigma-Aldrich
Gibco

Miltenyi Biotec
Sigma-Aldrich
Gibco,
Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Gibco

Sigma-Aldrich

Gibco



1640 Medium

Trypsin

Tabelle 2-13 Zelllinien

Zelllinie

HUVEC (Human Umbilical Vein Endothelial

Cells)

Tabelle 2-14 Medikamente / Betdubungsmittel

Medikament/Schmerzmittel
Buprenorvet 1:2 Verdiinnt mit NaCl
Fentanyl

Isofluran CP®

Medetomidine

Midazolame

Tabelle 2-15 Verbrauchsmaterialien
Material

1 ml Spritze

5 ml Spritze

20 ml Spritze

50 ml Spritze

1,5 ml Mikroreaktionsgefall (Eppendorf

Safe-Lock Tubes™)
15 ml ReaktionsgefiB (BD Falcon™)

50 ml Reaktionsgefa (BD Falcon™)

Gibco

Herkunft/Firma

Cell Systems

Hersteller/Firma

Bayer

CuraMedPharma GmbH
cp-pharma

Pfizer GmbH

Ratiopharm GmbH

Hersteller/Firma
B. Braun
B. Braun
B. Braun
B. Braun

Eppendorf

BD Biosciences

BD Biosciences



Safety-Multifly 21G Sarstedt

CPDA-Monovetten 8,5 ml Sarstedt
EDTA-Monovetten 1,5 ml Sarstedt
FACS Roéhrchen Falcon
Gelkassette Invitrogen

Immobilion-FL PVDF Transfer-membran Merck Millipore
Kaniile i.p. Injektion (Peritonitis) 26G x 2 BD Biosciences

Kantile Peritoneallavage (Peritonitis) 20G x B. Braun
11/264

Kaniile (Spiilung Knochenmark) 26G x 2 BD Biosciences

Pasteurspipette Ratiolab

PBS Tabletten Sigma-Aldrich
PVDF Membran GE Healtcare
Mehrweghahn Braun

Skalpell Feather Safety Razor
Spritzenpumpenleitung (Injectomat Line) Frisenius Kabi AG
Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer Cell Bio-Rad Laboratories
Whatman Papier GE Healthcare
Zellsieb (70 pm) Greiner Bio-One

Tabelle 2-16 Gerite und Software

Gerét/Software Hersteller/Firma

Adope Photoshop (CS2) Adope Systems Incorporate, San Jose, CA,
USA

Intravitalmikroskopie (Axiovert 200) Carl Zeiss AG

Axiovision Rel 4.8 Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland



Biorad ELISA Plate Reader
CO;,-Inkubator

EndNote X8

FACSCalibur™ Durchflusszytometer

FlowlJo

Flusskammer (Thrombusformation)
Flusskammer (Monozyten / Leukozyten)

GraphPad Prism 6

ImagelJ 1.47v

Nikon

Odyssey® Infarot Scanner

SPSS Version 21

Sterilbank Herasafe™, Type HS18

Sysmex Hadmatologie-System KX-21N

Zeiss LSM5 EXCITER Confocal Laser
Scanning Mikroskop
Zen

Tabelle 2-17 Sitz der Hersteller / Firma
Hersteller/Firma

abcam

Affymetrix eBiosciences

Ancell

Applichem

Bayer AG

Biorad

SANYO, Panasonic
Clarivate Analytics
BD Biosciences

FlowJo, LLC Data Analysis Software,

Ashland, OR, USA
Maastricht Instruments BV
Provitro

Graphpad Prism Software, La Jolla, CA,
USA

public domain

Nikon

Li-Cor® Biosciences
SPSS Inc.

Thermo Fischer Scientific
Sysmex Deutschland

Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland

Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland

Sitz

Cambridge, UK

San Diego, CA, USA
Bayport, MN, USA
Darmstadt, Deutschland

Leverkusen, Deutschland



BD Biosciences
Beckman Coulter

B. Braun Melsungen AG
Carl Zeiss AG

Cell Signaling Technologies
CellSystems

Clarivate Analytics
CuraMedPharma GmbH
cp-pharma

Dako

Eppendorf AG

Feather Safety Razor
Frisenius Kabi AG
Fluka

GE Healthcare

Gibco

Greiner Bio-One
Invitrogen

Li-Cor Odyssey

Life Technologies
Merck Millipore
Miltenyi Biotec

Otto Fischar GmbH
Peprotech

Pfizer GmbH

Provitro

Franklin Lakes, NJ, USA

Brea, CA, USA

Melsungen. Deutschland

Jena, Deutschland

Danvers, MA, USA

Trisdorf, Deutschland
Philadelphia, PA, USA

Karlsruhe, Deutschland

Burgdorf, Deutschland

Santa Clara, CA, USA

Hamburg, Deutschland

Osaka, Japan

Bad Homburg, Deutschland
Gehort zu Sigma Aldrich

Gehort zu ThermoFisher Scientific
Gehort zu ThermoFisher Scientific
Kremsmiinster, Osterreich

Gehort zu ThermoFisher Scientific
Lincoln, NE, USA

Gehort zu ThermoFisher Scientific
Billerica, MA, USA

Bergisch Gladbach, Deutschland
Saarbriicken, Deutschland

Rocky Hill, NJ, USA

Karlsruhe, Deutschland

Berlin, Deutschland



Ratiopharm GmbH Ulm, Deutschland

Roche Basel, Schweiz

Karl Roth AG Karlsruhe, Deutschland
Nikon Tokio, Japan

Probe & Go Lemgo, Deutschland
R&D Systems Minneapolis, MN, USA
Ratiolab Dreieich, Deutschland
Santa Cruz Biotechnologies Dallas, TX, USA

Serva Heidelberg, Deutschland
Sigma-Aldrich St. Louis, MO, USA
SPSS Inc. Chicago, IL, USA
Southern Biotech Birmingham, AL, USA
Takeda Osaka, Japan
ThermoFisher Scientific Waltham, MA, USA
VWR Radnor, PA, USA

2.2. Zellbiologische Arbeiten

2.2.1. Isolation von humanen Thrombozyten

2.2.1.1. Isolation von gewaschenen Thrombozyten

In einer 20 ml Spritze wurden 4 ml ACD vorgelegt und auf Raumtemperatur (RT) erwérmt,
damit die Thrombozyten nicht priaktiviert werden. Das humane vendse Blut wurde von
gesunden Freiwilligen, durch langsames Aufziehen in die ACD Spritze, iiber einen Safety-
Multifly 21G, abgenommen und anschliefend auf 2 15 ml ReaktionsgefidBe verteilt. Um das
Thrombozytenreiches Plasma (PRP) zu gewinnen, wurde das Blut fiir 20 Minuten bei 209 x g
ohne Bremse zentrifugiert. In einem 50 ml Reaktionsgefdl wurde ca. 5 ml 1x Tyrode
(Human) pH 6,5 vorgelegt. Das PRP wurde mit einer Pasteurspipette in den vorgelegten
Tyrode gegeben. AnschlieBend wurde das Volumen auf 35 ml mit 1x Tyrode (Human) pH 6,5
aufgefiillt. Danach wurden die Thrombozyten, bei 836 x g fiir 10 Minuten, zu einem Pellet
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Thrombozyten wurden in 1x Tyrode



(Human) pH 6,5 resuspendiert und dieselbe Menge an 1x Tyrode (Human) pH 7,4 wurde zur
Neutralisation dazugegeben.

2.2.1.2. Isolation von Thrombozytenreichem Plasma

Fiir das Thrombozytenreiches Plasma (PRP) wurde das Blut in CDPA (Citrat-Phosphat-
Dextrose-Adenin) Monovetten abgenommen. Diese wurden dann fiir 20 Minuten bei 209 x g
zentrifugiert und das PRP wurde anschlieBend in ein 15 ml Reaktionsgefal3 iiberfiihrt.

2.2.2. Isolation von humanen Monozyten aus Vollblut

Venoses humanes Blut wurde in 8,5 ml CPDA-Monovetten, mittels eines Safety-Multifly
21G, abgenommen. Zur Beseitigung der Thrombozyten wurde bei 209 x g fiir 10 Minuten
ohne Bremse zentrifugiert. Das PRP wurde abgenommen und verworfen, das restliche Blut
wurde in ein 50 ml Reaktionsgefal3 {iberfiihrt und mit Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline
(DPBS) auf 50 ml aufgefiillt. Anschlieend wurde das Blut-DPBS-Gemisch iiber einen Ficoll
Paque-Gradienten geschichtet und fiir 20 Minuten bei 922 x g ohne Bremse zentrifugiert.
Nach der Zentrifugation wurde die intermediére Schicht in ein neues 50 ml Reaktionsgefaf3
iiberfiihrt, mit DPBS auf 50 ml aufgefiillt und erneut fiir 10 Minuten bei 535 x g mit Bremse
zentrifugiert. Der Uberstand wurde danach verworfen und die Zellen wurden in
Monozytenmedium resuspendiert. Fiir die Kultivierung wurden die Zellen iiber Nacht bei
37°C und 5 % CO; in eine Zellkulturflaschen gegeben. Am néchsten Tag wurde das Medium
verworfen und die Monozyten mit DPBS gewaschen, um die nicht adhdrenten Zellen zu
entfernen. Danach wurden die adhérenten abtrypsiniert bzw. mechanisch abgeldst, je nach
Experiment.

2.2.3. Isolation von murinen Monozyten aus Knochenmark

Die Maus wurde mittels Isofluran oder CO, getétet, Femur und Tibia entnommen und in eine
6 Well Platte mit Leukozytenmedium {iberfiihrt. In der 6 Well Platte wurden die Enden der
Epiphyse mit einem Skalpell abgeschnitten und das Knochenmark wurde mit
Leukozytenmedium aus dem Knochen in ein 50 ml Reaktionsgefdll gespiilt. Anschlieend
wurde das Leukozytenmedium-Knochenmark-Gemisch durch ein 70 pm Zellsieb gefiltert und
bei 301 x g fiir 5 Minuten zentrifugiert. Danach wurde der Uberstand verworfen und die
Erythrozyten mittels Ammoniumchloride fiir 5 Minuten lysiert. Zum Abstoppen des
Ammoniumchlorids wurde Medium dazugegeben und danach bei 301 x g fiir 5 Minuten
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen wurden in Leukozytenmedium
resuspendiert. Die Zellen wurden in 6 Well Platten kultiviert und fiir die Versuche
mechanisch abgelost.



2.3. Proteinbiochemische Methoden

2.3.1. Detektion von Proteinen mittels Gelelektrophorese und Western Blot

2.3.1.1. Herstellung von Monozyten-und Thrombozytenlysat

Die Monozyten wurden isoliert, wie unter 2.2.2 beschrieben. Nach der Ablosung der
Monozyten und der Zentrifugation zu einem Pellet bei 301 x g fiir 5 Minuten wurden die
Monozyten in 300 pul RIPA Puffer + Proteinase Inhibitor resuspendiert und anschlieBend fiir 1
Stunde bei 4°C lysiert.

Die Thrombozyten wurden wie unter 2.2.1.1 beschrieben isoliert. Allerdings wurden die
Thrombozyten nach der Zentrifugation zum Pellet in 300 pl RIPA Puffer + Proteinase
Inhibitor resuspendiert und nicht in Tyrode.

Danach wurden die Lysate bei 20817 x g zentrifugiert und der Proteingehalt des Uberstands
ermittelt. Fiir den Western Blot wurden dann die Lysate auf 100 pg Protein pro Western Blot
Tasche eingestellt, siche Abschnitt 2.3.1.3 zur Durchfiihrung der Proteinbestimmung, und zur
Reduktion mit 5 % p-Mercaptoethanol versetzt. Die Proteine wurden fiir 10 Min bei 95°C
denaturiert.

2.3.1.2. Herstellung von Thrombozyteniiberstand fiir Western Blot

Die gewaschenen Thrombozyten wurden wie unter 2.2.1.1 beschrieben hergestellt, allerdings
wurde ein modifizierter Tyrode nach Coppinger dafiir verwendet, fiir die Zusammensetzung
siche Abschnitt 2.1, Tabelle 2-10. Nach der Isolation wurden die Thrombozyten fiir 3
Minuten mit ADP stimuliert bzw blieben unstimuliert. Danach wurden die Thrombozyten zu
einem Pellet zentrifugiert und der Uberstand wurde abgenommen und mit RIPA Puffer
inclusive 5 % PB-Mercaptoethanol versetzt. Fiir die Denaturierung der Proteine wurden die
Proben bei 95°C fiir 5 Minuten gekocht. (Durchgefiihrt von Frau Christina Flaum)

2.3.1.3. Proteinbestimmung

Bei der Proteinbestimmung wurde der Proteingehalt der Lysate bestimmt. Daflir wurde in
einer 96 Well Platte eine Standardkurve von 0 mg/ml bis 1 mg/ml angelegt. Die
Standardkurve wurde durch die Verdiinnung eines Proteinstandards mit destilliertem Wasser,
erzeugt. In die 96 Well Platte wurden je 10 ul von den Proben und dem Proteinstandard
aufgetragen und in jedes Well wurde dann 200 ul der BioRad Proteinassay Detektionslosung
gegeben. Der ELISA wurde bei 595 nm am BioRad ELISA Plate Reader ausgelesen. Fiir den
Western Blot wurde dann anhand von der Proteinbestimmung die gewiinschte Konzentration
destilliertem Wasser eingestellt.



2.3.1.4. Herstellung der Gele fiir die Gelelektrophorese

Die Gele wurden in Gelkassetten gegossen. Zuerst wurde das Trenngel in einem 50 ml
Reaktionsgefd3 hergestellt. Dafiir wurde H,O, 1,5 M Tris/HCI pH 8,8, Acryalmide/bis-
acrylamide 30 % und 10 %iges SDS mit 10 %igem APS und TEMED vermischt und
luftblasenfrei in die Gelkassette liberfithrt. Damit es zu einem geraden Abschluss des Gels
kommt, wurde das fliissige Gel mit Isopropanol iiberschichtet. Nach ca. 20 Minuten war das
Trenngel polymerisiert und das Isopropanol konnte entfernt werden. Danach wurde das
Sammelgel hergestellt, dabei wurde H,O, 1 M Tris/HCI pH 6,8, Acryalmide/bis-acrylamide
30 % und 10 %iges SDS mit 10 %igem APS und TEMED vermengt und anschlieBend auf das
Trenngel gegeben. Damit Taschen fiir das Protein entstehen, wurde ein Kamm auf die
Gelkassette gesteckt. AnschlieBend wurde gewartet bis das Sammelgel ebenfalls polymerisiert
war. Fiir die genaue Zusammensetzung des Trenn- und Sammelgels siche Anhang 8.5.

2.3.1.5. Gelelektrophorese und Western Blot

Wihrend der Gelelektrophorese wurden die Proteine nach ihrem Molekulargewicht
aufgetrennt. Dies geschieht durch die negative Ladung der Proteine, diese wurden durch das
elektrische Feld aufgetrennt. Die Gelelektrophorese erfolgt bei 80 Volt und 400 Milliampere.
Nachdem die Gelelektrophorese die Proteine aufgetrennt hatte, wurden die Proteine auf eine
PVDF Membran mittels Elektrontransfer {iibertragen. Dabei wurde der Western Blot
folgendermaflen zusammengebaut (von negativ zur positiv geladenen Seite): Filterpapier,
PVDF Membran, SDS Gel, Filterpapier. Das Blotten des Gels fand bei einer Spannung von
10 Volt und 70 Milliampere statt. Bei mehr als einem Gel wurde die Spannung entsprechend
der Anzahl der Gele multipliziert. Die Proteine auf der Membran wurden anschieend durch
eine Immundetektion, siche 2.3.1.6, nachgewiesen.

2.3.1.6. Immundetektion

Bei der Immundetektion wurden die Proteine, welche sich auf der Membran befinden, gezielt
durch primédre Antikorper angefarbt.

Zuerst wurde die Membran mit einer 5 %igen BSA Losung blockiert, um die unspezifischen
Bindungen zu reduzieren. AnschlieBend wurde die Membran mit dem priméren Antikorper,
sieche Tabelle 2-2 und Tabelle 2-3, {iber Nacht bei 4°C inkubiert. Am néchsten Tag wurde die
Membran gewaschen, um {iberschiissige Reste des primédren Antikdrpers zu entfernen.
Danach wurde die Membran fiir 1 Stunde mit einem sekundéren Antikorper, sieche Tabelle
2-4, inkubiert und anschlieBend wieder gewaschen, um die ungebundenen sekundér
Antikorper zu entfernen. Die Detektion erfolgt mit dem Licor Odyssey Infrarot Imaging
Scanner und die Bestimmung der Bandenhdhe erfolgte {iber die Markerbanden.



2.3.2. Konfokale Aufnahmen
2.3.2.1. Konfokale Aufnahmen von Monozyten

23.2.1.1. Vorbereitung der Deckgldser fiir die Monozyten

Runde Deckgldser mit einem Durchmesser von 15,6 mm wurden in 70 %igem Alkohol
gereinigt und anschlieBend getrocknet. Damit die Monozyten auf den Deckgldsern adhérent
werden konnten, wurden die Deckgldser mit Poly-Lysin beschichtet und fiir 2 Stunden bei RT
in einer feuchten Kammer inkubiert. AnschlieBend wurden die Deckgliser in eine 24 Well
Platte gegeben.

2.3.2.1.2. Vorbereitung der Monozyten

Fiir die Konfokalen Aufnahmen wurden Monozyten aus humanem Vollblut isoliert und iiber
Nacht kultiviert, siche 2.2.2. Am folgenden Tag wurden die Monozyten mechanisch aus der
Kulturflasche gelost und gezdhlt. Dann wurden die Monozyten auf die vorbereiteten
Deckgléser gegeben und {iber Nacht bei 37°C und 5 % CO; kultiviert.

2.3.2.1.3. Firbung der Monozyten und konfokale Aufnahmen

Nachdem die Monozyten sich iiber Nacht auf den Deckglidsern absetzen konnten, wurden sie
fiir 15 Minuten mit 200 nM CyPA stimuliert und anschlieBend mit 2 %igem Formaldehyde
fiir 15 Minuten fixiert. Um unspezifische Bindungen zu reduzieren wurde die Monozyten fiir
1 Stunde mit 1 %igem BSA blockiert. Danach wurden die Monozyten iiber Nacht mit den
primdren Antikorpern, siehe Tabelle 2-6, inkubiert und danach fiir 1 Stunde mit den
sekundiren Antikorpern, siche Tabelle 2-7. Fiir die Zellkernfarbung wurden die Monozyten
fiir 30 Minuten mit To-Pro3 lIodine inkubiert. Fiir die Aufnahmen von den Monozyten wurden
die Deckgldser aus der 24 Well Platte geholt und mit Fluoreszenz Eindeckelmedium auf
Objekttragern eingedeckelt. Die gefdarbten Monozyten wurden mit einem Zeiss LSMS5
EXCITER Confocal Laser Scanning Mikroskop aufgenommen.

2.3.2.2. Konfokale Aufnahmen von Thrombozyten

2.3.2.2.1. Beschichtung der Deckgldser fiir die Thrombozyten

Die Deckglaser fiir die Thrombozyten wurden mit 20 ug/ml Fibrinogen beschichtet. Dafiir
wurde das Fibrinogen in 50 mM Tris, 150 mM NacCl, 0,1 % Tween-20, pH 7,5 verdiinnt und
auf den Deckglisern verteilt.”! Das Fibrinogen wurde fiir 2 Stunden bei 37°C auf den



Deckglédsern inkubiert und anschlieBend wurden die vorbereiteten Thrombozyten auf die
Deckglaser gegeben.

2.3.2.2.2. Vorbereitung, Fdarbung und konfokale Aufnahmen der Thrombozyten

Die Thrombozyten wurden in einem modifizierten Tyrode Puffer nach Coppinger et al’' zu
gewaschenen Thrombozyten isoliert. Zuerst wurden 4 x 10° Thrombozyten zur Adhésion auf
die Deckgliaser gegeben und fir 1 Stunde mit 50 uM ADP stimuliert bzw. blieben
unstimuliert. Danach wurden die Thrombozyten 15 Minuten fixiert (1 % Formaldehyde) und
mit Triton X-100 fiir 10 Minuten permeabilisiert. Anschliefend wurden die Thrombozyten
mit 1 %igem BSA {iiber Nacht blockiert und mit einem Anti-CyPA Antikorper bzw. der IgG
Kontrolle fiir 2 Stunden inkubiert und anschlieBend mit einem sekundir Antikorper (Ziege
gegen Maus, Alexa Fluor 568) 1 Stunde gefarbt. Zum Schluss wurden die Deckgldser mit
Eindeckelmedium auf Objekttragern eingedeckelt. Die gefarbten Thrombozyten wurden mit
einem Zeiss LSM5 EXCITER Confocal Laser Scanning Mikroskop aufgenommen.

2.3.3. Bindungs-ELISA
2.3.3.1. CyPA-8H7-mAk/IgG-Bindungs-ELISA

2.3.3.1.1. Beschichtung der Platte

Eine 96 Well Platte wurde mit 200 nM rekombinantem CyPA beschichtet und iiber Nacht bei
4°C inkubiert. Am néchsten Tag wurde das rekombinante Protein entfernt und die Platte mit
0,1 % Tween 20 in PBS (PBST) gewaschen. Anschlieend wurde die Platte mit 4 % BSA
iiber Nacht blockiert.

2.3.3.1.2. Konzentrationsreihe

Die Bindung zwischen CyPA und 8H7-mAk bzw. IgG wurde in einer aufsteigenden
Konzentrationsreihe bestimmt. Dafiir wurden folgende Konzentrationen von 8H7-mAk und
IgG hergestellt: 0; 5; 20; 50; 100 pg/ml und auf die CyPA beschichtete Platte aufgetragen.
Die Platte wurde fiir 3 Stunden bei RT mit dem Antikdrper 8H7-mAk bzw. der IgG inkubiert
und anschlieBend mit PBST gewaschen, um die ungebundenen Antikérper zu entfernen.

2.3.3.1.3. Detektion der Bindung

Fiir die anschliefende Detektion der Bindung wurde die Platte erst mit einem biotinylierter
SAK (anti-Ratte, 2 mg / Well) inkubiert. Nach erneutem Waschen mit PBST wurde ein
Streptavidin-HRP Komplex auf die Platte gegeben und ebenfalls fiir 1 Stunde inkubiert. Fiir



die Farbreaktion wurde der Streptavidin-HRP Komplex entfernt, die Platte gewaschen und
100 pl vom Detektionsragens TMB in jedes Well gegeben. Nach 1 2 Minuten wurde die
Farbreaktion durch die Hinzugabe von 100 pul 1 M H,SO4 gestoppt und die Farbreaktion in
einer Wellenldnge von 450 nm, mit einem Referenzwert von 570 nm gemessen.

2.3.3.2. CyPA-RAGE-Fc/Fc-Bindungs-ELISA

2.3.3.2.1. Beschichtung der Platte

Eine 96 Well Platte wurde mit 10 pg/ml rekombinantem RAGE-Fc bzw. rekombinatem Fc
beschichtet und iiber Nacht bei 4°C inkubiert. Am néichsten Tag wurde das iiberschiissige
rekombinante Protein verworfen und die Platte mit 5 % BSA fiir 1 Stunde blockiert.

2.3.3.2.2. Konzentrationsreihe

Um die Bindungs zwischen CyPA und RAGE-Fc bzw. Fc¢ nachzuweisen wurden
rekombinates CyPA in einer aufsteigenden Konzentrationskurve auf das rekombinante
RAGE-Fc bzw. Fc gegeben. Dafiir wurde das CyPA mit PBS verdiinnt und in folgenden
Konzentrationen auf die beschichtete Platte gegeben: 0; 0,4688; 0,9375; 1,875; 3,75; 7,5
pg/ml und fiir 3 Stunden bei RT inkubiert und anschlieBend mit PBST gewaschen um das
ungebundene Protein zu entfernen.

2.3.3.2.3. Detektion der Bindung

Um die Bindung der zwei rekombinanten Proteine detektieren zu kdnnen wurde die Plette fiir
1 Stunde RT mit einem anti-CyPA Antikorper inkubiert. Nach der Inkubation wurde der
ungebundene Antikorper durch waschen mit PBST entfernt und mit einem biotinylierten
sekundir Antikorper (anti-Ratte, 2 mg / Well) fiir 45 Minuten inkubiert. Nach erneutem
Waschen mit PBST wurde ein Streptavidin-HRP Komplex auf die Platte gegeben und
ebenfalls fiir 45 Minuten inkubiert. Fiir die Farbreaktion wurde der Streptavidin-HRP
Komplex entfernt, die Platte gewaschen und 100 ul vom Detektionsragens TMB in jedes Well
gegeben. Nach 1 2 Minuten wurde die Farbreaktion durch die Hinzugabe von 100 ul 1 M
H,SO4 gestoppt und die Farbreaktion in einer Wellenldinge von 450 nm, mit einem
Referenzwert von 570 nm gemessen.



2.4. Funktionelle Assays

2.4.1. Statischer Adhdsions-Assay

2.4.1.1. Ablésung und Vorbereitung der Zellen

Die Monozyten wurden mit Hilfe von einem Zellschaber abgeldst, bei 535 x g zentrifugiert, in
1 ml Monozytenmedium resuspendiert und in einer Neubauerkammer gezahlt, dafiir wurden
die Zellen mit Tiirkslésung 1:10 verdiinnt. Danach wurden die Zellen auf eine Konzentration
von 2 x 10* Monozyten/Leukozyten pro 50 ul Medium eingestellt. Die humanen Monozyten
wurden zusétzlich mit den rezeptorblockierenden Antikorpern anti-CD147, anti-RAGE, und
beiden Antikdrpern zusammen bzw. der dazugehorigen IgG vorbehandelt. Die murinen
Leukozyten wurden nicht vorbehandelt.

2.4.1.2. Aufbau des Adhiisions-Assay

Eine 96-Well Platte wurde mit 200 nM CyPA bzw. BSA beschichtet und tiber Nacht bei 4°C
aufbewahrt. Am néchsten Tag wurde die Beschichtung abgesaugt und die Platte konnte 30
Minuten trocknen. Danach wurde die Platte mit 4% BSA fiir 1 Stunde blockiert und mit
DPBS nachgewaschen. AnschlieBend wurden 2 x 10* vorbereiteten Monozyten/Leukozyten,
zur Vorbereitung siehe 2.4.1.1, in jedes Well gegeben und fiir 1 Stunde bei RT inkubiert. Die
nicht adhirenten Zellen wurden abgesaugt und die restlichen losen Zellen durch leichtes
Waschen mit DPBS entfernt. Zur Auswertung wurden von jeden Well 5 Bilder mit einer 20-
fachen VergroBerung aufgenommen und die adhédrenten Zellen gezihlt.

2.4.2. Migration

2.4.2.1. Ablosen der Zellen

Fiir die Migration wurden die Zellen mit Trypsin abgeldst und bei 535 x g zu einem Pellet
zentrifugiert. AnschlieBend wurden die Zellen in 1 ml Monozytenmedium oder
Leukozytenmedium resupendiert und in einer Neubauerkammer gezdhlt. Die humanen
Monozyten wurden dazu 1:10 und die murinen Leukozyten 1:2 mit Tiirkslosung verdiinnt.

2.4.2.2. Aufbau der Migrationskammer

Die Migration wurde in einer 48 Well Boyden Kammer durchgefiihrt. Die Kammer besteht
aus 4 verschiedenen Teilen. In die untere Kammer wurden die chemotaktischen Substanzen,
wie CyPA (200 nM), gegeben und jene Stoffe, die mit diesen direkt interagieren. Diese
wurden durch einen Filter (5 um Poren fiir humane Monozyten oder 3 um Poren fiir murine
Leukozyten) und einer Gummimatte von der oberen Kammer getrennt. In der oberen Kammer



wurden 2 x 10* Monozyten bzw. Leukozyten zur Migration eingesetzt. In der Tabelle 2-18
angegeben in welche Kammer die Substanzen gegeben wurden.

2.4.2.3. Migration und Firbung der Zellen

Fiir die Migration wurden die Zellen fiir 4 Stunden bei 37°C, 5 % CO, inkubiert. Die
Monozyten und Leukozyten wandern durch den Filter in Richtung der chemotaktischen
Substanzen in der unteren Kammer in diese Richtung und bleiben auf dem Filter hiangen.

Am Ende der Migration wurden die nicht-migrierten Zellen aus der oberen Kammer
verworfen und der Filter wurde mit 100 %igem Methanol fixiert. Die sich auf dem Filter
hingenden Zellen wurden anschlieBend mit einer May-Griinwald/Giemsa Losung geférbt.
Nach der Farbung wurde die iiberschiissige Farblosung mit destilliertem Wasser abgespiilt
und der Filter zum Trocknen mit Rothi-Histol Eindeckmedium eingedeckt. Die Zellen auf
dem getrockneten Filter wurden dann unter dem Mikroskop ausgewertet.

Tabelle 2-18 Antikorper in der Migrationskammer

7C2 (20 pg/ml)
5A11 (20 pg/ml)
1B7 (20 pg/ml)

8E6 (20 pg/ml)

2 2 2 =2 =2

8H7 (20 pg/ml)
Anti-CD147 (20 pg/ml) \
Anti-Rage (20 pg/ml) \

IgG Bei TAKTE Antikorpern Bei anti-Rage, anti-CD147
Antikorpern



2.4.3. Dynamische Adhdsion mit humanen Monozyten und murinen
Leukozyten (Flusskammer)

2.4.3.1. Beschichtung der Deckgliser

2.4.3.1.1. Beschichtung mit rekombinantem CyPA

Deckglédser mit einem Durchmesser von 24 mm wurden in 70 %igem Ethanol gereinigt und in
einer 6 Well Platte getrocknet. Danach wurden die Deckgldser mit 0,2 %iger Gelatine
beschichtet und fiir 10 Minuten bei 37°C, 5 % CO, inkubiert. AnschlieBend wurden die
Deckgldser mit rekombinantem CyPA (200 nM) beschichtet und iiber Nacht bei 4°C
inkubiert.

2.4.3.1.2. Beschichtung mit HUVECs und Aktivierung der HUVECs

Die die Deckglidser wurden in 70% Ethanol gewaschen, getrocknet und mit 0,2 %iger
Gelatine beschichtet. AnschlieBend wurden die Human Umbilical Vein Endothelial Cells
(HUVECs) auf die Deckgliser gegeben und bei 37°C, 5 % CO, inkubiert bis die Zellen
konfluent waren.

Fiir den Versuch wurden die HUVECs mit 50 pg/ml TNFo und 20 pg/ml INFy fiir 4 Stunden
inkubiert, um eine Stimulation der Zellen zu erreichen.

2.4.3.2. Vorbereitung der Monozyten und Leukozyten

Monozyten wurden, wie unter 2.2.2 beschrieben, isoliert und mit Trypsin abgelost und murine
Leukozyten, wie unter 2.2.3 beschrieben isoliert und mechanisch abgelost. Die
Monozyten/Leukozyten wurden zu einem Pellet zentrifugiert, in dem jeweiligen
Zellkulturmedium resuspendiert und auf eine Konzentration von 1 x 10° Monozyten pro 10 ml
Volumen eingestellt.

2.4.3.2.1. Murine Leukozyten iiber rekombinantes CyPA

Die murinen Leukozyten wurden fiir 2 Stunden bei RT mit 1 pg/ml LPS stimuliert und
anschlieBend iiber rekombinantes CyPA perfundiert. Fiir die Durchfiihrung der Flusskammer
siche 2.4.3.3.

2.4.3.2.2. Humane Monozyten iiber HUVEC

Die humanen Monozyten wurden fiir 30 Minuten mit 200 nM CyPA stimuliert und
gleichzeitig mit 20 pg/ml 8H7-mAk oder der dazugehorigen IgG Kontrolle, in derselben



Konzentration wie der Antikorper, behandelt. AnschlieBend wurden die Monozyten iiber die
aktivierten HUVECs perfundiert. Fiir die Aktivierung der HUVECsS siehe 2.4.3.1.2 und fiir die
Durchfiihrung der Flusskammer siehe 2.4.3.3.

2.4.3.2.3. Humane Monozyten iiber rekombinantes CyPA

Die humanen Monozyten wurden fiir 2 Stunden mit 1 pg/ml LPS bei RT stimuliert. Vor der
Stimulation wurden die Monozyten mit 20 pg/ml anti-RAGE, anti-CD147 bzw. der passenden
IgG Kontrolle inkubiert. Fiir die Durchfiihrung der Flusskammer siehe 2.4.3.3.

2.4.3.3. Durchfiihrung der Flusskammer

Mit einer Flussgeschwindigkeit von 15 ml/Stunde wurden die Monozyten/Leukozyten iiber
rekombinantes CyPA oder aktivierte HUVECs perfundiert. Fiir die Auswertung wurden die
Monozyten/Leukozyten erst 10 Minuten iiber die Deckgldser perfundiert, dies dient als
Vorlaufzeit. Danach wurden 4 x 40 Sekunden Tracks aufgenommen und diese anschlieSend
off-Line ausgewertet. Daflir wurden die adhérenten und rollenden Monozyten/Leukozyten,
per Gesichtsfeld, gezahlt.

2.4.4. Thrombozytenaktivierung

2.4.4.1. Stimulation der Thrombozyten

Das PRP wurde aus humanem Vollblut isoliert, siche 2.2.1.2. Die Thrombozyten wurden fiir 1
Stunde mit 200 nM CyPA stimuliert und gleichzeitig mit 200 nM NIMS811, 200 nM MM284,
20 pg/ml 8H7-mAk oder 20 pg/ml IgG behandelt bzw. blieben unstimuliert.

2.4.4.2. CD62P Fiirbung fiir Durchflusszytometry

Nach der Stimulation wurde die CD62P (P-Selectin) Expression auf der Oberfliche angefarbt.
Dafiir wurden die stimulierten Thrombozyten mit einem anti-CD62P-FITC Antikorper fiir 30
Minuten inkubiert. Danach wurden die Thrombozyten mit 0,5 %igem Formaldehyde fixiert.
Die CD62P Expression wurde anschlieBend mittels Durchflusszytometrie analysiert.



2.4.5. Thrombusformation

2.4.5.1. Beschichtung der Deckgliser

60 x 24 mm Deckglidser wurden mit 100 pg/ml Typ I Kollagen beschichtet und iiber Nacht bei
4°C in einer feuchten Kammer inkubiert. Am nichsten Tag wurde das Kollagen abgekippt
und die Deckgliser fiir mindestens 1 Stunde mit 1 %igem BSA bei RT blockiert.

2.4.5.2. Vorbereitung der humanen Blutproben

Das humane Blut wurde in CPDA-Monovetten abgenommen. Fiir die einzelnen Ansitze
wurden je 800 pl Blut wurde in ein 1,5 ml Mikroreaktionsgefdll gegeben. Das Blut wurde 1
Stunde mit 200 nM CyPA stimuliert und je nach Versuch wurden die CyPA-Inhibitoren 8H7-
mAKk, IgG (beide 20 pg/ml), MM284, oder NIM811 (beide 200 nM) dazugegeben. Bei den
Versuchen mit den rezeptorblockierenden Antikdrpern wurde das Blut erst fiir 30 Minuten mit
Antikorpern anti-RAGE oder anti-CD147 oder der IgG Kontrolle (alle 20 pg/ml)
vorbehandelt und anschliefend mit 200 nM CyPA fiir 1 Stunde stimuliert, siche Tabelle 2-19.
Als negative Kontrolle wurde unstimuliertes Blut genommen.

Um ein einheitliches Volumen in allen 1,5 ml mikroreaktionsgefdlen zu haben, wurde das
Volumen mit DPBS + Ca®" + Mg*" auf 1 ml eingestellt.

2.4.5.3. Vorbereitung der murinen Blutproben

Das murine Blut wurde aus dem retrobulbidren Venenkomplex hinter dem Auge entnommen.
Dafiir wurde 210 pl Heparin in ein 1,5 ml Mikroreaktionsgefdll vorgelegt. Der Maus wurde
mit einer Kapillare in den retrobulbidren Venenkomplex gestochen und das Blut konnte durch
die Kapillare in das 1,5 ml Mikroreaktionsgefd3 tropfen. Fiir die Flusskammer wurde das
Blut-Heparin Gemisch auf 2 1,5 ml Mikroreaktionsgefde verteilt, je 500 pl pro
Reaktionsgefdll. Je nach Versuch wurde das Blut mit 200 nM CyPA fiir 1 Stunde stimuliert
und zusétzlich mit den CyPA-Inhibitoren NIM811 (200 nM) oder MM284 (200 nM)
behandelt, siehe Tabelle 2-19, bzw. nicht stimuliert als negativ Kontrolle. Nach der
Stimulation wurde 500 pl 1x Tyrode (Murin) zu dem Blut gegeben, um ein Endvolumen vom
1 ml zu erreichen.

Tabelle 2-19 Inkubationszeiten der Thrombusformation

8H7 (20 pg/ml) \



IgG (20 pg/ml) Bei anti-Rage und anti- Bei 8H7

CD147
MM284 (200 nM) \
NIM811 (200 nM) \
Anti-Rage (20 pg/ml) V
Anti-CD147 (20 pg/ml) V
2.4.5.4. Thrombusformation unter Flussbedingungen und Auswertung

Bei der Thrombusformation wird Vollblut iiber ein beschichtetes Deckglas perfundiert. Durch
die Aktivierung des Blutes bleiben die Thrombozyten auf der Beschichtung hingen und ein
Thrombus entsteht.

Nach der Inkubationszeit wurde das Blut in eine 1 ml Spritze aufgezogen und mit einer
Flussgeschwindigkeit von 1000 Sekunden™ iiber ein mit Typ I Kollagen-beschichtetes oder
CyPA-beschichtetes Deckglas perfundiert. AnschlieBend wurde mit DPBS + Ca*" + Mg bei
humanem Blut oder 1x Tyrodes (Murin) bei murinem Blut nachgespiilt, damit das Blut, das
sich noch im Schlauch befindet, ebenfalls tiber das beschichtete Deckglas perfundiert wurde.
Nachdem alles Blut {iiber das Deckglas gelaufen war, wurden unter denselben
Flussbedingungen Bilder von den Thromben gemacht. Die Auswertung der
Thrombusformation erfolgt durch die Auswertung der Bilder. Die Bilder wurden mit einer 20-
fachen VergroBerung aufgenommen und die mit Thromben bedeckte Fliche wird prozentual
zur Gesamtflache berechnet.

2.5. Invivo Versuche an der Maus

2.5.1. Versuchstiere

Fiir alle Tierversuche wurden spezifisch pathogen freie Mause, der Linien C57Bl1/6J, 129.Cg-
Ppia™"™*"/J (CyPA” und CyPA""), RAGE (RAGE"" und RAGE") und B6.129P2(SJL)-
Myd88™!Pefr/; (MyD88"* und Myd88™) verwendet. Alle Miuse wurden speziell fiir diese
Versuche geziichtet.



2.5.2. Peritonitis

2.5.2.1. Induktion der Peritonitis

Bei der Peritonitis wird die in vivo Infiltration von verschiedenen pro-inflammatorischen
Zellen analysiert. Um eine Kontamination durch die Injektion zu vermeiden, wurde das Fell
der Miause mit Desinfektionsmittel desinfiziert, nachdem die Maus mit Isofluran betdubt war.
Danach wurden den Méusen intraperitoneal 10 pg CyPA in einem Volumen von 1 ml
injiziert. Zur Schmerzlinderung wurden den Tieren subkutan Buprenorphin injiziert. Die
Buprenorphin Injektion wurde alle 12 Stunden bis zum Ende des Versuchs wiederholt.

Der CyPA-Antikorper 8H7-mAk und die dazugehorige IgG Kontrolle wurde den Mausen, in
einer Konzentration von 10 mg/kg Korpergewicht, zusammen mit dem CyPA appliziert.

2.5.2.2. Peritoneallavage

Nach 24 Stunden bzw. 48 Stunden wurden die Méuse mittels Isofluran bzw. CO, getétet. Die
infiltrierten Zellen wurden durch eine Lavage des Bauchraumes gewonnen. Fiir die Lavage
wurde in den Bauchraum der Maus ein PBS/Luft Gemisch (3 ml PBS und 2 ml Luft) injiziert
und die Maus anschlieBend gerollt, damit sich das Gemisch verteilen kann. Danach wurde die
Maus auf einer Unterlage, mittels Kaniilen, festgesteckt und das Fell von der Bauchwand
abgelost, damit moglichst keine Fellhaare in die Lavage kommen. Mit einer Schere wurde ein
kleiner Schnitt in die Bauchwand gemacht und die Fliissigkeit mittels einer Pasteurspipette
aus dem Bauchraum entfernt und in ein 15 ml Reaktionsgefdl gegeben. Um die noch
verbleibenden Zellen zu gewinnen wurde der Bauchraum mit 6 ml PBS nachgespiilt und
ebenfalls mittels einer Pasteurspipette in das Reaktionsgefal} iiberfiihrt.

2.5.2.3. Durchflusszytometrie Firbung

Die Lavage wird in einem 15 ml Reaktionsgefdl bei 301 x g fiir 5 Minuten zentrifugiert und
anschliefend mit 1 ml FACS Lyselosung (englisch: FACS Lysis Solution) fixiert. Die Zellen
wurden in der Neubauerkammer gezihlt und je 0,5 x 10° Zellen wurden auf die verschiedenen
FACS Rohrchen verteilt. Die Zellen wurden mit CD11b-APC, F4/80-APC oder CD3-APC
gefirbt. Mittels Durchflusszytometrie wurden dann je Réhrchen 2 x 10* Zellen gemessen. Fiir
die Analyse wurde bestimmt wieviel Prozent der Zellen positiv fiir die gemessenen
Oberflachenmarker sind und anhand der Gesamtzellzahl in der Lavage berechnet.



2.5.3. Intravital Mikroskopie — Ligatur an der Karotis — in vivo Adhdsion von
Thrombozyten

2.5.3.1. Vorbereitung der Thrombozyten

CyPA™ oder CyPA"" Miusen wurde kardial das Blut in einer mit Citrat vorgelegten Spritze
entnommen. Das Vollblut wurde anschlieBend bei 120 x g fiir 20 Minuten zentrifugiert und
das PRP wurde abgenommen und die Thrombozyten mit 200 nM CyPA fiir 1 Stunde
stimuliert bzw. blieben unstimuiert. Danach wurden die Thrombozyten fiir 4 Minuten mit
DCF-labeled [(5-(and-6)-carboxyfluoresceindiacetate succinimidyl ester] gefarbt. Nach dem
Féarben wurden die Thrombozyten zu einem Pellet zentrifugiert und dann in Tyrode pH 7,4
resuspendiert. Pro Maus wurden intravends 8 x 10° Thrombozyten appliziert.

2.5.3.2. Vorbereitung der Tiere fiir den Versuch

Fir die Karotisligatur wurden Miénnliche und weibliche CyPA'/' und CyPA+/+ Mause
verwendet. Vor dem Beginn des Versuchs wurden die Maiuse mittels intraperitoneal
applizierter Injektionsnarkose narkotisiert. Die Zusammensetzung der Injektionsnarkose ist, 5
mg/kg Korpergewicht Midazolame, 0,5 mg/kg Korpergewicht Medetomidine und 0,05 mg/kg
Korpergewicht Fentanyl. Wahrend des Versuchs wurde die Narkose mittels einer 1 %igen
Isofluraninhalationsnarkose aufrechterhalten. Nachdem die Wirkung der Narkose eingesetzt
hatte, wurde die Tiere auf eine Warmematte gelegt um ein auskiihlen zu vermeiden und die
Karotis Communis wurde freigelegt und mit einem Faden fiir 5 Minuten abgebunden, um eine
Verletzung des Gefides zu erreichen. (Durchgefiihrt von Frau Katja Metzger).

2.5.3.3. Durchfiihrung des Versuchs

Zu Beginn des Versuchs wurden den Tieren intravends die Thrombozyten der Spendertiere
injiziert, CyPA” Thrombozyten wurden CyPA"" Miusen injiziert und CyPA™"
Thrombozyten wurden intravends CyPA'/ " Méusen injiziert. (Durchgefiihrt von Frau Katja
Metzger).

2.5.3.4. Auswertung der adhdiirenten Thrombozyten

Vor der Ligatur und nach der Ligatur wurden 30 Sekunden Filme von dem beschidigten
Bereich der Karotis Communis gemacht und die Interaktion der Thrombozyten mit dem
Endothel ausgewertet. Die Adhdrenten Thrombozyten wurden durch die anschlieBende
Auswertung der Filme analysiert.



2.5.4. Intravital Mikroskopie - FeCl; (Eisen(Ill)Chlorid Modell in
Mesenterialgefifien — in vivo Thrombusbildung

2.54.1. Vorbereitung der Miiuse

Mainnlichen und weiblichen C57B1/6J Méusen wurden vor dem Beginn des Versuchs mittels
intraperitoneal applizierter Injektionsnarkose narkotisiert. Fiir die Zusammensetzung siehe
2.5.3. Die Mduse wurden auf einer Wiarmematte bei 37°C gehalten, um ein Auskiihlen zu
vermeiden. Wihrend des Versuchs wurde die Narkose mittels einer 1 %igen
Isofluraninhalationsnarkose aufrechterhalten. 30 Minuten vor der Verletzung des Gefilles
wurde den Miusen 8H7-mAk bzw. eine IgG Kontrolle (10 mg/kg Korpergewicht) intravends
appliziert. In der Zwischenzeit wird durch einen Bauchschnitt das Mesenterium freigelegt und
eine Arteriole wird von Fett und Gewebe befreit.

2.5.4.2. Durchfiihrung der FeCls-induzierten Thrombusbildung

Diese Arteriole wird nach Ablauf der 30 Minuten mittels in einer 20 %igen FeCls; Losung -
getrinktem Filterpapier fiir 10 Sekunden verletzt. Die Thrombusbildung in der Arteriole
wurde mittels Intravitalmikroskopie bis zum Eintritt einer Okklusion, welche ldnger als 1
Minute anhélt, oder fiir maximal 40 Minuten, beobachtet. Danach wurde die Maus noch vor
dem Erwachen aus der Narkose durch einen Genickbruch getdtet. (Durchgefiihrt von Frau
Britta Walker-Allgaier).

2.5.5. Blutungszeit - Schwanzspitzensektion

2.5.5.1. Messung der Blutungszeit

Fiir die Schwanzspitzensektion wurden C57B1/6J Mause mit einer 3-fachen Narkose betidubt
(Midazolame, Medetomidine und Fentanyl) und 8H7-mAk bzw. die IgG Kontrolle, beides 10
mg/kg Korpergewicht, intravends appliziert. Nach 30 Minuten wurden 3 mm von der
Schwanzspitze mit einem Skalpell abgeschnitten. Alle 20 Sekunden wurde der Blutstropfen
mit einem Wortmannpapier aufgesaugt, ohne den Schwanz zu beriihren, bis es aufgehort hat
zu bluten. Sollte nach 20 Minuten die Blutung nicht gestoppt sein, wurde der Versuch
abgebrochen.

Nach dem Stoppen der Blutung, spitestens nach 20 Minuten, wurde den Mé&usen retrobulbir
das Blut entnommen und anschlieBend getdtet. Die Anzahl der Thrombozyten wurde
hédmatologisch bestimmt.



2.5.5.2. Bestimmung der Thrombozytenanzahl

Damit die gemessene Thrombozyten Anzahl vergleichbar ist, werden 5-6 Blutstropen in ein
1,5 ml Mikroreaktionsgefdll geblutet und anschlieBend 90 pl Blut in ein EDTA-Monovette
iiberfiihrt. Das Blut wurde im hdmatologisch analysiert.

2.5.6. Ethische Vertretbarkeit der Tierversuche

Alle Tierversuche wurden nach dem deutschen Tierschutzgesetz und nach erteilter
Genehmigung durch das Regierungsprasidium Tiibingen (Tierversuchsantrige M2/09, M7/14
und M1/16, §8a Anzeige vom 06.05.2014 und §4 Totungsanzeige vom 24.03.2015) und der
Regierung von Oberbayern (55.2-1-54-2531.6-4-99) durchgefiihrt.

2.6. Statistische Auswertung

Die statische Auswertung wurde mit den Computerprogrammen Graphpad Prism 6 und SPSS
21 durchgefiihrt. Alle Ergebnisse sind als Mittelwert + Standardfehler (S.E.M.) angegeben. Je
nach Versuchsautbau wurde ein Student’s t-test oder eine Dunnet’s One-Way ANOVA
durchgefiihrt. Ein p-Wert unter 0,05 wurde als signifikant erachtet.



3. Ergebnisse

3.1. Einfluss von extrazellulirem CyPA auf Thrombozyten

3.1.1. Wirkung von extrazellularem CyPA auf humane Thrombozyten

Als erstes wurde untersucht, ob Thrombozyten in der Lage sind nach Stimulation CyPA
freizusezten. Dafiir wurden humane Thrombozyten mit ADP stimuliert. Innerhalb weniger
Minuten konnte CyPA im Uberstand der aktivierten Thrombozyten via Western Blot
nachgewiesen werden. Dagegen sezernieren unstimulierte Thrombozyten kein CyPA
(Abbildung 3-1A). Dariiber hinaus konnte via konfokaler Mikroskopie nachgewiesen werden,
dass es durch die Stimulation von Thrombozyten mit ADP zu einer Verteilungsverédnderung
von CyPA im Thrombozyten kommt. Bei den unstimuierten Thrombozyten ist das CyPA
gleichmidBig in der Zelle verteilt, dagegen ist das CyPA bei den aktivierten Thrombozyten
eher im Randbereich als in der Zellmitte zu finden (Abbildung 3-1B).

A

unstimuliert ADP
anti-CyPA anti-CyPA

unstimuliert
IgG

unstimuliert

Abbildung 3-1 Sekretion von CyPA. Im Western Blot wurde nachgewiesen, dass
Thrombozyten sind in der Lage nach der Stimulation mit ADP CyPA in den Uberstand
abzugeben (A). Die Konfokalen Bilder zeigen die CyPA Verteilung von CyPA bei
unstimulierten und ADP stimulierten Thrombozyten (B). Mafbalken = 5 um. (modifiziert
nach Seizer, von Ungern-Sternberg et al.)*’

Als nichstes wurde der Effekt vom extrazellularen CyPA auf die Thrombozytenaktivierung
untersucht. Dafiir wurden Thrombozyten aus humanem Blut isoliert und mit rekombinanten
CyPA stimuliert. AnschlieBen wurde die Expression des Thrombozytenaktivierungsmarkers
CD62P mittels Durchflusszytometrie analysiert. Wie in Abbildung 3-2A und B gezeigt, kam
es durch die Stimulierung mit rekombinanten CyPA zu einer vermehrten Expression des von
CD62P auf der Thrombozytenoberfliche. Durch eine Antagonisierung mit CyPA-bindenden
CsA Derivaten, wie dem zellgdngigen NIM811, konnte dieser Effekt konzentrationsabhéngig
inhibiert werden. Bei einer dquimolaren Konzentration von CyPA und den Inhibitoren war der
CyPA-Effekt komplett aufgehoben und konnte durch eine héhere Dosis des Inhibitors nicht
weiter reduziert werden (Abbildung 3-2A). Zudem zeigte auch der rein extrazelluldr wirkende
CyPA-Inhibitor MM284 eine dhnliche inhibitorische FEigenschaft, was unspezifische
intrazelluldre CyPA-Effekte im Thrombozyten nahezu ausschliefit (Abbildung 3-2B).
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Abbildung 3-2 Einfluss von CyPA auf die Thrombozyten Aktivierung und Thrombusbildung in
vitro. CyPA fiihrt zur Aktivierung (CD62P Expression) auf humanen Thrombozyten, NIMS11
und MM284 kénnen diese Aktivierung hemmen, mit reprdsentativen Abbildung (A). Dartiber
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hinaus bildete humanes Vollblut, welches mit CyPA stimulierte ist Thromben auf einer
Kollagenmatrix. Dieses konnte durch die Zugabe von NIM811 und MM284 verhindert
werden, mit reprdsentativen Abbildung (B). Mafistabbalken = 20 um (modifiziert nach Seizer,
von Ungern-Sternberg et al.)’’

Nachdem ein klarer Effekt von extrazellulirem CyPA auf thrombozytére Aktivierungsmarker
wie CD62P gezeigt werden konnte, stellte sich die Frage, ob die gefundenen Effekte auch
funktionelle Relevanz fiir die Thrombozytenfunktion bedeuten. Dazu wurde der Einfluss von
extrazellulirem CyPA auf die in vitro Thrombusbildung mit humanem Blut in einem
Flusskammermodell wie unter Abschnitt 2.4.5 beschrieben untersucht. Dafiir wurde humanes
Vollblut mit CyPA stimuliert und mit der dquivalenten Konzentration an NIM811 bzw.
MM284 neutralisiert. AnschlieBend wurde das Blut iiber Kollagen perfundiert. Dabei zeigte
sich, wie in Abbildung 3-2C zu sehen, dass es zu einer CyPA-vermittelten Erhohung der
Thrombusbildung kommt. Die erhohte Thrombusbildung konnte durch NIMS811 sowie
MM284 auf das Level der unstimulierten Thrombozyten gesenkt werden (26,27+£0,91 vs.
16,33+0,59 vs. 17,62+0,69). Dies zeigt, dass es ohne den Einfluss vom intrazelluldren CyPA
zur Thrombusformation auf Kollagen kommt.

3.1.2. Einfluss von extrazellularem CyPA auf murine Thrombozyten

Nachdem wir zeigen konnten, dass extrazellulire CyPA einen Einfluss auf die
Thrombusformation im humanen Blut hat, wurde der Einfluss von extrazelluldren CyPA auf
das murine Blut untersucht. Dies sollte als Basis dienen, um in vivo Untersuchungen
vornehmen zu kénnen. Dafiir wurde zuerst CyPA™" Miéusen Blut entnommen und die
Thrombozyten isoliert. AnschlieBend wurden die Thrombozyten auf ihre CyPA-abhéngige
Aktivierung, mittels des aktivierungsabhdngigen Oberflichenmarkers CD62P in der
Durchflusszytometry untersucht. Wie Abbildung 3-4A zeigt, kam es durch die Aktivierung
mit rekombinantem CyPA zu einer Degranulation der a-Granula in den Thrombozyten,
wodurch CD62P auf der Oberfliche exprimiert wurde. Die CD62P Expression der
Thrombozyten konnte durch die CsA Derivate NIM811 und MM284 in einer CyPA
dquivalenten Konzentration aufgehoben werden.

Nachdem nachgewiesen wurde, dass es durch extrazelluldres CyPA zu einer Aktivierung der
Thrombozyten kommt, wurde geschaut, ob dies auch in vivo eine Relevanz hat. Dafiir wurden
die Thrombozyten von C57BL/6J Mdusen ex vivo mit CyPA aktiviert und anschliefend einer
anderen C57BL/6J Maus i.v. appliziert. Nach der Applikation wurde die Karotis Communis
der Maus ligiert und die adhirenten Thrombozyten via Videoaufnahmen analysiert. Dabei
kam es zu einer signifikanten Erhohung der adhédrenten Thrombozyten an dem durch die
Ligatur beschiadigten Endothel. Ein signifikanter Unterschied konnte bereits nach 5 Minuten
nachgewiesen werden (344,5+62,75 vs. 608,2+77,18) und blieb bis zum Ende der Messung



nach 60 Minuten signifikant (226+40,27 vs. 592,3+18,9), im Vergleich zu den unstimulierten
Thrombozyten (Abbildung 3-3B).
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Abbildung 3-3 Extrazellulares CyPA fiihrt zur Aktivierung und Adhdsion von murinen
Thrombozyten in vitro. Extrazellulares CyPA fiihrt zur Aktivierung von CyPAH i
Thrombozyten. Die CyPA-abhdngige Aktivierung kann durch die CsA-Derivate NIM811 und
MM?284 aufgehoben werden (A). CyPA aktivierte Thrombozyten von C57BL/6J Mdusen
athdrieren vermehrt auf beschddigtem Endothel im Vergleich zu nicht aktivierten
Thrombozyten (B). (modifiziert nach Seizer, von Ungern-Sternberg et al.)*’

3.1.3. Einfluss von intrazellulirem CyPA auf die Aktivierung von murinen
Thrombozyten

Wie in Abbildung 3-3 nachgewiesen kommt es durch extrazellulires CyPA zu einer
Aktivierung und Adhdrenz von Thrombozyten. Dementsprechend wurde als néchstes
untersucht, ob dieser Effekt unabhéngig vom intrazelluldren CyPA ist. Dafiir wurden die
Thrombozyten von CyPA” Méusen ex vivo mit CyPA aktiviert und anschlieBend in der
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Durchflusszytometrie auf ihre CD62P Expression analysiert. Dabei kam es zu einer
signifikanten Erhohung der CD62P Expression auf den CyPA stimulierten Thrombozyten im
Vergleich zu den unstimulierten Thrombozyten. Durch die CsA Derivate NIM811 und
MM284 wurde die CyPA-abhdngige Aktivierung der Thrombozyten signifikant reduziert.
Dabei gab es keinen Unterschied zwischen den zellgdngigen NIM811 und dem nicht-
zellgdngigen MM284 (Abbildung 3-4A).
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Abbildung 3-4 Extrazellulares CyPA fiihrt zur Aktivierung und Thrombusformation von
murinen Thrombozyten in vitro und in vivo. Extrazellulares CyPA fiihrt zur Aktivierung von
CyPA” Thrombozyten. Die CyPA-abhingige Aktivierung kann durch die CsA-Derivate
NIM811 und MM284 aufgehoben werden (A). Um zu zeigen, dass das intrazellulire CyPA
keine Rolle bei der Adhdsion von Thrombozyten spielt, wurde die Adhdsion von CyPA'/ i
Thrombozyten in CyPAH " Mdusen (B) sowie die Adhdsion von CyPAH " Thrombozyten in
CyPA'/ © Mdusen (C) in der Karotisligatur wuntersucht. Anschlieffend wurde die
Thrombusformation von CyPA stimulierten CyPA'/ " auf Kollagen untersucht. Dabei kommt es
zu einer vermehren Thrombusbildung unter CyPA FEinfluss, welches durch NIM811 und
MM284 reduziert wird (D). Mafsstabbalken = 20 um (modifiziert nach Seizer, von Ungern-
Sternberg et al.)*!

Nachdem der Effekt von extrazelluldrem CyPA in vitro untersucht wurde, wurde der Effekt in
vivo im Karotisligaturmodell analysiert. Dafiir wurden zuerst die Thrombozyten von CyPAH i
Maiusen ex vivo mit CyPA stimuliert und anschliefend in eine CyPA'/' Maus i.v. injiziert. Die
stimulierten Thrombozyten haften vermehrt in dem durch die Ligatur beschéddigten Bereich
des Endothels im Vergleich zu unstimulierten Thrombozyten (Abbildung 3-4B). Wodurch
davon auszugehen war, dass es durch das freigesetzte extrazelluldre CyPA zur Stimulation
und Adhdrenz von Thrombozyten kam und das endotheliale CyPA keine Rolle bei der
Adhidrenz der Thrombozyten spielt. AnschlieBend wurde der Einfluss von intrazelluldren
CyPA auf die Adhdsion von Thrombozyten in der Karotisligatur untersucht. Dabei wurden die
Thrombozyten von CyPA'/' Maiusen mit CyPA ex vivo stimuliert und CyPAH+ Maiusen
injiziert. Danach wurde die Karotis Communis ligiert und die adhérenten Thrombozyten auf
dem beschéddigten Endothel analysiert. Durch die Stimulation der Thrombozyten mit CyPA
kam es zu einer signifikant erhohten Adhirenz der Thrombozyten im Vergleich zu
unstimulierten Thrombozyten (Abbildung 3-4C). Die in vivo Versuche zeigen, dass
extrazellulires CyPA Thrombozyten aktiviert und diese vermehrt auf beschidigtem Endothel
haften. Dieser Prozess ist sowohl unabhdngig vom intrazelluliren CyPA als auch vom
endothelialem intrazelluliren CyPA.

Zuletzt wurde untersucht welche Rolle das extra- und intrazelluldres CyPA bei der in vitro
Thrombusbildung hat. Dafiir wurde CyPA'/ " Blut entnommen und dieses mit rekombinantem
CyPA stimuliert. AnschlieBend wurde das Blut iiber eine Kollagenmatrix perfundiert. Dabei
hat sich gezeigt, dass das Blut von CyPA'/ " Maéusen vermehrt Thromben auf einer
Kollagenoberfliche bilden, wenn das Blut mit rekombinantem CyPA stimuliert wurde, im
Vergleich zu unstimuliertem Blut. Dieser Effekt konnte durch eine Zugabe der CsA Derivate
NIMS811 und MM284 verhindert werden (Abbildung 3-4D).



3.2. Entwicklung eines spezifischen CyPA Antikorpers

3.2.1. Screening nach einem spezifischen CyPA Antikorper

In Abschnitt 3.1 wurde gezeigt, dass vor allem das extrazellulire CyPA fiir die pro-
thrombotischen Effekte verantwortlich ist. Diese pro-thrombotischen Effekte konnten durch
die CsA Derivate aufgehoben werden. Daher war das ndchste Ziel die Entwicklung eines
spezifischen CyPA Antikorpers. Die Antikorper sollten an CyPA an der EMMPRIN-
Bindungsstelle binden und damit die Bindung von CyPA an EMMPRIN verhindern. Die
Bindungssequenz zwischen CyPA und EMMPRIN beginnt mit der TAKTE-Sequenz, also
den Aminosduren Threonin-Alanin-Lysin-Threonin-Glutaminsdure. Die dreidimensionale
Struktur von CyPA wurde bereits im Jahr 1991 beschrieben>* >, Die erwartete Bindungsstelle
von CyPA und EMMPRIN ist in blau hervorgehoben (Abbildung 3-5A). In Abbildung 3-5B
wurde die Aminosduresequenz von CyPA angegeben.

Um das Ziel zu erreichen einen spezifischen Antikorper gegen die CyPA-EMMPRIN
Bindungssequenz zu entwickeln, wurden fiinf verschiedene monoklonale CyPA Antikorper
(TAKTE-monoklonale Antikorper; 7C2, SA11, 1B7, 8E6, generiert in der Maus, und 8H7,
generiert in der Ratte) generiert und auf ihre Bindungseigenschaften an rekombinantem CyPA
im Western Blot getestet. Dafiir wurde rekombinantes CyPA im Western Blot aufgetragen
und anschlieBend mit den generierten Antikdrpern detektiert. Alle Antikérper waren in der
Lage rekombinantes CyPA zu detektieren (Abbildung 3-5C, obere Reihe). Im Anschluss
wurde die Bindung der TAKTE Antikérper mit einem kduflichen CyPA-Antikorper bestétigt
(Abbildung 3-5C, untere Reihe).

_
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Abbildung 3-5 Entwicklung und Screening nach einem spezifischen CyPA Antikérper. Fiir die
Generierung des Antikorpers wurde Mdusen und Ratten ein Peptid injiziert, welches an die



TAKTE-Sequenz auf CyPA (blau hervorgehoben) bindet (A). Der Bindungsbereich der
Antikérper an die CyPA Sequenz wurde in Blau markiert. Alle TAKTE Antikorper wurde im
Western Blot auf ihre Bindungseigenschaften auf rekombinantes CyPA getestet (C, obere
Reihe) und die Bindung mit einem gekauften anti-CyPA Antikérper iiberpriift (C, untere
Reihe). (publiziert in von Ungern-Sternberg et al.)’®

3.2.2. Funktionstest der CyPA Antikorper

Nachdem nachgewiesen wurde, dass alle Antikdrper CyPA detektieren konnen, wurden die
inhibitorischen Effekte der TAKTE-Antikdrper in der Monozytenmigration getestet. Dafiir
wurden humane Monozyten isoliert und in die obere Kammer einer Boyden Chamber
gegeben. CyPA und die Antikdrper wurden in die untere Kammer gegeben. Wie Abbildung
3-6A zeigt, induzierte CyPA die Migration von Monozyten. Darliber hinaus waren alle
getesteten Antikorper in der Lage die CyPA-induzierte Migration signifikant zu verringern.

Cc
300+ rhCyPA rhCyPB

>

T 21 kDa (CyPB)

2004 * % % — 18 kDa (CyPA)
* 8H7-mAb

1004 21 kDa (CyPB)
— 18 kDa (CyPA)
CyPA-mAb

S TSN @\%@\Q‘ em» 1 Da (CyPB)

(4)
N 2 18 kDa (CyPA)
CyPB-mAb

migrierte Monozyten
(% von Medium)

1.54

-
o
1

o
(6]
1

CyPA Bindung
Absorption (450nm)

o
o

50 100
— 8H7 (ug/ml)  —— IgG (ug/ml)

o

Abbildung 3-6 Funktionstest und Bindungsspezifitdt fiir die neu generierten CyPA Antikorper.
(A) Die CyPA-abhingige Monozytenmigration konnte von allen Antikorpern signifikant
reduziert werden. (B) In einem Bindungs-ELISA konnte gezeigt werden, dass S8H7-mAk an



CyPA bindet. Zwischen CyPA und der IgG fand keine Bindung statt. (C) 8H7-mAk bindet
spezifisch an CyPA und kann rekombinantes CyPB im Western Blot nicht detektieren (oberste
Reihe). Mit kiuflich erwerbbaren Antikorpern gegen CyPA und CyPB wurde die Anwesenheit
CyPA/B auf der Western Blot Membran bestitigt (mittlere und untere Reihe). (modifiziert
nach von Ungern-Sternberg et al.)’’

Da der Antikorper 8H7-mAk am besten im funktionellen Assay abgeschnitten hatte, wurde er
fiir die weiteren Versuche ausgewihlt. Als erstes wurde die spezifische Bindung an CyPA in
einem Bindungs-ELISA iiberpriift. Dafiir wurde eine Platte mit rekombinantem CyPA
beschichtet und 8H7-mAk in einer Konzentrationsreihe darauf gegeben. Dadurch wurde eine
konzentrationsabhdngige Bindung von 8H7-mAk an rekombinantes CyPA nachgewiesen.
Dagegen konnte keine Bindung zwischen CyPA und der IgG Kontrolle detektiert werden
(Abbildung 3-6B). Um zu iiberpriifen ob 8H7-mAk auch an CyPB bindet, wurde die Bindung
von 8H7-mAk an rekombinantes CyPA und CyPB im Western Blot iiberpriift. Dabei hat sich
gezeigt, dass 8H7-mAk CyPA aber nicht CyPB detektieren konnte (Abbildung 3-6C, oberste
Reihe). Die Anwesenheit von beiden Proteinen wurde durch einen kduflichen anti-CyPA
(Abbildung 3-6C, mittlere Reihe) und anti-CyPB (Abbildung 3-6C, untere Reihe) Antikorper
bestatigt.

3.2.3. Entgiindungshemmende Effekt von 8H7-mAk in vitro

Im weiteren Verlauf der wurden die entziindungshemmenden Eigenschaften von 8H7-mAk in
vitro und in vivo untersucht. Zuerst wurde das anti-inflammatorische Potenzial von 8H7-mAk
untersucht. Dafiir wurden humane Monozyten isoliert iiber mit aktivierten HUVECs
beschichtete Deckgléser unter arterieller Geschwindigkeit perfundiert. Dabei kam es zu einem
signifikanten Anstieg der adhédrenten Monozyten durch eine Stimulation mit CyPA im
Vergleich zu den unstimulierten Monozyten. Kein signifikanter Anstieg konnte dagegen bei
den 8H7-mAk behandelten Monozyten im Vergleich zu den unstimulierten Monozyten
festgestellt werden (Abbildung 3-7A).

Nachdem Nachweis das 8H7-mAk zu einer verminderten Adhédrenz von Monozyten auf
aktiviertem Endothel fiihrt, wurde der Einfluss von 8H7-mAk auf die Migration von
Monozyten untersucht. Dafiir wurde erneut die Boyden Chamber verwendet und das CyPA in
die untere Kammer gegeben sowie die Monozyten in die obere Kammer. Vor kurzem wurde
gezeigt, das CyPA zur in vitro Migration von Monozyten fiihrt"*'. Die bereits zuvor
beschrieben kam es durch CyPA zu einer vermehrten Migration der Monozyten. Durch die
Zugabe von 20pug/ml 8H7-mAk zum CyPA in die untere Kammer konnte die Migration der
Monozyten verhindert werden. Es kam zu keinem signifikanten Anstieg der migrierten
Monozyten im Vergleich zur Mediumkontrolle (Abbildung 3-7B).
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Abbildung 3-7 8H7-mAk hat einen entziindungshemmenden Effekt auf Monozyten in vitro.
CyPA-aktivierte Monozyten adhdrieren auf aktivierten HUVECs. Durch die Zugabe von 8H7-
mAk findet keine signifikant erhohte Bindung von Monozyten auf HUVECs statt (A). CyPA
induziert die Migration von Monozyten in vitro, diese wird durch 8H7-mAk aufgehoben (B).
(modifiziert nach von Ungern-Sternberg et al.)’®

3.2.4. 8H7-mAk hemmt die Infiltration von Zellen in vivo
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Abbildung 3-8 8H7-mAk hat einen entziindungshemmenden Effekt auf Monozyten in vivo. Im
CyPA-vermittelten Peritonitismodell wurde die in vivo Migration untersucht. SH7-mAk



behandelte Miuse zeigen eine verringerte Infiltration von F4/80" (A) und CD3" (B) Zellen ins
Peritoneum im Vergleich zu IgG behandelten Mdusen, mit reprisentativen Abbildungen.
(modifiziert nach von Ungern-Sternberg et al.)’’

Nach der in vitro Migration wurde der Einfluss von 8H7-mAk auf die in vivo Migration bzw.
Infiltration, im CyPA-induzierten Peritonitismodell untersucht. Dafiir wurden bei den Méusen
durch eine i.p. Injektion mit CyPA eine Peritonitis ausgelost. Durch die Injektion von 8H7-
mAk zusammen mit dem CyPA kam es zu einer signifikanten Reduktion der F4/80" Zellen im
Vergleich zur IgG Kontrolle (4,7+0,67 vs. 1,94+0,43; Abbildung 3-8A). Dariiber hinaus konnte
auch die Infiltration von CD3" Zellen ins Peritoneum durch 8H7-mAk signifikant verringert
werden im Vergleich zur IgG behandelten Gruppe (5,1£0,67 vs. 2,1+0,37; Abbildung 3-8B).
Dies deutet darauf hin, dass 8H7-mAk die CyPA-induzierten inflammatorischen Effekte
sowohl in vitro als auch in vivo autheben bzw. reduzieren kann.

3.2.5. 8H7-mAk reduziert die CyPA-vermittelte Thrombozytenaktivierung
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Abbildung 3-9 Die CyPA-abhingige Thrombozytenaktivierung wird durch 8H7-mAk
gehemmt. Der Antikorper SH7-mAk ist in der Lage CyPA sowohl im Monozyten- als auch im
Thrombozytenlysat zu detektieren (A, obere Riehe). Mit einem gekauften anti-CyPA
Antikérper wurde die Bindung bestitigt (A, untere Reihe). Die CyPA-abhdngige Aktivierung
von Thrombozyten wurde in der Durchflusszytomerie analysiert. Durch die Vorbehandlung



der Thrombozyten mit SH7-mAk wird die CDG62P Expression signifikant reduziert, mit
reprisentativen Abbildungen (B). (modifiziert nach von Ungern-Sternberg et al.)’®

Da 8H7-mAk die CyPA-vermittelten Effekte von Monozyten sowohl in vitro als auch in vivo
reduzieren bzw. autheben konnte, wurde im Western Blot iiberpriift, ob 8H7-mAk in der Lage
ist sowohl das monozytire als auch das thrombozytire CyPA, im jeweiligen Lysat, zu
detektieren. Dabei zeigte sich, dass 8H7-mAk nicht nur das rekombinante CyPA, wie in
Abbildung 3-6 gezeigt, sondern auch CyPA im Thrombozyten- und Monozytenlysat
detektieren kann (Abbildung 3-9A, obere Reihe). Die spezifische Bindung wurde mit einem
kduflichen anti-CyPA Antikorper nachgewiesen (Abbildung 3-9A, untere Reihe). Durch den
Nachweis der Interaktion von 8H7-mAk mit thrombozytirem CyPA wurde als nichstes der
Einfluss von 8H7-mAk auf die CyPA-abhidngige Thrombozytenaktivierung untersucht. Dafiir
wurden humane Thrombozyten isoliert und mit rekombinantem CyPA stimuliert.
AnschlieBend wurde die CD62P Expression in der Durchflusszytometrie gemessen. Die
Stimulation mit CyPA fiihrt zu einem Anstieg der CD62P Expression auf der
Thrombozytenoberfliche. 8H7-mAk reduziert die CyPA-abhéngige CD62P Expression auf
Thrombozyten signifikant im Vergleich zur IgG Kontrolle (35,72+£2,65 vs. 26,76+2,1;
Abbildung 3-9B).

3.2.6. 8H7-mAk hat anti-thrombotische Effekte

Da die Aktivierung von Thrombozyten mit CyPA zur Bildung von Thromben fiihrte, wurde
als néchstes der Einfluss von 8H7-mAk in der CyPA-induzierten Thrombusformation
untersucht. Wie bereits in Abschnitt 3.1 Abbildung 3-4 gezeigt fiihrt extrazelluldres CyPA zur
Bildung von Thromben auf einer Kollagenbeschichtung in vitro.

Nachdem gezeigt wurde, dass 8H7-mAk die Thrombozytenaktivierung inhibiert, wurde als
nichstes untersucht, ob 8H7-mAk auch die Thrombusformation reduzieren kann. Um den
Einfluss von 8H7-mAk auf die Entwicklung von Thromben in vitro zu untersuchen, wurde
humanes Vollblut mit rekombinantem CyPA stimuliert und 8H7-mAk oder die IgG Kontrolle
dazugegeben. AnschlieBend wurde das Blut iiber kollagenbeschichtete Deckgldser
perfundiert. Wie auch schon in Abschnitt 3.1.1 und Anschnitt 3.1.3 beschrieben, kam es zu
einer signifikanten Erhohung der Thrombusformation durch CyPA (22,17+1,05) bei einer
Flussgeschwindigkeit von 1000 Sekunden™. Durch die Zugabe von 8H7-mAk (16,4+0,51) zu
dem Blut kam es zu keinem Anstieg der Thrombusbildung auf Kollagen im Vergleich zur
unstimulierten Kontrolle (16,414+0,89; Abbildung 3-10A). Auch bei einer hoéheren
Flussgeschwindigkeit von 1700 Sekunden” kam es zu einem CyPA-vermittelten Anstieg in
der Thrombusformation (10,96+1,76) im Vergleich zur unbehandelten Gruppe. Dagegen kam
es durch eine Behandlung mit 8H7-mAk nicht zu einem Anstieg der CyPA-induzierte
Thrombusformation. (6,7+1,5; Abbildung 3-10B).
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Abbildung 3-10 8H7-mAk verringert die Entstehung von Thromben. Humanes Vollblut wird
tiber eine Kollagenmatrix gegeben. CyPA induziert dabei eine vermehrte Thrombusformation
bei einer Flussgeschwindigkeit von 1000 Sekunden™. Bei der mit 8H7-mAk behandelten
Gruppe ist dieser Effekt nicht zu sehen (A mit reprdsentativen Abbildungen). Bei der hoheren
Flussgeschwindigkeit von 1700 Sekunden™ ist derselbe Effekt zu beobachten wie bei 1000
Sekunden™. Die CyPA-induzierte Thrombusformation wird durch 8H7-mAk reduziert (B mit
reprdsentativen Abbildungen). Mafstabbaken = 20 um (modifiziert nach von Ungern-
Sternberg et al.)”®

3.2.7. 8H7-mAk reduziert die Thrombusbildung in vivo

Da 8H7-mAk in der Lage ist die CyPA-induzierte Thrombusformation in vitro zu
unterbinden. Wie es bereits in Abschnitt 3.1.3 gezeigt sowie in der Literatur beschrieben
wurde, ist CyPA bei der Thrombusformation sowohl in vitro als auch in vivo beteiligt ist*’.
Aus diesem Grund wurde als nichstes der Einfluss von 8H7-mAKk in vivo im FeCl; Modell
untersucht. Dafiir wurde das Mesenterium der Maus freigelegt und vom Fettgewebe befreit.
AnschlieBend wurde ein mit FeCl; Losung - getrianktes Filterpapier auf die Arteriole gelegt
um eine Verletzung des Gefd3es hervorzurufen. Durch ein Mikroskop wurde dann die Zeit bis
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zum Verschluss des GefdBes ermittelt. Durch die Behandlung mit 8H7-mAk erhoht sich die
Zeit bis zum Verschluss des Gefidlles signifikant im Vergleich zur IgG Kontrolle bzw. es
bildete sich kein Thrombus im Gefdll und der Blutfluss wurde bis zum Ende der Messzeit
nach 40 Minuten nicht unterbrochen (1948+183,9 vs. 775.4+67,63 Sekunden; Abbildung
3-11C). Dagegen kam es bei jeder mit IgG behandelten Maus zu einem Verschluss des
Gefiles.
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Abbildung 3-11 8H7-mAk verringert den Gefdfiverschluss in vivo. (A) Neben der in vitro
Thrombusformation wurde die Thrombusbildung auch in vivo im FeCl; Modell getestet, dabei
entwickeln die IgG behandelten Mduse schneller einen Gefdfpverschluss als die mit SH7-mAk
behandelten Mduse (mit reprisentativen Abbildungen). Mafsstabbalken = 50 um (modifiziert
nach von Ungern-Sternberg et al.)”

3.2.8. 8H7-mAk hat keinen FEinfluss auf Himostaseparameter von

Thrombozyten
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Abbildung 3-12 8H7-mAk hat keinen Einfluss Thrombozytenaktivitdit. Als ndichstes wurde der
Einfluss von 8H7-mAk auf die Thrombozytenhimostase getestet. Dafiir wurde den Mdusen
S8H7-mAk oder eine IgG Kontrolle iv. appliziert und die Blutungszeit durch eine
Schwanzspitzenresektion untersucht. Zwischen den Gruppen konnte weder ein Unterschied in



der Verschlusszeit (A) noch in der Anzahl der Thrombozyten (B) detektiert werden.
(modifiziert nach von Ungern-Sternberg et al.)’’

Da in der Thrombusformation durch 8H7-mAk sowohl in vitro als auch in vivo signifikant
reduziert wurde, wurde als niachstes der Einfluss von 8H7-mAk auf die Hamostase getestet.
Dafiir wurde die Schwanzblutungszeit von Méusen nach der Injektion von 8H7-mAk oder der
IgG Kontrolle untersucht. Fiir diesen Versuch wurden den Méusen 3 mm der Schwanzspitze
abgeschnitten und die Zeit, bis die Blutung stoppte, analysiert. Trotz des anti-thrombotischen
Effekts in der Thrombusbildung schien 8H7-mAk keinen Einfluss auf die Blutungszeit, im
Vergleich zur IgG Kontrolle, zu haben (606+133,1 vs. 477,2+107,4; Abbildung 3-12A).
Dartiber hinaus wurde den Méusen nach der i.v. Injektion von 8H7-mAk retrobulbar Blut
entnommen und die Anzahl der Thrombozyten bestimmt. Dabei konnte kein Unterschied in
der Anzahl der Thrombozyten zwischen der IgG und der 8H7-mAk Gruppe festgestellt
werden (679,1£123,2 vs. 809,7+88; Abbildung 3-12B).



3.3. CyPA ist ein neuer Ligand des ,,Receptor for advanced
glycation endproducts® (RAGE)

3.3.1. RAGE und CD147 / CyPA sind auf der Oberfliche von Monozyten
kolokalisiert

Hibino et al haben 2012 nachgewiesen, dass SI00A9 als Bindungspartner von CD147 agieren
kann101. S100A9 gehort zu den DAMPs, zu denen auch CyPA gezdhlt werden kann. Einer
der Bindungspartner von S100A9 ist der Rezeptor RAGE. Daher wurde zunéchst nach einer
Kolokalisation der Rezeptoren RAGE und CD147 sowie einer moglichen Bindung zwischen
CyPA und RAGE, mittels konfokaler Mikroskopie, geschaut. Dafiir wurden humane
Monozyten mit CyPA stimuliert und anschlieBend auf RAGE (griin) und CD147 (rot) gefarbt.
Die Uberlagerung der Farben zeigt, dass die Rezeptoren kolokalisiert sein kénnten
(Abbildung 3-13A). CD147 ist der bis jetzt einzige bekannte Rezeptor fiir extrazelluldres
CyPA. Da es eine Kolokalisation zwischen RAGE und CD147 zu geben schien, wurde als
ndchstes, ebenfalls mittels konfokaler Mikroskopie, untersucht, ob es auch eine
Kolokalisation zwischen extrazellulirem CyPA und RAGE gibt. Da sich die Farben
iiberlagern, schien dies der Fall zu sein (Abbildung 3-13B; CyPA: rot, Rage: griin). Nachdem
eine mogliche Interaktion von RAGE und CyPA, mittels Mikroskopie, nachgewiesen wurde,
wurde als ndchstes die direkte Interaktion von RAGE und CyPA mit einem modifizierten
CyPA-RAGE-Bindungs-ELISA iiberpriift. Dafiir wurde eine 96-Well Platte mit RAGE-Fc
und Fc beschichtet und anschlieBend CyPA in verschiedenen Konzentrationen auf das RAGE-
Fc und Fc gegeben. Dabei zeigt sich, dass es eine Konzentrationsabhdngige Bindung von
CyPA an RAGE-Fc gibt (Abbildung 3-13C, rote Kurve). Dagegen konnte keine Bindung von
CyPA an Fc detektiert werden (Abbildung 3-13C, schwarze Kurve). Nach dem Nachweis der
Interaktion von CyPA und RAGE wurde nun die Interaktion mit RAGE CHO Zellen
iiberpriift. Dafiir wurden RAGE CHO und Neo CHO Zellen auf ihre RAGE Expression im
Western Blot untersucht. Dabei zeigte sich, dass die RAGE CHO Zellen RAGE auf ihrer
Oberflache exprimieren (Abbildung 3-13D, linke Bande) wogegen dies bei den Neo CHO
Zellen nicht der Fall war (Abbildung 3-13D, rechte Bande). Als néchstes wurde mit den CHO
Zellen die Interaktion mit CyPA iiberpriift. Dafiir wurden Deckgldser mit CyPA bzw. BSA
beschichtet und die RAGE CHO und Neo CHO Zellen unter Flussgeschwindigkeiten dartiiber
perfundiert. Dabei zeigte sich, dass die RAGE CHO Zellen signifikant hoher iiber die CyPA
beschichteten Deckglédser rollen im Vergleich zu den mit BSA beschichteten Deckglédsern.
Durch eine Inhibierung des CyPA durch das CsA MM284 auf den Deckgldsern kam es
ebenfalls zu einer signifikanten Verringerung der rollenden RAGE CHO Zellen auf den
Deckglédsern im Vergleich zu den CyPA beschichteten Deckgldsern (Abbildung 3-13E, graue
Balken). Im Gegensatz mit den RAGE CHO Zellen kam es bei den Neo CHO Zellen nicht zu
einem signifikanten Anstieg der rollenden Zellen auf den CyPA beschichteten Deckgldsern im
Vergleich zu den BSA beschichteten Deckgldsern. Dementsprechend zeigte auch eine
Blockierung von CyPA mit MM284 keinen Effekt auf die Anzahl der rollenden Neo CHO
Zellen (Abbildung 3-13E, weille Balken).
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Abbildung 3-13 Kolokalisation und Bindung von CyPA / CDI147 an RAGE. (A) Die
Fluoreszenzbilder zeigten, dass CDI147 und Rage kolokalisiert sind. CD147 wurde in rot



angefdrbt und RAGE in griin. (B) Dartiber hinaus schien auch CyPA mit RAGE Co-lokalisiert
zu sein. CyPA ist in rot angefdrbt und Rage in griin. (C) Als néchstes wurde die Bindung von
CyPA und RAGE in einem Bindungs-ELISA nachgewiesen. Die rote Linie zeigt die Bindung
von CyPA und RAGE-Fc und die schwarze Linie zeigt die Bindung von CyPA and Fc. (D) Im
Western Blot wurde die Anwesenheit von RAGE in RAGE CHO Zellen und Neo CHO Zellen
tiberpriift. (E) Danach wurde in der Flusskammer die Interaktion von CyPA und RAGE unter
Flussbedingungen untersucht. Die grauen Balken zeigen die Interaktion der RAGE CHO
Zellen an die CyPA bzw. BSA beschichteten Deckgldser und die weiffen Balken zeigen die
Interaktion der Neo CHO Zellen mit den beschichteten Deckglisern. Mafsstabbalken = 10 um

3.3.2. Die CyPA-vermittelten Adhdrenz und Migration von Monozyten geht
iiber die Rezeptoren RAGE und CD147

Nachdem gezeigt wurde, dass es eine Kolokalisation zwischen CyPA und RAGE gibt, wurde
als niachstes geschaut ob CyPA auch funktionell mit RAGE interagiert. Zuerst wurde dafiir die
Adhédrenz von Monozyten in der statischen Adhdsion auf rekombinantem CyPA getestet.
Dafiir wurden zuerst die humanen Monozyten aus Vollblut isoliert. Danach wurden die
Monozyten mit den neutralisierenden Antikorpern gegen CD147 und RAGE vorbehandelt.
Anschliefend durften die Monozyten auf CyPA adhédrieren. Die Monozyten adhérierten
vermehrt auf CyPA, durch die Neutralisierung der Rezeptoren CD147 und RAGE wird die
Anzahl der adhdrenten Monozyten signifikant reduziert, im Vergleich zur IgG Kontrolle
(20,7242,59 vs. 8,56+0,77 vs. 8,63+0,82). Eine Neutralisierung von beiden Rezeptoren
(7,93+0,55) fithrte zu keiner weiteren Reduktion der adhdrenten Monozyten auf
rekombinantem CyPA (Abbildung 3-14A). Nachdem nachgewiesen wurde, dass CyPA {iber
RAGE zu einer erhohten Adhidrenz von Monozyten fiihrte, wurde als néchstes geschaut, ob
die Interaktion von CyPA und RAGE auch in der dynamischen Adhision von Monozyten,
also unter Flussgeschwindigkeit, eine Rolle spielt. Dafiir wurden humane Monozyten isoliert
und mit LPS stimuliert bzw. zusitzlich mit neutralisierenden Antikérpern gegen CD147 und
RAGE behandelt. Danach wurden die Monozyten unter Flussgeschwindigkeit {iiber
rekombinantes CyPA perfundiert. Durch eine Neutralisation der Rezeptoren CD147 und
RAGE kam es zu einer signifikanten Reduktion von adhdrenten Monozyten im Vergleich zur
IgG Kontrolle (2,1+£0,32 vs. 0,72+0,13 vs. 0,64+0,14; Abbildung 3-14B). Als nichstes wurde
untersucht, ob CyPA stimulierte Monozyten eine hohere Adhésion auf aktiviertem Endothel
zeigen und dieser Effekt durch eine Neutralisierung der Rezeptor RAGE und CD147 reduziert
werden kann. Zuerst wurden dafiir die humanen Monozyten aus Vollblut isoliert und mit
neutralisierenden Antikdrpern gegen RAGE und CD147 vorbehandelt. Danach wurden die
Monozyten mit CyPA stimuliert und iiber TNFa und INFy aktivierte HUVECs perfundiert.
Durch die Vorbehandlung der Monozyten mit anti-CD147, anti-RAGE oder beiden
Antikorpern kam es zu einer deutlichen Reduktion der adhdrenten Monozyten im Vergleich
zur IgG Kontrolle. Bei einer Verwendung beider Antikorper kam es zu keiner weiteren
Reduktion der adhdrenten Monozyten im Vergleich zur Neutralisierung von nur einem



Rezeptor (Abbildung 3-14C). Durch den Nachweis, dass die CyPA-abhédngige Adhésion von
Monozyten iiber die Rezeptoren RAGE und CD147 vermittelt wurde, wurde als nédchstes
analysiert, ob auch beide Rezeptoren an der CyPA-induzierte Migration beteiligt waren. Als
erstes wurden fiir diesen Versuch humane Monozyten isoliert und mit den Antikdérpern anti-
CD147, anti-RAGE und anti-TLR4 inkubiert. AnschlieBend wurden die Monozyten in die
obere Kammer der Boyden Chamber gegeben und das CyPA in die untere Kammer. Nach der
Migration wurden die Zellen im Filter analysiert. Die CyPA-induzierte die Migration von
Monozyten wurde bereits beschrieben'®'. Auch wir konnten dies zeigen. Daneben kam es
durch eine Neutralisierung der Rezeptoren CD147 und RAGE zu einer verminderten
Migration der Monozyten zu CyPA im Vergleich zur IgG Kontrolle. Dagegen konnte eine
Neutralisierung des TLR4 Rezeptors nicht zu einer Reduktion der CyPA-abhéngigen fiihren
im Vergleich zur IgG Kontrolle (Abbildung 3-14D).
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Abbildung 3-14 Die Adhdrenz und Migration von Monozyten wurde iiber die Rezeptoren
RAGE und CD147 reguliert. Humane Monozyten adhdrierten auf rekombinantem CyPA in
der statischen Adhdsion. Diese Adhdrenz konnte durch eine Neutralisierung von RAGE,
CDI147 oder beider Rezeptoren verhindert werden (A). Unter Flussgeschwindigkeit
adhdrierten  humane LPS-stimulierte Monozyten auf rekombinanten CyPA. Eine
Neutralisierung der Rezeptoren CDI147 oder RAGE verhinderte die Adhdrenz (B). In der
dynamischen Adhdsion adhdrierten CyPA-stimulierte Monozyten auf aktivierten HUVECsS.
Durch die Neutralisierung von CDI147 und RAGE adhdrierten weniger Monozyten (C). Als
ndchstes wurde die CyPA-abhdngige Monozyten Migration untersucht. CyPA fordert die
Migration von Monozyten (D).

3.3.3. CyPA induziert die Adhdsion und Migration von Monozyten iiber die
Bindung an RAGE in vitro

Nachdem mit Antikorpern gegen RAGE und CD147 an humanem Blut gezeigt werden
konnte, dass CyPA iiber die Interaktion mit RAGE die Adhdsion und Migration von
Monozyten fordert, wurde als ndchstes die Bindung von CyPA und RAGE im murinen
System untersucht. Dafiir wurde zunichst in der statischen Adhésion die Adhdrenz von
murinen Leukozyten auf rekombinantem CyPA untersucht. Dafiir wurden die Leukozyten aus
dem Knochenmark der Maiuse isoliert und anschlieBend in eine mit CyPA bzw. BSA
beschichtete 96 Well Platte gegeben. Nach Entfernung der nicht-adhdrenten Leukozyten
wurden Bilder von den adhdrenten Leukozyten gemacht und ausgewertet. Dabei konnte, wie
in Abbildung 3-15A zu sehen, gezeigt werden, dass Leukozyten von RAGE"" Miusen eine
signifikant hohere Adhirenz auf rekombinantem CyPA zeigen als auf BSA. Leukozyten von
RAGE"™ Miusen dagegen adhirieren nicht vermehrt auf rekombinantem CyPA in Vergleich
zu BSA. Zwischen den RAGE™" und den RAGE™ Miusen konnte kein Unterschied bei der
Adhision auf BSA gefunden werden. Allerdings gab es einen signifikanten Unterschied bei
der Adhision zwischen den RAGE™”" und den RAGE™™ Miusen auf rekombinantem CyPA.
Nach der statischen Adhésion wurde als ndchstes wurde das Verhalten der Leukozyten von
RAGE"" und den RAGE” Miusen in der dynamischen Adhision iiber rekombinantes CyPA
untersucht. Dafiir wurden Leukozyten aus dem Knochenmark von RAGE"" und RAGE™”
Mausen isoliert und iiber mit CyPA und BSA beschichtete Deckgliaser perfundiert. Dabei
zeigte sich, dass die Leukozyten von RAGE"" Miusen signifikant vermehrt iiber CyPA rollen
im Vergleich zu BSA. Allerdings war dies bei Leukozyten von RAGE” Mausen nicht der
Fall. Dort gab es keine Erhohung der rollenden Leukozyten iiber CyPA im Vergleich zu BSA.
Dariiber hinaus gab es einen signifikanten Unterschied zwischen den Leukozyten von RAGE"
" Miusen und den Leukozyten von RAGE"" Mausen. Die Leukozyten von RAGE™* Méusen
rollen signifikant hoher liber die CyPA beschichteten Deckglédser als die Leukozyten der
RAGE™ Miuse (Abbildung 3-15B).

Um zu untersuchen, ob die Interaktion von CyPA und RAGE auch einen inflammatorischen
Effekt hat, wurde als nichstes das Migrationsverhalten von RAGE"" und RAGE™



Leukozyten in der in vitro Migration untersucht. Dafiir wurden wie auch fiir die statische und
dynamische Adhésion die Leukozyten aus murinem Knochenmark verwendet. Dabei konnte
in der Boyden Chamber Migration gezeigt werden, dass die Leukozyten von RAGE"™*
vermehrt zu rekombinantem CyPA migrierten im Vergleich zur Mediumkontrolle. Im
Gegensatz dazu kam es zu keiner vermehrten Migration der Leukozyten von RAGE’ Miusen
im Vergleich zur Mediumkontrolle. Des Weitern war die CyPA-induzierte Migration der
Leukozyten von RAGE"" Miusen signifikant erhoht im Vergleich zu den Leukozyten der
RAGE” Miuse (Abbildung 3-15C). Um zu bestétigen, dass es sich um eine CyPA-RAGE-
initiiere Migration von Leukozyten handelte, wurde die Migration mit den Leukozyten von
MyD88"" und MyD88” Miusen wiederholt. Dafiir wurden ebenfalls die Leukozyten aus
murinem Knochenmark verwendet. Wie auch schon in der Migration mit RAGE"" Miusen
kam es auch bei den MyD88+/+ Maiusen zu einer verstarkten Migration der Leukozyten zu
rekombinantem CyPA. Wie auch schon in der Migration mit den RAGE’ Miusen kam es bei
der Migration mit MyD88'/ " ebenfalls nicht zur Migration der Leukozyten im Vergleich mit
der Mediumkontrolle. Dariiber hinaus wurde der Einfluss von SDF1a auf die Migration von
MyD88+/+ und MyD88'/' Leukozyten untersucht. Dabei war zu sehen, dass sowohl die
Leukozyten von MyD88"" als auch die Leukozyten MyD88” zu SDFla migrieren im
Vergleich zu dem Mediumkontrollen (Abbildung 3-15D).
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Abbildung 3-15 RAGE ist an der CyPA-vermittelten Entziindungsreaktion beteiligt.
Leukozyten von RAGE™" und Rage'/ " Mdusen wurden aus dem Knochenmark isoliert und im



statischen Adhdsionsassay auf ihre Bindung an CyPA getestet (A). Als ndchstes wurde
untersucht inwiefern die Leukozyten in der Flusskammer iiber CyPA beschichteten
Deckglisern rollen (B). CyPA-induzierte die Migration von RAGE™" Leukozyten, allerdings
nicht von Rage” Leukozyten (C). Zur Uberpriifung wurde die CyPA- und SDFla-induzierte
Migration bei MyD88+/ " und MyD88'/ " Mdusen analysiert (D).

3.3.4. Die CyPA-vermittelt Infiltration von inflammatorischen Zellen
involviert den AGE-Rezeptor

+/+

Nach der in vitro Migration wurde die CyPA-induzierte in vivo Migration in RAGE™™ und
RAGE™ getestet. Dafiir wurde bei RAGE"" und RAGE”™ Miusen eine Peritonitis mittels
einer 1.p. Injektion von CyPA ausgeldst. Durch das injizierte CyPA kam es nach 24 Stunden
zu einem signifikanten Anstieg der CD11b" und CD3" Zellen im Peritoneum bei RAGE"*
Maiusen im Vergleich zu RAGE™ Miusen. Allerdings konnte kein signifikanter Unterschied
zwischen den RAGE”" und RAGE™ Miusen bei den F4/80" Zellen verzeichnet werden in der
24 Stunden Peritonitis (Abbildung 3-16A). Nach der 24 Stunden CyPA-induzierten Peritonitis
wurde der Versuch in einer 48-Stunden CyPA-induzierten Peritonitis wiederholt. Wie schon
nach 24 Stunden kam es auch nach 48 Stunden zu einem signifikanten Anstieg der CD11b"
und CD3" Zellen im Peritoneum bei den RAGE"" Miusen im Vergleich zu den RAGE™
Maiusen. Im Gegensatz zur 24 Stunden CyPA-induzierten Peritonitis kam es nach 48 Stunden
ebenfalls zu einem signifikanten Anstieg der F4/80" Zellen im Peritoneum der RAGE"*
Maiusen im Vergleich zu den RAGE™ Miusen (Abbildung 3-16B).
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Abbildung 3-16 CyPA vermittelt die Infiltration von Zellen in vivo. Nach der in vitro
Migration wurde die in vivo Infiltration von CDI11b", F4/80" und CD3" Zellen in RAGE"""



Ergebnisse

und Rage” Miusen im Peritonitis Modell nach 24 Stunden (E) und 48 Stunden (F)

untersucht.

3.3.5. CyPA induziert pro-thrombotische Effekte iiber die Bindung an den
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Abbildung 3-17 Eine Inhibierung von Rage konnte die pro-thrombotischen Effekte von CyPA
reduzieren. Die Expression von CD62P nach der Stimulation von CyPA mit oder ohne RAGE
Inhibitor wurde in der Durchflusszytometrie analysiert, mit reprdsentativen Abbildungen (A4).
Die CyPA induzierte Thrombusbildung von humanem Blut wurde in vitro in der Flusskammer
untersucht, in Gegenwart der Antikérper CD147 und RAGE, mit reprdsentativen Abbildungen
(B). (Maf3stabbalken = 20 um)
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Durch eine Aktivierung von Thrombozyten durch CyPA kommt es zur Expression von
CD62P auf der Oberfliche der Thrombozyten. Aus diesem Grund wurde untersucht, ob eine
Inhibierung von RAGE mit einem anti-RAGE Antikorper in der Lage ist die CyPA-abhéngige
Degranulation von Thrombozyten zu verhindern. Zuerst wurde von gesunden Personen Blut
entnommen und die Thrombozyten isoliert. AnschlieBend wurden die Thrombozyten mit
CyPA aktiviert bzw. vorher mit einem anti-RAGE Antikorper behandelt. Dabei konnten wir
zeigen, dass durch die Vorbehandlung der Thrombozyten mit einem anti-RAGE Antikdrper,
die CyPA-induzierte CD62P Expression reduziert werden konnte, im Vergleich zur IgG
Kontrolle (28,714+2,25 vs. 35,7242,65) (Abbildung 3-17A). Eine Aktivierung von
Thrombozyten mit CyPA fiihrte zur Bildung von Thromben auf einer Kollagenmatrix, wie
bereits in Abbildung 3-4 und Abbildung 3-10 beschrieben. Darum wurde als néchstes die
CyPA-vermittelte Bildung von Thromben in vitro untersucht, mit Antikérpern gegen CD147
und RAGE. Dafiir wurde humanes Vollblut mit CyPA stimuliert und mit Antikérpern gegen
CD147, RAGE oder beides vorbehandelt. Im Anschluss wurde dann das Blut tber
kollagenbeschichtete Deckglédser perfundiert. Dabei kam es durch die Stimulation der im
humanen Vollblut vorkommenden Thrombozyten durch rekombinantes CyPA zu einer
Erhohung der Thrombusbildung auf Kollagen im Vergleich zum unbehandelten Blut. Durch
eine Neutralisierung der Rezeptoren RAGE und kam es nicht zu einer erhdhten
Thrombusbildung (15,22+1,23 vs. 18,54+1,23 vs. 22,44+1,26) im Vergleich zum
unbehandelten Blut. Eine Neutralisierung von beiden Rezeptoren (18,05+0,72) fiihrte zu
keiner weiteren Reduktion der Thrombusbildung im Vergleich zu den Antikorpern anti-
CD147 und anti-RAGE alleine. (Abbildung 3-17B).

3.3.6. RAGE-defiziente Miduse bilden nach CyPA Stimulation keine
Thromben auf einer Kollagenmatrix
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Abbildung 3-18 CyPA induziert iiber den AGE-Rezeptor pro-thrombotische Effekte. Murines
Vollblut von RAGE+/+ Mdusen welches mit CyPA stimuliert wurde bildet vermehrt
Thromben auf einer Kollagen beschichteten Oberfliche. Dagegen kommt es zu keiner
vermehrten Thrombusbildung von CyPA-stimuliertem Vollblut von RAGE-/- Mdusen auf einer



Kollagenmatrix. Beides in Vergleich zu unstimuliertem Vollblut, mit reprdsentativen
Abbildungen. (Mafstabbalken = 20 um)

Als nichstes wurde die Thrombusformation von RAGE™* und RAGE”™ Mausen nach CyPA
Stimulation untersucht. Dafiir wurde den Méusen retrobulbdr Blut entnommen, mit CyPA
stimuliert und {iber eine Kollagenmatrix perfundiert. Dabei kam es bei CyPA stimuliertem
Blut von RAGE”" Miusen zu einer vermehrten Thrombusbildung im Vergleich zu
unbehandeltem Vollblut von RAGE™" Miusen (43,77+1,75 vs. 26,78+5,82). Im Gegensatz
dazu kam es bei den RAGE” Miusen durch die Stimulation mit CyPA nicht zu einer
vermehrten Thrombusbildung des Blutes auf Kollagen im Vergleich zum unbehandelten Blut
der RAGE” Miusen (21,2944,24 vs. 16,98+7). Aullerdem war die Thrombusbildung von
RAGE™ Miusen signifikant geringer auf Kollagen als die Thrombusformation von RAGE"*
Maiusen (Abbildung 3-18A).



4. Diskussion

Zur weiteren Diskussion siehe auch folgende Publikationen: Seizer, von Ungern-Sternberg et
al. 2015 (Atherosclerosis Thrombosis Vascular Biology)*' und von Ungern-Sternberg et al.
2017 (Thrombosis and Haemostasis)*® sowie den Review von Ungern-Sternberg et al. 2018
(International Journal of Moleculaar Sciences)™.

4.1. Einfluss von extrazellulirem CyPA auf Thrombozyten

Thrombozyten sind reich an intrazellulirem CyPA, welches sie durch Aktivierung freisetzen
kénnen’'. Das extrazelluldre CyPA bindet auf Thrombozyten an dem Zelloberflichenrezeptor
CD147%% "7 und filhrt zur Aktivierung der Thrombozyten iiber den PI3 Kinase-Akt
Signalweg®'.

Aktuell gibt es zwei verschiedene CsA Derivate NIM811, welches zellgingig ist'”® und

MM284 welcher nur extrazellulr agiert'”’. Um zu untersuchen, ob das intrazellulire CyPA
bei der Aktivierung von Thrombozyten bendtigt wird oder es vor allem durch das
extrazellulire CyPA vermittelt ist, wurden NIM811 und MM284 in der CyPA-abhidngigen
Thrombozytenaktivierung untersucht. CyPA ist in der Lage Thrombozyten zu aktivieren und
zu degranulieren, was zur Expression von CD62P auf der Zelloberfldche fiihrt. Dies geschieht
durch die Bindung von CyPA und CD147 und daraus folgend die Phosphorylierung von PI3
Kinase und Akt. Sowohl NIM811 als auch MM284 sind in der Lage die CyPA-induzierte
Thrombozytenaktivierung ab einer Konzentration von 200 nM zu inhibieren. Durch die
CyPA-abhingige Aktivierung der Thrombozyten kommt es auch zur Bildung von Thromben.
Das CyPA bei der Bildung der Thromben von Bedeutung ist, konnte schon von Elvers et al.®
nachgewiesen. Ob es sich um das intra- oder extrazellulire CyPA handelt, wurde allerdings
nicht unterschieden. Dennoch wurde gezeigt, dass CyPA'/ " Mause generell eine schlechtere
Thrombusbildung haben als die CyPAH " Méuse. Durch die Tatsache, dass MM284 die
Thrombusbildung verringern kann, wie wir in Abbildung 3-3 konnten, ist zu schlie3en, dass
es vor allem das extrazelluldre CyPA ist, welches fiir die Thrombusbildung verantwortlich ist.

Um dies ndher zu untersuchen wurden Versuche an CyPA'/ " Méusen durchgefiihrt. Wie auch
beim humanen Blut kommt es durch CyPA zu einer Aktivierung der Thrombozyten und zur
Expression von CD62P auf der Oberfliche. Dies konnte auch bei den CyPA” Miusen
festgestellt werden, was darauf hindeutet, dass es vor allem das extrazellulire CyPA welches
an der Aktivierung von Thrombozyten beteiligt ist. Dariiber hinaus zeigen diese Daten, dass
die Expression von CD62P auch in der Abwesenheit von intrazellulirem CyPA moglich ist.
Bestitigt wurde das durch die Inhibitoren NIM811 und MM284, welche beide die CyPA-
vermittelte Thrombozytenaktivierung verhindern. Des Weiteren konnte in der
Thrombusformation gezeigt werden, dass es bei CyPA'/' Mause, die mit CyPA stimuliert
wurden, zu einer Bildung von Thromben in vitro kommt. Dies deutet darauf hin, dass auch
ohne die Anwesenheit von intrazellulirem CyPA die Aktivierung von Thrombozyten méglich



ist. Dies zeigt sich auch in der FeCls;-induzierten Thrombusformation, mit NIM811 und
MM284 behandelte C57BL/6] Méuse haben eine verlangsamte bzw. verringerte
Thrombusformation in vivo’'. Diese Ergebnisse implizieren auch, dass CyPA von
Thrombozyten wihrend der Adhédsion freigesetzt werden kann und an die Thrombozyten iiber
CD147 bindet. Dadurch kommt es zur Aktivierung der Thrombozyten und zur Bildung von
Thromben. Allerdings ist das intrazellulire CyPA ebenfalls an der Thrombozytenaktivierung
beteiligt, indem es zur Aktvierung von o3 beitréigt65 )

Der extrazelluldre CyPA Inhibitor MM284 reduziert die CyPA-induzierten Effekte genauso
wie NIM811, was darauf hindeutet, dass es vor allem das extrazellulédre CyPA ist, welches die
pro-inflammatorischen  Effekte auslost. Zu diesen Effekten z&hlt auch die
Chemokinexpression von SDF1a. Durch MM284 wird nur das extrazellulire CyPA inhibiert,
wodurch die intrazelluliren Funktionen nicht beeinflusst werden?'.

4.2. Screening und Testung eines spezifischen CyPA Antikorpers

Der Nachteil von CyPA Inhibitoren, welche CsA Derivate sind, ist, dass sie keinen
Unterschied zwischen den verschiedenen Cyclophilinen machen und damit alle inhibieren
bzw. nur ein Unterschied zwischen intra- und extrazellulirem Cyclophilinen méglich ist'’®
' Daher ist es von Bedeutung einen spezifischen CyPA-Antikorper zu entwickeln, der nur
das extrazelluldre CyPA blockiert.

4.2.1. Screening und Funktionstest nach einem spezifischen Antikorper

Daher wurden fiinf verschiedene CyPA-Antikorper entwickelt, welche an CyPA binden und
damit die CyPA-CD147 Interaktion verhindern. Alle generierten Antikdrper waren in der
Lage rekombinantes CyPA zu detektieren.

Intrazelluldres CyPA ist in allem Zellen zu finden und dort ein wichtiger Regulator der
thrombozytiren Ca®" Himostase und beteiligt an der arteriellen Thrombusformation®.
Dartiber hinaus agiert das intrazelluldre CyPA als Chaperon und ist an der Proteinfaltung und
dem Proteintransport beteiligt®®®'. Vor kurzen konnte von Wang et al.*> gezeigt werden, dass
CyPA intrazelluldr an der Aktivierung des Rezeptors oypP; beteiligt ist. Des Weiteren ist
CyPA ein attraktives pharmakologisches Ziel um die Immunabwehr in Organen nach
Transplantationen zu kontrollieren'®. CsA oder CsA-Derivate hemmen die PPiase-Aktivitit
von CyPA, welche fiir das Immunsystem wichtig ist'"®. Dies fiihrt dazu, dass eine generelle
oder unspezifische Inhibition von CyPA zu einer gestorten Hiamostase in den Zellen fithrt®.
Daher ist es von Bedeutung spezifische CyPA-Inhibitoren zu entwickeln, um
Nebenwirkungen, welche mit dem intrazelluliren CyPA zusammenhingen, zu verringern.
Durch die Entwicklung des CyPA-Antikdrpers 8H7-mAKk, der eine spezifische Bindung an
extrazelluldres CyPA hat, werden weder die Himostase noch die Anzahl der Thrombozyten



beeinflusst. Der Grund dafiir ist, dass 8H7-mAk nur gegen die durch sekretiertes CyPA
vermittelten Effekte wirkt. Dies schlieBt ein, dass 8H7-mAk nur bei thrombotischen oder
inflammatorischen Prozessen wirkt, an welchen das extrazellulire CyPA beteiligt ist. Dadurch
ist 8H7-mAk in der Lage die CyPA-induzierten pro-thrombotischen und
entziindungsfordernden Prozesse zu minimieren. Allerdings hat 8H7-mAk keine anti-
thrombotischen bzw. anti-inflammatorischen Effekte ohne die Gegenwart von extrazellularem
CyPA.

Neben Thrombozyten sind allerdings auch andere Zellen nach inflammatorischen Stimuli in
der Lage CyPA zu sekretieren, darunter Endothelzellen, LPS-aktivierte Makrophagen oder
durch hohe Glucose aktivierte Monozyten>. Allerdings wird CyPA ebenfalls von
nekrotischen Zellen sekretiert, da die Zellmembran von nekrotischen Zellen permeable
wird"®!. Dies fithrt dazu, dass CyPA auch einen Einfluss auf anderen Zellen hat. In der
Monozytenmigration konnten ebenfalls alle Antikdrper die CyPA-induzierte Migration
verhindern. Anhand von diesen Ergebnissen wurde der Antikdrper 8H7-mAk filir weitere
Versuche ausgewdhlt. 8H7-mAk ist ein spezifischer extrazelluldrer CyPA Antikorper,
welches zwischen CyPA und CyPB unterscheiden kann. Dies unterscheidet ihn von MM284,

welcher keinen Unterschied zwischen den extrazelluliren Cyclophilinen macht'”’|

4.2.2. 8H7-mAk beeinflusst die CyPA-induzierte Adhdision und Migration von
Monozyten

Der Rezeptor fiir extrazellulires CyPA ist CD147, ein Rezeptor, der auf den meisten
inflammatorischen Zellen, darunter Monozyten, Makrophagen und Thrombozyten zu finden
ist® 123 139177 e Sekretion von CyPA fiihrt iiber die Interaktion mit CD147 in vitro zur
Migration von Monozyten, Neutrophilen, Eosinophilen und T-Zellen*® "*!- 182, Dass CyPA
zur Migration von Zellen fiihrt, zeigt sich auch im Mausmodell der autoimmunen
Myokarditis. Durch die Inhibition des extrazelluliren CyPA, durch MM284, kommt es zu
einer verminderten Infiltration von Zellen und zu einer verminderten Myokardfibrose'*.
Auch beim Myokardinfarkt scheint die Interaktion von CyPA und CD147 eine wichtige Rolle
zu spielen. Die Expression von CyPA und von CD147 ist im Myokardinfarktgewebe sowohl
von Patienten wie auch von Maiusen erhoht. Ebenfalls kommt es zur Infiltration von
Makrophagen und Neutrophilen in den Infarktbereich. Durch eine Blockierung von CD147
kommt es zu einer besseren linksventrikuldren Auswurffunktion. Dies deutet auf weniger
Ischimie- und Reperfusionsschiden hin'*®. Daraus kann geschlossen werden, dass
extrazellulires CyPA eine wichtige Rolle bei der Thrombose und Entziindung spielt und
dadurch auch eine wichtige Rolle in der Pathologie von verschiedenen
Herzkreislauferkrankungen, darunter Atherosklerose, Myokardinfarkt und Myokarditis’® '*®
'8 CyPA induziert die CD11b Expression und damit die Aktivierung von Monozyten. Durch
die Zugabe des Antikorpers 8H7-mAk kommt es nicht zur CyPA-induzierten
Monozytenaktivierung™. Dass Monozyten durch CyPA aktiviert werden, zeigt sich auch in
der vermehrten Adhérenz von Monozyten auf aktiviertem Endothel, daraus resultierend wird



die Migration gefordert. Dadurch ist es von Bedeutung die CyPA-vermittelten Effekte zu
blockieren. Der Antikdrper 8H7-mAk ist in der Lage die CyPA-vermittelten Effekte in vitro
zu beheben und damit die Adhésion und Migration von Monozyten zu verhindern. Neben dem
in vitro Einfluss ist 8H7-mAk auch in der Lage die in vivo CyPA-initiierte Infiltration von T-
Zellen und Monozyten in das Peritoneum zu verhindern. Damit hat 8H7-mAk dieselben anti-
migratorischen Eigenschaften wie MM284, das ebenfalls die CyPA-vermittelte Migration von
Monozyten in vitro blockieren kann'’'. Anhand von diesen Tatsachen kann die
Schlussfolgerung gezogen werden, dass durch die Rezeptor-Ligand-Interaktion von CyPA
und CD147 auf Monozyten und Thrombozyten ein essenzieller Schritt bei Entziindungen und
in der Entstehung von Atherosklerose ist.

4.2.3. Der  Einfluss von S8H7-mAk auf die CyPA-induzierte
Thrombozytenaktivierung

Neben den Monozyten sind auch Thrombozyten an der Entziindungsreaktion in
kardiovaskuldren Erkrankungen beteiligt, darunter Atherosklerose'®*. Dariiber hinaus wird
CyPA durch verschiedene Zellen, darunter Thrombozyten sekretiert’'. Extrazellulires CyPA
ist ein effektiver Thrombozytenagonist und induziert die Aktivierung, Adhdsion und
Thrombusformation {iber den Rezeptor CD147'%. Durch eine Storung der CyPA-CD147
Interaktion kann somit der CyPA-vermittelten Effekt blockiert werden. 8H7-mAk ist in der
Lage die CyPA-vermittelte Thrombozytenaktivierung zu verhindern und hat damit dieselben
Eigenschaften wie der CyPA Inhibitor und CsA Derivat MM284. Wie auch dieser Inhibitor
agiert 8H7-mAk nur extrazellular und ist nicht zellgingig™®, wodurch die Funktion des
intrazelluldren CyPA nicht beeintrachtigt wird. CyPA ist an der Thrombusformation in vitro
und in vivo beteiligt und durch extrazelluldres CyPA-aktivierte Thrombozyten zeigen eine
hohere Adhirenz auf entziindetem Endothel in vivo. Dieser Prozess ist unabhingig vom
intrazelluliren CyPA*', dadurch kann geschlussfolgert werden, dass das intrazellulire CyPA
nur eine untergeordnete Rolle bei der Bindung von aktivierten Thrombozyten an Kollagen
spielt. Durch die CyPA-induzierte Aktivierung der Thrombozyten sind diese in der Lage mit
Monozyten zu sogenannte Monozyten-Thrombozyten-Aggregate (MTA) zu interagieren,
welche vermutlich durch die CyPA-CD147-induzierte Expression von CD62P auf
Thrombozyten verantwortlich ist. Da dieser Prozess sowohl durch eine Inhibition mit 8H7-
mAk als auch durch eine Blockierung von CD147 unterbunden werden kann™, ist davon
auszugehen, dass extrazelluldres CyPA in diesen Prozess involviert ist. Diese Daten zeigen,
dass es moglich ist, die CyPA-vermittelten Effekte durch den Antikérper 8H7-mAk zu
reduzieren bzw. zu verhindern. Der entwickelte Antikdrper bindet an CyPA und verhindert
damit die Bindung an CDI147, wodurch die CyPA-CD147-induzierten Effekte, wie die
Aktivierung von Monozyten und Thrombozyten, nicht stattfinden konnen. Dass 8H7-mAk ein
wirksamer Antikorper ist, wird auch deutlich, da der Antikoérper in der Lage ist die
Akkumulation von Monozyten und Thrombozyten im murinen Modell des Leberversagens zu



reduzieren®®. Dadurch ist CyPA ein Mediator fiir die Thrombose und thrombozytenvermittelte
Entziindung und auch am Organversagen beteiligt.

Da 8H7-mAk nur extrazelluldr wirkt, ist die Himostase, an der das intrazellulire CyPA
beteiligt ist™, nicht betroffen. Dies konnte durch die gleiche Verschlusszeit der Schwanzvene
bei 8H7-mAk und IgG behandelten Méusen nachgewiesen wird. Dariiber hinaus kommt es
durch die Injektion von 8H7-mAk nicht zu einer Thrombozyten- oder Monozytendepletion,
weder nach wenigen Minuten noch nach 24 Stunden. Dariiber hinaus ist 8H7-mAk fiir
mindestens 24 Stunden in der Maus nachzuweisen™.

Aktuell gibt es mehrere antikorperbasierte Therapien, die in der klinischen Praxis getestet
werden, wie PKSC-9 Inhibitoren oder oypPs3 Antagonisten185 - 18 Daher ist die Entwicklung
eines Antikorpers fiir den klinischen Einsatz besser geeignet als der Einsatz von CsA

Derivaten.
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Abbildung 4-1 Die Wirkweise von 8H7-mAk. SH7-mAk ist in der Lage die Bindung von CyPA
an den Rezeptor CD147 (EMMPRIN) zu verhindern.

4.2.4. Limitierung der 8H7-mAk Studie

Die durchgefiihrte Studie mit dem 8H7 monoklonalen Antikorper hat allerdings auch seine
Limitierungen. Da in der Studie eine IgG Kontrolle verwendet wurde, konnen nicht-
spezifische Bindungen iiber den Fc-Teil des Antikorpers nicht ausgeschlossen werden, da
kein Fab Fragment als Kontrolle verwendet wurde. Allerdings besitzt die IgG Kontrolle
dhnliche Eigenschaften wie der eigentliche Antikorper, weist aber keine spezifische
Zielbindung auf, wodurch eine IgG Kontrolle auch als negative Kontrolle bezeichnet wird'®’.
Da die IgG Kontrolle wie auch der Antikorper einen Fc-Teil besitzt ist es eher
unwahrscheinlich, dass der Fc-Teil einen Einfluss auf die gefundenen Resultate hat. Dadurch
kann davon ausgegangen werden, dass es sich bei den Resultaten um eine spezifische



Reduktion der CyPA-induzierten Effekte durch den 8H7 monoklonalen Antikorper handelt
und es keine unspezifische Bindung iiber den Fc-Teil gibt.

4.3. Die Interaktion von CyPA und mit RAGE

Der Einzige bekannte Bindungspartner von extrazelluldarem CyPA ist aktuell CD147. Diese
Bindung wurde im Jahr 2002 zum ersten Mal beschrieben®. Da es allerdings verschiedene
posttranslationale Modifikationen von CyPA gibt, acetyliert, methyliert und phosphoryliert
kénnte es, wie bereits Xue et al.”” spekulierten, neben CD147 einen weiteren Bindungspartner
fir CyPA geben. CD147 ist als Bindungspartner fiir verschiedene Liganden beschrieben.
Dazu gehért auch S100A9, ein DAMP aus der S100 Familie'®'. Durch die Interaktion von
S100A9 und CD147 kommt es zur Phosphorylierung und damit Aktivierung des Akt und Erk
Signalwegs. Dariiber hinaus ist die S100A9-CD147 Interaktion an der Migration von
Monozyten beteiligt'®. S100A9 ist neben CyPA und CyPB der einzig andere bekannte
Bindungspartner von CD147, der als DAMP klassifiziert wurde. RAGE ist, wie auch CD147,
ein Oberflichenrezeptor an den S100A9 binden kann. Sorci et al. 2013'® spekulierten, das es
mindestens einen anderen Rezeptor aus der Immunglobulin Familie geben muss, der die
Funktionen von RAGE bei einem Verlust des Rezeptors ausgleichen kann. Der Grund fiir
diese Annahme war, dass sich RAGE™ M#use ohne phinotypische Auffilligkeiten entwickeln
und somit die Funktion dieses Rezeptors durch andere Rezeptoren kompensiert werden muss.
Da CDI147 wie auch RAGE zur Immunglobulin Familie gehort, konnte CD147 einer der
Rezeptoren sein, die die Funktionen von RAGE iibernechmen bzw. den Verlust ausgleichen
kann. Daher wurde untersucht, ob auch CyPA an RAGE bindet. Sowohl im Bindungs-ELISA
als auch durch konfokale Aufnahmen konnten wir eine Interaktion von RAGE und CyPA
bestitigen. Damit ist RAGE ein neuer bisher unbekannter Bindungspartner von CyPA.

4.3.1. Die CyPA-RAGE Interaktion beeinflusst Monozyten

Durch  den  Bindungs-ELISA  konnte  nachgewiesen = werden, dass CyPA
konzentrationsabhdngig an RAGE bindet. Die Bindung von CyPA an CD147 fordert die
Adhésion von Monozyten und auch deren Migration, was wir in der Studie mit dem 8H7-
mAk nachweisen konnten (sieche Resultate 3.2.3 und Diskussion 4.2.2). Nachdem allerdings
auch RAGE ein Bindungspartner von CyPA ist, wurde untersucht, inwiefern diese Bindung
einen Einfluss auf Monozyten hat. Dabei wurde deutlich: I) CyPA fordert die Adhdrenz von
Monozyten iiber die Rezeptoren RAGE und CD147, eine Blockierung von beiden Rezeptoren
filhrt zu keiner weiteren Reduktion der Adhdrenz. II) CyPA induziert die Migration von
Monozyten iliber beide Rezeptoren. Der TLR4 Rezeptor dagegen ist nicht an der CyPA-
abhéngigen Migration beteiligt. Allerdings wurde fiir diesen Rezeptor auch schon
beschrieben, dass er auch nicht die Migration von Monozyten auf S100A9 fordert'™ ',
Daher zeigen diese Ergebnisse, was schon vorher iiber TLR4 beschrieben wurde, namlich



dass TLR4 nicht an der Migration von Monozyten zu S100A9 betiligt ist und scheinbar auch
nicht an der zu CyPA induzierten Migration. Monozyten spielen eine entscheidende Rolle bei
der Entstehung von Entziindungen. Das Rekrutieren von Monozyten ist ein kontrollierter
Prozess. Nach dem ersten Kontakt der Monozyten mit der GefiBwand beginnen diese zu
rollen. Durch die Verlangsamung der Monozyten kommt es zu einer Adhdsion, wodurch die
Monozyten dann ins Gewebe migrieren konnen''. Aktiviertes Endothel ist in der Lage CyPA
zu sekretieren und damit Monozyten anzulocken’®, die ins Gewebe infiltrieren und an der
Entstehung der Atherosklerose beitragen. Die Tatsache, dass CyPA an RAGE bindet,
impliziert, dass es neben CD147 noch einen anderen Rezeptor gibt, iiber den CyPA einen pro-
migratorischen Einfluss auf die Monozyten ausiibt.

Die Myokarditis gehort zu den inflammatorischen Erkrankungen des Herzens. Durch die
Entziindung im Herzgewebe kommt es zur Sekretion von CyPA. Dies fiihrt zur Infiltration
von Zellen und zur Fibrose des Gewebes. In Studien konnte nachgewiesen werden, dass dies
durch eine Inhibierung von CyPA verhindert werden'" '™ Da in beiden Studien allerdings
mit CsA Derivaten gearbeitet wurde, kann nicht ausgeschlossen werden, dass neben CD147
auch RAGE eine Rolle dabei spielt. Eine Blockierung mit RAGE durch sRAGE fiihrt in der
friihen Phase der Myokarditis zu einer reduzierten Entziindungsreaktion in vivo, im
Rattenmodell'?, wodurch RAGE ebenfalls eine Rolle bei der Myokarditis spielt. CyPA spielt
eine Rolle bei der Infiltration von Zellen bei einer Entziindungsreaktion. Durch die Bindung
von CyPA an die Rezeptoren werden pro-inflammatorische Signalkaskaden aktiviert und
weitere Zellen wandern in das Gewebe ein. Dies zeigt sich auch in der in vivo Infiltration von
CDI11b, F4/80 und CD3 positiven Zellen in das Peritoneum nach einer CyPA-induzierten
Peritonitis.

Hibino et al.'”" konnten keine Interaktion von den Rezeptoren CD147 und RAGE miteinander
nachweisen und auch intrazelluldr ist die Signaliibertragung verschieden. Daher sollten
Versuche an RAGE” Miusen die CyPA-RAGE Interaktion bestitigen. Wie auch bei den
humanen Monozyten konnte mit RAGE-defizienten Monozyten/Leukozyten nachgewiesen
werde, dass erstens die CyPA-vermittelte Adhdsion liber RAGE induziert ist und zweitens die
Migration und Infiltration von Monozyten iiber RAGE vermittelt ist. Die Tatsache, dass auch
die CyPA-induzierte Migration bei MyD88'/ " Méusen reduziert ist, bestitigt, dass die CyPA-
induzierte Migration von Monozyten iiber RAGE vermittelt wird. Allerdings ist die Migration
nicht ausschlieBlich RAGE vermittelt, sondern geht auch {iber CD147 (siehe Resultate 3.2.3).
Bei der CyPA-induzierte Monozytenmigration iiber RAGE handelt es sich um eine
spezifische Migration, da die Monozyten der MyD88"~ Miuse zu SDFIla migrieren. Von
SDFla ist weder eine Interaktion mit CD147 noch mit RAGE bekannt. Dadurch ist davon
auszugehen, dass es sich bei der CyPA-RAGE Interaktion um eine spezifische Interaktion
handelt.



4.3.2. Signalkaskade von RAGE nach Ligandbindung

Durch die Bindung eines Liganden, darunter AGEs, an RAGE kommt es zur
Phosphorylierung von RAGE an Serine™' durch PKC(, wodurch es zur Bindung von TIRAP
und MyDS88 an die zytoplasmatische Doméine von RAGE kommt. Dies sind die ersten
Interaktionen der Signalkaskade. Im weiteren Verlauf kommt es zur Phosphorylierung von
Akt, p38 und IKKa. Am Ende fiihrt dies zu einer Aktivierung von NF«B und zur Expression
der Zytokine IL-6, TNFa und IL-8. Dieser Prozess ist an erster Stelle von der Bindung von
TIRAP an RAGE abhingig, die als Adapterproteine fiir RAGE fungieren'. Wir haben den
intrazelluldren Signalweg nach der Stimulation mit CyPA nicht untersucht. Allerdings scheint
es zumindest bei der Migration der Fall zu sein, dass es zur Phosphorylierung von PKC{
kommt und damit zur Bindung von TIRAP und MyD88 an RAGE. Dies fiihrt dann zur

Migration von Monozyten zu CyPA in vitro'®”.

4.3.3. Auswirkung der CyPA-RAGE Interaktion auf Thrombozyten

CyPA aktiviert Thrombozyten iiber die Bindung an CD147 und die Aktivierung des PI3
Kinase/Akt Signalwegs?'. Da CD147 nicht mehr der einzige Rezeptor fiir CyPA ist, wurde
nun untersucht, ob die Thrombozytenaktivierung ausschlieflich iiber CD147 geregelt ist oder
ob auch RAGE daran beteiligt ist. Eine Blockierung von RAGE fiihrt zu einer reduzierten
Aktivierung der Thrombozyten. Allerdings wurde nicht der intrazellulire Signalweg
untersucht, wodurch es nicht moglich ist, zu sagen, ob es durch die CyPA Bindung an RAGE
auch zur Aktivierung des PI3 Kinase/Akt Signalwegs kommt oder ein anderer Signalweg
aktiviert wird. Da Akt durch die eine Bindung von AGE an RAGE phosphoryliert werden
kann'”® wire es moglich, dass auch die Bindung von CyPA und RAGE diesen Signalweg
aktiviert.

Welcher intrazelluldre Signalweg fiir die Aktivierung der Thrombozyten und damit fiir die
Expression von CD62P auf der Oberfliche verantwortlich ist, ist vermutlich auch der
Signalweg, iiber den die Thrombusformation reguliert wird. Die Thrombusbildung auf
Kollagen wird durch CyPA erhoht und kann durch eine Blockierung der Rezeptoren CD147
und RAGE verhindert werden. Dies deutet darauf hin, dass neben CD147 auch RAGE eine
Rolle bei der CyPA-induzierten Bildung von Thromben fiihrt.

SRAGE Levels sind ein idealer Biomarker fiir Entziindungsreaktionen im menschlichen
Korper. Bei Patienten mit einem Myokardinfarkt oder einer stabilen Angina Pectoris gibt es
eine Korrelation zwischen den Plasmalevel von SRAGE und einem koronaren Event, wobei
Patienten mit einer Angina Pectoris hohere SRAGE Level haben als Patienten mit einem
Myokardinfarkt'”>. Da das sRAGE in der Lage ist, unter anderem sckretierte AGE zu
binden'” '™ kénnte SRAGE auch in der Lage sein an DAMPs, wie CyPA, zu binden. Damit
wiirde die Interaktion von CyPA sowohl mit oberflichengebundenem CD147 als auch mit
oberflichengebundenem RAGE nicht stattfinden. Dadurch wiirde auch die Aktivierung von



Monozyten und Thrombozyten ausbleiben und somit eine Ausbreitung der
Entziindungsreaktion.

4.4. Fazit

Thrombozyten und Monozyten sind ein wichtiger Bestandteil der Hémostase und
Immunabwehr. Damit die Thrombozyten sich an der Himostase beteiligen konnen, ist es von
Bedeutung so spezifisch wie moglich unerwiinschte Effekte zu reduzieren.

In dieser Arbeit konnte zunédchst durch den Einsatz von CsA Derivaten als CyPA Inhibitoren
gezeigt werden, dass es vor allem das extrazelluldre CyPA ist, welches fiir die Aktivierung
von Thrombozyten verantwortlich ist und dariiber hinaus von Thrombozyten sekretiert
werden kann. Zur Inhibierung von extrazellulirem CyPA gibt es allerdings keinen
spezifischen Antikorper. Daher ist es von grofler Bedeutung einem spezifischen Antikorper
gegen extrazelluldres CyPA zu entwickeln und diesen auf seine Wirksamkeit zu untersuchen.
Durch die Entwicklung von 8H7-mAKk ist es gelungen einen spezifischen Antikérper gegen
CyPA zu entwickeln und diesen sowohl an Monozyten als auch an Thrombozyten zu testen.
Dabei konnte gezeigt werden, dass die Entwicklung eines CyPA Antikorpers ein
vielversprechender Therapieansatz bei Erkrankungen ist, wo Thrombozyten und Monozyten
involviert sind, also auch bei kardiovaskuldren Erkrankungen. Aber auch fiir andere
Erkrankungen, wie die rheumatoide Arthritis, konnten vom Einsatz eines spezifischen CyPA
Antikorpers profitieren.

Um spezifische Antikorper entwickeln zu konnen, ist es von groBer Bedeutung, die
Mechanismen und Bindungspartner der fiir die Entziindung verantwortlichen Substanzen,
Chemokine und DAMPs, zu identifizieren. In dieser Arbeit ist es gelungen einen neuen,
bisher unbekannten Bindungspartner von CyPA zu identifizieren, RAGE ein Rezeptor aus der
Immunglobulin Familie. Da iiber die Interaktion von CyPA mit diesem Rezeptor nichts
bekannt ist, musste diese Interaktion neu untersucht werden. Wir konnten in erster Instanz
zeigen, dass es durch die Interaktion von CyPA mit RAGE zu einer Aktivierung von
Thrombozyten und zur Adhédsion und Migration von pro-inflammatorischen Zellen kommt.
Aus diesem Grund ist es wichtig diese Interaktion weiter zu untersuchen um daraus
schlussendlich neue Therapiemdoglichkeiten entwickeln zu kdnnen.



5. Zusammenfassung

CyPA ist ein in allen Sdugetier-Zellen vorkommendes Protein, welches an verschiedenen
intrazelluldren Prozessen beteiligt ist. Zu diesen intrazelluliren Funktionen gehdrt v.a. die
Proteinfaltung und die Ca®" Himostase. Dariiber hinaus ist CyPA an der intrazelluldren
Migration von anderen Proteinen und Rezeptoren zur Zelloberfliche beteiligt.

Wihrend einer Entziindungsreaktion kann CyPA von verschiedenen Zelltypen freigesetzt
werden. Diese Freisetzung fiihrt dazu, dass CyPA an den bereits bekannten Rezeptor CD147
binden kann. Dariiber hinaus konnten wir eine Bindung von CyPA an den bisher nicht
beschriebenen Rezeptor RAGE nachweisen. Diese Interaktion wurde in dieser Arbeit das
erste Mal beschrieben.

Die Bindung von CyPA an CD147 auf der Oberfliche von Thrombozyten und Monozyten
fihrt zu deren Aktivierung. Dies fordert die Adhidsion auf Endothelzellen und die
Migration/Infiltration in das Gewebe. Dadurch ist CyPA an der Pathophysiologie von
verschiedenen inflammatorischen kardiovaskuldren Erkrankungen, wie Myokarditis,
Myokardinfarkt und Atherosklerose beteiligt. Wahrend kardiovaskuldren Erkrankungen
kommt es zu einer vermehrten Expression von CyPA. Dabei konnte gezeigt werden, dass es
durch eine Inhibition von CyPA zu positiveren Verldufen der Erkrankungen kommt. Damit
moglichst keine unerwiinschten Nebeneffekte bei der Blockierung von CyPA auftreten wurde
in dieser Arbeit ein spezifischer Antikorper gegen extrazelluldres CyPA entwickelt. CyPA
sorgt fiir die Akkumulation von Thrombozyten und Monozyten und trigt damit zur
Progression von inflammatorischen Erkrankungen bei. Durch die Entwicklung eines
spezifischen Antikorpers gegen CyPA kann der entziindungsférdernde Einfluss von CyPA auf
Monozyten und Thrombozyten aufgehoben werden. Dabei wird weder die Hdmostase noch
das intrazellulire CyPA durch den entwickelten Antikorper beeinflusst. Dadurch kann
geschlussfolgert werden, dass durch die Entwicklung eines spezifischen CyPA Antikorpers
die Thrombose und Thrombo-Inflammation in vitro und in vivo beeinflusst werden.

Wir konnten das erste Mal nachweisen, dass es neben CD147 einen anderen Rezeptor fiir
extrazelluldres CyPA gibt, den Rezeptor RAGE. Von RAGE ist bekannt, dass er bei
verschiedenen inflammatorischen Erkrankungen vermehrt exprimiert wird, darunter
Atherosklerose, Myokarditis und Myokardinfarkt. Dies alles sind Erkrankungen bei denen
auch CyPA vermehrt exprimiert wird. Daher kann geschlussfolgert werden, dass einige von
den iiber RAGE vermittelte inflammatorische Effekten durch die Interaktion von CyPA an
diesen Rezeptor hervorgerufen werden konnten. Durch die Interaktion von CyPA mit RAGE
kommt es zur Aktivierung von Thrombozyten und zur Entwicklung von Thromben. Ebenfalls
wird die Adhdsion und Migration von Monozyten durch die CyPA-RAGE Interaktion
induziert. Daher ist diese Interaktion vermutlich auch an der Thrombusbildung in vivo
beteiligt, sowie an der Entstehung von Folgeschidden nach einem Myokardinfarkt.



Durch die Entdeckung der Bindung von CyPA an RAGE kann diese Interaktion nun
untersuchen werden um daraus Therapieansidtze zu entwickeln, welche spezifisch diese
Interaktion unterbinden.



6. Summary

CyPA is a protein which is present in all mammalian cells which is involved in different
intracellular processes. The intracellular functions include especially protein folding and Ca**
hemostasis. Moreover, CyPA is involved in the protein trafficking of other proteins and
receptors towards the cell surface.

During inflammation CyPA is released from various cell types. The release leads to the
binding of CyPA to the known receptor CD147 but also to the not as interaction partner for
CyPA described receptor RAGE. This receptor is described in this work for the first time as a
binding partner for CyPA.

The binding between CyPA and CD147 on the surface of platelets and monocytes leads to
their activation. This induces the adhesion on endothelial cells and the migration/infiltration
into the tissue. Thus, CyPA is involved in the pathophysiology of several inflammatory
cardiovascular diseases, including myocarditis, myocardial infarction and atherosclerosis.
During cardiovascular disease there is an increase in CyPA secretion, it could be shown that
an inhibition of CyPA leads to a more positive outcome of the disease. To avoid unpredictable
side effects in the blocking of CyPA, a specific antibody against extracellular CyPA was
developed in this work. CyPA ensures the accumulation of platelets and monocytes and thus
contributes to the progression of inflammatory diseases. By developing a specific antibody
against CyPA, the pro-inflammatory effect of CyPA on monocytes and platelets can be
abolished. Neither the hemostasis nor the intracellular CyPA are affected by the new
developed antibody. Thus, it can be concluded that the development of a specific CyPA
antibody affects thrombosis and thrombo-inflammation in vitro and in vivo.

We have demonstrated for the first time that there is another receptor for extracellular CyPA
besides CD147, the receptor RAGE. It is known that the RAGE expression is increased in
various inflammatory diseases, including atherosclerosis, myocarditis and myocardial
infarction. These are all diseases in which CyPA is also increasingly expressed. Therefore, it
can be concluded that some of the RAGE-mediated inflammatory effects could be elicited by
the interaction of CyPA with this receptor. The interaction of CyPA with RAGE activates
platelets and thrombi can be formed. Moreover, the adhesion and migration of monocytes is
induced by the CyPA-RAGE interaction. Therefore, this interaction is probably also involved
in thrombus formation in vivo as well as the development of damages after a myocardial
infarction.

Due to the discovering of the binding from CyPA to RAGE, it is now possible to investigate
this interaction. This is necessary that it is possible to develop therapeutic approaches that
prevent specifically this interaction.
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8. Anhang

8.1. Buchstaben-Code der Aminoséiuren

Tabelle 8-1 Abkiirzungen der Aminosiuren

Aminosiure
Alanin
Arginin
Asparagin
Asparaginsdure
Cystein
Glutamin
Glutaminsdure
Glycin
Histidin
Isoleucin
Leucin

Lysin
Methionin
Phenylalanin
Prolin

Serin
Threonin
Tryptophan
Tyrosin

Valin V

Dreibuchstaben-Code
Ala
Arg
Asn
Asp
Cys
Gln
Glu
Gly
His
Ile
Leu
Lys
Met
Phe
Pro
Ser
Thr
Try
Tyr

Val
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Anhang

8.2. Kiristallstruktur Ig Doménen
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Abbildung 8-1 Die Kristallstruktur der Ig-Domdnen.
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I-Typ: DEBA — A’GFCC***

99



8.3. Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1-1 Die verschiedenen Interaktionsmoglichkeiten von Monozyten, Thrombozyten

UNd ENdOthelZellen .......ouoiuiiiiiiiiii e e 7
Abbildung 1-2 Moglichkeiten der Monozyten-Thrombozyten Aggregation............ccceeeveenneen. 8
Abbildung 1-3 Die Struktur von CyPA bei Raumtemperatur...........cccceeeevvercieenciieeeiee e, 9
Abbildung 1-4 Schematische Darstellung des Rezeptors CD147 .......cccoevevvveviiienciieeniieeeienne 12
Abbildung 1-5 CyPA-induzierte Aktivierung von Thrombozyten ..........c..cccceeeverieniniencenen. 15
Abbildung 1-6 Schematische Darstellung von RAGE ...........cccoiiiiiiiiiiiinieiieeeeee 17
Abbildung 3-1 Sekretion VON CYPA .......oooiiieeee ettt e 49

Abbildung 3-2 Einfluss von CyPA auf die Thrombozyten Aktivierung und Thrombusbildung
TI1 VIETO 1ottt ettt et e b e e at e e b e e et e e bt e e a bt e bt e e ab e e bt e e a bt e bt e eab e e bt e eat e e bt e sateebeen 50

Abbildung 3-3 Extrazellulares CyPA fiihrt zur Aktivierung und Adhdsion von murinen
TRrOMDOZYLEN 1N VILTO...eiiiiiieiiiieeiie ettt ettt e st e e etteeestaeeesebeesanseeessaeesnseeessseeennseeennns 52

Abbildung 3-4 Extrazellulares CyPA fiihrt zur Aktivierung und Thrombusformation von
murinen Thrombozyten in Vitro UNd N VIVO .......cocviieiiiieiiieeiee ettt svee e 54

Abbildung 3-5 Entwicklung und Screening nach einem spezifischen CyPA Antikorper........ 55

Abbildung 3-6 Funktionstest und Bindungsspezifitit fiir die neu generierten CyPA
ANTKOTPET. ..ottt b ettt et esb e be et e sat e bt eatesbe e besaeesbeenneas 56

Abbildung 3-7 8H7-mAk hat einen entziindungshemmenden Effekt auf Monozyten in vitro 58
Abbildung 3-8 8H7-mAk hat einen entziindungshemmenden Effekt auf Monozyten in vivo 58

Abbildung 3-9 Die CyPA-abhédngige Thrombozytenaktivierung wird durch 8H7-mAk
FodS] 1153 1010 0L SRR 59

Abbildung 3-10 8H7-mAk verringert die Entstehung von Thromben. Humanes Vollblut wird

iiber eine Kollagenmatrix SEZEDEN........ccuiiiiiieiiieeiieeiee ettt e e 61
Abbildung 3-11 8H7-mAk verringert den Gefalverschluss in Vivo.........cccoevevvveeciieeniieennenne 62
Abbildung 3-12 8H7-mAk hat keinen Einfluss Thrombozytenaktivitét.............cccevervenennnene 62
Abbildung 3-13 Kolokalisation und Bindung von CyPA / CD147 an RAGE......................... 65

Abbildung 3-14 Die Adhirenz und Migration von Monozyten wurde iiber die Rezeptoren
RAGE und CD 147 1€GUIETL .......viieiiieeieeeie ettt et ettt e e e ae e e sveeesabeeesnneeennseeens 68



Abbildung 3-15 RAGE ist an der CyPA-vermittelten Entziindungsreaktion beteiligt ............ 69

Abbildung 3-16 CyPA vermittelt die Infiltration von Zellen in Vivo ........ccccecceveevveenciieennenn. 70
Abbildung 3-17 Eine Inhibierung von Rage konnte die pro-thrombotischen Effekte von CyPA
TEAUZICTOIL ...ttt ettt ettt et ettt et e bt e et e e e bt e e ab e e aee e bt e sbteeabe e st e eabeeeseeembeesaeeenbeesaneenne 71
Abbildung 3-18 CyPA induziert iiber den AGE-Rezeptor pro-thrombotische Effekte. .......... 72
Abbildung 4-1 Die Wirkweise von 8H7-MAK .......c.cccveiiiiiiiiiieniieee e 78

Abbildung 8-1 Die Kristallstruktur der Ig-Domanen. ...........ccccceeevieneriienienenienieneniesieeene 99



8.4. Tabellenverzeichnis

Tabelle 2-1 Rekombinante Proteine..........ccoeevuiriiniieiiinienieiieseeieeiestee e 21
Tabelle 2-2 primére Antikorper fiir Western BIot.........c.ooooviiiiiiiiiieeceeeeee e 21
Tabelle 2-3 Primire anti-TAKTE Antikorper fiir Western Blot.........cccooeeveevciiiniiiiiiieeee 21
Tabelle 2-4 Sekundire Antikdrper fiir Western Blot ..........ooooiiiiiiiiiiiiiniieceee e 22
Tabelle 2-5 FACS ANUKOIPEL .....cccuiiiiiiiiieiieeiieiie ettt ettt ettt tee s b e teeesbeebeesnneenseans 22
Tabelle 2-6 Fluoreszenzfarbung primére AntikOrper..........occvvevvieriieiiienieeiieieeeeeeeee e 22
Tabelle 2-7 Sekundire Antikorper fiir Immunfluoreszenz............cccoeevveeeiiencieencieecie e, 23
Tabelle 2-8 Neutralisierende / Blockierende AntiKOIPer ..........eeeevveeeeiieeeiiieeeiieeeiie e 23
Tabelle 2-9 Chemikalien und LOSUNZEN .........c.cooieeiiiriiiiiieiieeieeee et 23
Tabelle 2-10 PUTErIOSUNZEN .......ocviiiiieiieiieeieee ettt st st eseae s 25
Tabelle 2-11 Zellkulturmedien .........coouiiiiiiiiiiee et 27
Tabelle 2-12 Zusammensetzung der Zellkulturmedien............cccoeeveeeeiiieiiieecieeeee e 27
Tabelle 2-13 ZEIIINICI ..cc..eiiiiiiii ittt st ettt st e saees 28
Tabelle 2-14 Medikamente / Betdubungsmittel ..............cccoeriiiiiiiiiiiiiieececeeee e 28
Tabelle 2-15 VerbrauchsSmaterialien ...........cocooveriiriiiiinieniiieseeeesee e 28
Tabelle 2-16 Gerdte und SOFIWATE ........cocuiiiiiiiiiiiie e 29
Tabelle 2-17 Sitz der Hersteller / Firma.........cocooiiiiiiiiiiiieeeee e 30
Tabelle 2-18 Antikorper in der MigrationSKammer ..........c..cooevvenieiienieninnenieneeieeeeneeeeee 40
Tabelle 2-19 Inkubationszeiten der Thrombusformation.............ccccceeviierieniiienieeciienieeieeene 43
Tabelle 8-1 Abkiirzungen der AMINOSAUTEN ..........cecuieriieeiiieriieeieeniee et eieeeeeeseeereeeeesaeeeeens 98
Tabelle 8-2 Zusammensetzung des Trenngels pro Gel.........cccceeeviieeeiieniiieccieeeie e, 103

Tabelle 8-3 Zusammensetzung des Sammelgels pro Gel...........cccoovvevviieviiienciecccie e, 103



8.5. Zusammensetzung des Western Blot Gels

8.5.1. 15% Trenngel

Tabelle 8-2 Zusammensetzung des Trenngels pro Gel

H,0 2,3 ml
1,5M Tris/HCI1 pH8,8 2,5 ml
Acryalmide/bis-acrylamide 30% 5ml
10% SDS 100 pl
10% APS 80 ul
TEMED 10 pl

8.5.2. Sammelgel

Tabelle 8-3 Zusammensetzung des Sammelgels pro Gel

H»0 3,4 ml
IM Tris/HCI pH6,8 0,625 ml
Acryalmide/bis-acrylamide 30% 0,85 ml
10% SDS 50 pl
10% APS 50 ul

TEMED 5ul



8.6. Abkiirzungsverzeichnis

o3 CD41/CD61; GPIIb/I1Ia

aa englisch: amino acid; deutsch: Aminosdure
AAA Abdominale Aorten Aneurysmen

ACD ,,acid citrate dextrose*

ADP Adenosindiphosphat

AGE »advanced glycation endproducts*

APC Allophycocyanin

ApoE Apolipoprotein E

APS Ammoniumperoxodisulfat

ATP Adenosintriphosphat

BSA Bovines Serum Albumin

Ca®" Kalzium

CD147 Cluster of Differentiation 147; Synonym: EMMPRIN (,,Extracellular

Matrix MetalloProteinase Inducer”), Basigin (,,basic immunoglobulin
superfamily”)

CD62P P-Selektin

CO, Kohlenstoffdioxid

CDPA Citrat-Phosphat-Dextrose-Adenin
CsA Cicosporin A

CCL CC-Motif Chemokin Ligand
CRP C-Reaktives Protein

CXCL CXC-Motif Chemokin Ligand
CXCR CXC-Motif Chemokin Rezeptor
CyPA Cyclophilin A

CyPB Cyclophilin B

DAMP »,Danger assocaiated molecular pattern‘



DC
DCF
Dia-1
DPBS
EC
EDTA
FCS
FeCls
FITC
GM-CSF
GP
GPIb
H,O
HCI
HMGBI1
HUVEC
HSC
IKK

IL

INF

1L.v.

.p.

KCl

kDa

LDL

Dentritische Zellen (Englisch: “dentritic cells”)
5-(and-6-)carboxyfluoresciendiacetatesuccinimidylester
Diaphanous-1

»Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline*
Extrazellulire Doméne
Ethylendiamintetraessigséure

Fotales Kilber Serum

Eisen(IIT)Chloride Losung
Fluoresceinisothiocyanat
»Q@ranulocyte/Monocyte-colony stimulating factor*
Glykoprotein

Glykoprotein Ib, CD42

Wasser

Salzsdure

,,High-Mobility-Group-Protein B1”

,,Human Umbillical Vein Endothelial Cells*
Héamapoetische Stammzellen (englsch: “hemapoetic stem cells™)
IxB kinase

Interleukin

Interferon

intravends

intraperitoneal

Kaliumchlorid

Kilodalton

Kilogramm

Lipoproterin niederer Dichte (englisch: low denisty lipoprotein)



LPS
Ly-6C
Ly-6G

MAC-1

MCP-1
M-CSF
MCT

mg

Mg

ml

mm
MM284
MMP
MP
MTA
MyD88
H,S0O4
NaCl
NADPH
NaHCO;3
Na,HPO4
NazCgHs504
NaOH
NF-xB

NIMS&11

Lipopolysaccharide

lymphocyte antigen 6 complex, locus C
lymphocyte antigen 6 complex, locus G
anmpo; CD11b/CD18

monoklonaler Antikorper

»monocyte chemoattractant protein-1
,Monocyte-colony stimulating factor*
,Monocarboxylate transporter
Milligramm

Magnesium

Milliliter

Millimeter

nicht zellgingiges CsA Derivat
MatrixMetallo Proteinase
Mikropartikel

Monozyten-Thrombozyten-Aggregate

Myeloid differentiation primary response 88

Schwefelsdure
Natriumchlorid
Nicotinamid adenin dinucleotid phosphat
Natriumhydrogencarbonat
di-Natriumhydrogenphosphat
Natruimcitrat

Natriumhydroxid

,nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells*

zellgdngiges CsA Derivat



nm
nM
OCS
PAK
PI3 kinase
PKC
PPIase
PRP
PSGL-1
PVDF
RAGE
ROS

RT
SAK
SDFla
SDS
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TCSF
TEMED
TGF
TIRAP
T™MB
TNF
TRIS

VCAM
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,Open Canalicular system*
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Proteinkinase C
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,» I ransforming Growth Factor*

, Toll/interleukin-1 receptor domain-containing adapter protein”
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,,tumor necrosis factor*
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